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Protocolli diagnostici anatomo-patologici

per gruppi di patologie

(G Ital Cardiol 2009; 10 (Suppl 1-9): 185-50S)

Miocarditi

Breve descrizione della patologia

La classificazione delle CMP comprende anche
le miocarditi, ovvero quelle affezioni che com-
portano una malattia inflammatoria del mio-
cardio associata a disfunzione cardia-
ca*> 114115 Esse si distinguono in tre categorie:
a) quelle non infettive di origine immunita-
ria/allergica (miocardite a cellule giganti, reu-
matica ed eosinofila, miocarditi in corso di al-
tre malattie immuno-mediate, miocarditi vi-
rus-negative con o senza autoanticorpi anti-
cuore circolanti), b) quelle infettive (batteri-
che, protozoarie e virali) e ¢) quelle in cui il
meccanismo immunitario é stato innescato o
mantenuto da una infezione. Lo spettro delle
manifestazioni cliniche & alquanto variabile:
da forme asintomatiche o paucisintomatiche
a quadri clinici di scompenso cardiaco grave
ed irreversibile o perfino a morte improvvisa.
L'eterogeneita dei sintomi & verosimilmente
una delle principali ragioni della mancata co-
noscenza o sottostima della reale incidenza
della malattia. La caratterizzazione diagnosti-
ca della malattia & quindi ancora primaria-
mente riferita a criteri unicamente morfologi-
ci atti ad identificare la presenza dell’infiltra-
to infiammatorio e I'esame istologico con la
tradizionale colorazione con ematossilina ed
eosina risulta essenziale.

Esami diagnostici e ruolo della biopsia
endomiocardica nell’algoritmo diagnostico
Standard diagnostici

e BEM

N.B. La scintigrafia miocardica e la RM posso-
no contribuire a generare il sospetto diagno-
stico ma non sostituiscono la BEM.

Ruolo della biopsia endomiocardica

nell’iter diagnostico

e Fornire una diagnosi di certezza dell’inte-
ressamento miocardico.

e Fornire la diagnosi eziologica (agente ezio-
logico infettivo, eziologia immune).

e Fornire indicazioni sul grado di attivita del-
la malattia.
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La diagnosi anatomo-patologica
Prelievi da effettuare e protocollo
di allestimento’’?

Vedi paragrafo dedicato nella Parte I.

Annotazioni tecniche particolari

e Due prelievi (0 uno se ha dimensioni >3
mm?) devono essere destinati alle indagini
molecolari per la ricerca tissutale dei geno-
mi virali. Sono possibili differenti modalita
di invio di tali prelievi bioptici, a seconda
delle consuetudini del laboratorio di pato-
logia molecolare:

preservazione immediata dei frustoli

bioptici in RNAlater, conservazione a 4°C

ed invio tempestivo al laboratorio;

se non si dispone di RNAlater, congela-

mento dei frustoli in azoto liquido (snap

freeze) ed invio al laboratorio in ghiaccio
secco;

invio dei frustoli “a fresco” in micropro-

vette prive di fissativo subito dopo il pre-

lievo.

Una volta giunti in laboratorio, i prelievi

possono essere processati subito per lo studio

molecolare, oppure stoccati a -80°C o in con-
tainer di azoto liquido;

e un prelievo di sangue periferico (5-10 ml) in
EDTA o citrato per la ricerca con indagini
molecolari degli stessi genomi virali studia-
ti sul tessuto miocardico.

N.B. Per la diagnostica delle CMP inflammato-

rie sono importanti:

e il timing della BEM rispetto all’esordio sin-
tomatologico della malattia,

e numero e rappresentativita dei prelievi
bioptici,

e associare la ricerca degli autoanticorpi anti-
cardiaci nel siero*>84,

Esame istologico

Nelle sezioni colorate con ematossilina ed eo-

sina verra identificata la presenza di: 1) infil-

trato inflammatorio; 2) danno miocellulare, 3)

fibrosi. Bisogna specificare:

a) le caratteristiche dell’infiltrato infiamma-
torio (linfocitario, polimorfo, granuloma-
toso, eosinofilo) e la sua entita con valu-
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tazione semiquantitativa o eventualmente quantita-
tiva;

b) il danno miocellulare (non solo la necrosi o la miocitoli-
si, ma anche altre alterazioni, quali vacuolizzazione ci-
toplasmatica, apoptosi, atrofia);

¢) la presenza di fibrosi (interstiziale sostitutiva, perivasco-
lare, subendocardica) e la sua entita con valutazione se-
miquantitativa o eventualmente quantitativa.

Colorazioni istomorfologiche

e La tricromica di Azan-Mallory consente di evidenziare e
quantificare meglio la fibrosi, che risulta di colore blu
brillante.

¢ La colorazione Weigert Van Gieson, che evidenzia le fi-
bre elastiche in marrone/nero, consente di valutare piu
appropriatamente la struttura dei vasi e di caratterizza-
re la fibroelastosi endocardica.

Indagini immunoistochimiche
L'impiego dell'immunoistochimica rappresenta un corolla-
rio fondamentale alla tradizionale istologia, consentendo
I'identificazione e caratterizzazione dell’infiltrato infiam-
matorio40-44,

Pannello di anticorpi da utilizzare: CD45, CD68/PGM1,
CD3, CD4, CD8, CD20, HLA-ABC, HLA-DR.

Quantificazione morfometrica

E auspicabile la quantificazione dell’entita dell’infiltrato
flogistico (oggi si ritiene patologico un infiltrato linfocita-
rio >7 linfociti T/mm?2) con indagini morfometriche compu-
terizzate su sezioni di immunoistochimica colorate con
I"anticorpo anti-CD3. Per quanto non strettamente neces-

sarie, indagini morfometriche computerizzate su sezioni
colorate con tricromica di Azan-Mallory consentiranno
una precisa misurazione dell’entita della fibrosi.

Le indagini molecolari

Le indagini molecolari ed in particolare le tecniche di am-
plificazione genica quali la PCR o la nested-PCR sono in
grado, per la loro elevata sensibilita, di amplificare in mo-
do esponenziale le molecole di DNA o RNA eventualmen-
te presenti, consentendo l'identificazione anche di poche
copie di genoma virale presenti nelle piccole quantita di
tessuto miocardico della BEM. L'analisi di sequenza e I'i-
dentificazione di forme replicanti virali sono oggi sempre
piu utilizzate per I'esatta caratterizzazione degli agenti in-
fettivi46-0. Il panel di virus cardiotropi da indagare in caso
di sospetto clinico di miocardite comprende oggi almeno
i seqguenti differenti genotipi: enterovirus, adenovirus, ci-
tomegalovirus, virus di Epstein-Barr, herpes simplex, virus
dell'influenza A e B, parvovirus B19 e virus dell’epatite C
(Tabella 6).

La ricerca dei genomi virali sia nel tessuto miocardico
che in un prelievo di sangue periferico potra essere di aiu-
to, nei casi di contemporanea positivita per uno dei virus in
entrambi i campioni, per valutare se si tratta di contamina-
zione ematica o no.

Nella Figura 1 sono riportati 2 casi di miocardite linfo-
citaria ad eziologia virale (1A-1B da adenovirus; 1C-1D da
enterovirus)**12; nella Figura 2, un esempio di miocardite
linfocitaria borderline in base ai criteri di Dallas38.

Elementi diagnostici principali ed indispensabili
e Presenza di infiltrato infiammatorio.

Tabella 6. Virus cardiotropi da indagare nei casi di sospetto clinico di miocardite.

Virus Sequenza (5'—3’) T° di annealing Gene target Prodotto di
amplificazione

EV/RV AAGCACTTCTGTTTCC 50°C 5" untranslated region (5’-UTR) 297
CATTCAGGGGCCGGAGGA

CMV (DNA)  CACCTGTCACCGCTGCTATATTGC 52°C Phosphorylated matrix protein (pp65 e pp71) 399
CACCACGCAGCGGCCCTTGATGTTT

CMV (RNA) GTGACCTTGACGGTGGCTTT 57°C Early gene 275
CGTCATACCCCCCGGAGTAA

PVB19 GGTAAGAAAAATACACTGT 57°C NS1 218
TTGCCCGCCTAAAATGGCTTT VP1 e VP2

HSV CATCACCGACCCGGAGAGGGA 60°C DNA polimerasi 92
GGGCCAGGCGCTTGTTGGTA

HCV GGAACTACTGTCTTCACGCAGA 54°C 5" untranslated region (5’-UTR) 210
TGCTCATGGTGCACGGTCTA
GTGCAGCCTCCAGGACCC 56°C
GGCACTCGCAAGCACCCTAT

EBV TTCGGGTTGGAACCTCCTTG 64°C Nuclear antigen 1 (EBNA 1) 268
GTCATCATCATCCGGGTCTC

AV GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC 65°C Exon protein 308
CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT

INF A AAGGGCTTTCACCGAAGAGG 50°C Non structural protein 1 and 2 (NS1 and NS2) 190
CCCATTCTCATTACTGCTTC

INF B ATGGCCATCGGATCCTCAAC 57°C Non structural protein 1 and 2 (NS1 and NS2) 241
TGTCAGCTATTATGGAGCTG

AV = adenovirus; CMV = cytomegalovirus; EBV = virus di Epstein-Barr; EV/RV = enterovirus/rinovirus; HCV = virus dell’epatite C; HSV = herpes simplex
virus; INF A = virus dell'influenza A; INF B = virus dell'influenza B; PVB19 = parvovirus B19.
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Figura 1. A-B: miocardite attiva in maschio di 37 anni. A: istologia; € visibile un modesto infiltrato infiammatorio linfo-monocitario con associati rari
granulociti neutrofili, evidenti nelle aree di miocitolisi (freccia). Non sono presenti effetti citopatici virali (ematossilina-eosina, 100x). B: gel elettro-
foresi di reazione polimerasica a catena (PCR) per adenovirus. Linea 1: marker di DNA (fattore VIII); linea 2: controllo positivo per adenovirus (308 pb);
linea 3: biopsia endomiocardica positiva per adenovirus; linea 4: amplificato di B-globina (gene house-keeping, 269 pb); linea 5: controllo negativo
(reagenti senza DNA). Da Calabrese e Thiene*’, modificata. C-D: miocardite attiva in ragazzo di 15 anni. C: istologia; € visibile un discreto infiltrato
linfo-monocitario con evidente focolaio di miocitolisi (freccia). Non sono presenti effetti citopatici virali (ematossilina-eosina, 50x). D: gel elettrofore-
si di PCR per enterovirus. Linea 1: marker di DNA (fattore VIlI); linea 2: controllo positivo per enterovirus (180 pb); linea 3: biopsia endomiocardica po-

sitiva per enterovirus; linea 4: controllo negativo (reagenti senza DNA).

Da Calabrese et al.’?%, modificata.

Figura 2. Miocardite borderline in maschio di 63 anni. A: istologia; é visibile un modesto infiltrato infiammatorio linfo-monocitario con edema asso-
ciato, senza segni di miocitolisi (ematossilina-eosina, 100x). B: immunoistochimica,; sono visibili numerosi linfociti T positivi per CD3 (100 X).

Elementi diagnostici secondari o accessori

e Danno miocellulare (necrosi, apoptosi, vacuolizzazione,
ecc.).

* Presenza di fibrosi.

Considerazioni ed annotazioni particolari

| criteri di Dallas®® attualmente in uso per la definizione

istologica di una CMP infiammatoria presentano alcuni li-

miti che possono cosi sintetizzarsi:

¢ mancanza di definizione e quantificazione del danno
miocellulare,
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* mancanza di caratterizzazione e quantificazione dell’in-
filtrato infiammatorio,

e mancanza sia della definizione della sede che della
quantificazione della fibrosi,

e mancanza di definizione eziologica.

Il referto diagnostico corredato di esame istologico e di inda-
gini immunoistochimiche e molecolari consente di fornire infor-
mazioni accurate e complete sul quadro infiammatorio, anche
nella prospettiva di verificare I'efficacia di nuovi trial terapeutici.

La Figura 3 mostra il tipico aspetto istologico della mio-
cardite a cellule giganti''.
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Figura 3. Miocardite a cellule giganti in donna di 43 anni. Istologia: biopsia endomiocardica che mostra un intenso infiltrato infiammatorio polimor-
fo [linfociti, macrofagi, granulociti eosinofili, cellule giganti plurinucleate (frecce)], associato ad esteso danno miocellulare (necrosi e degenerazioni)

(ematossilina-eosina: A e B, 100x; C, 400 X; D, 200 X).
Da Leone et al.’?!, modificata.

Cardiomiopatie inflammatorie associate
a malattie sistemiche immunologiche

Breve descrizione della patologia

Il coinvolgimento cardiaco é piuttosto frequente in corso

di connettiviti sistemiche quali il lupus eritematoso sistemi-

co (LES), I'artrite reumatoide, la spondilite anchilosante, la

dermatopolimiosite e la sclerodermia: i quadri clinico-pa-

tologici sono estremamente polimorfi, poiché possono es-

sere coinvolti il pericardio, le valvole, le arterie coronarie

ed il miocardio'?. Il coinvolgimento miocardico & piu fre-

quente nel LES e nella dermatopolimiosite e comprende

manifestazioni cliniche che vanno dai disturbi della condu-

zione (blocchi atrioventricolari, blocchi di branca), alla di-

sfunzione cardiaca progressiva con il quadro clinico della

CMP dilatativa, allo scompenso cardiaco. Il substrato isto-

logico di questi quadri clinici & generalmente la miocardi-

te, come dimostrato da studi autoptici'?3.124,
L'interessamento patologico del cuore puo inoltre ma-

nifestarsi in numerose altre malattie sistemiche immunolo-

giche:

e malattia di Churg-Strauss,

e granulomatosi di Wegener,

e sarcoidosi,

e arterite di Takayasu,

¢ malattia idiopatica inflammatoria intestinale.

Esami diagnostici e ruolo della biopsia endomiocardica

nell’algoritmo diagnostico della patologia cardiaca

Standard diagnostici

e BEM in presenza di malattia sistemica accertata e qua-
dro clinico cardiologico congruente.

Ruolo della biopsia endomiocardica

nell’iter diagnostico’?5126

¢ Fornire una diagnosi probabile (quadro istologico di CMP in-
fiammatoria e/o di vasculite) dell’interessamento cardiaco.
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¢ Diagnosi differenziale con altre forme specifiche di CMP
inflammatoria.
e Esclusione di altre patologie.

La diagnosi anatomo-patologica
Prelievi da effettuare e protocollo di allestimento
Vedi paragrafo dedicato nella Parte I.

Esame istologico

Nelle sezioni colorate con ematossilina-eosina, & possibile
evidenziare un quadro di CMP infiammatoria, con infiltra-
ti flogistici interstiziali associati o meno a danno miocellu-
lare: il quadro istologico puo avere |'aspetto di una miocar-
dite linfocitaria aspecifica o presentarsi con caratteristiche
piu specifiche, a seconda della malattia sistemica in causa,
come ad esempio la miocardite granulomatosa non caseo-
sa tipica della sarcoidosi (Figura 4). Nel caso del LES, si pos-
sono osservare anche ispessimenti della parete dei rami in-
tramurali delle arterie coronarie.

Colorazioni istomorfologiche

La tricromica di Azan-Mallory o di Masson e la colorazione
Weigert Van Gieson per le fibre elastiche sono utili nella
valutazione delle alterazioni vascolari.

Indagini immunoistochimiche
Nei casi di sospetta miocardite, lo spettro di anticorpi & so-
vrapponibile a quello impiegato nel protocollo delle “Mio-
carditi”.

In presenza di alterazioni dei rami intramurali delle co-
ronarie, € consigliabile la ricerca di depositi di immunoglo-
buline nelle pareti dei piccoli vasi'?.

Elementi diagnostici principali e indispensabili

e Infiltrati inflammatori interstiziali ed associato danno
miocellulare.

e Alterazioni vascolari.
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Figura 4. Sarcoidosi cardiaca in donna di 59 anni. A: istologia; é visibile un infiltrato infiammatorio granulomatoso con cellule giganti in assenza di
necrosi caseosa. Nel citoplasma di una cellula gigante si nota un corpo asteroide (freccia) (ematossilina-eosina, 200 x). B: immunoistochimica, i macro-
fagi e le cellule giganti plurinucleate sono positive con I’anticorpo CD68/PGM1 (200x). C: biopsia endomiocardica successiva di controllo che mostra
la persistenza di infiltrato inflammatorio polimorfo nodulare (ematossilina-eosina, 100Xx). D: successiva evoluzione cronica con fibrosi interstiziale e

scarso infiltrato infiammatorio (tricromica di Masson, 100X).

Elementi diagnostici secondari o accessori
¢ Alterazioni miocitarie.
e Fibrosi.

Cardiomiopatia aritmogena del ventricolo
destro ed aritmie

Breve descrizione della patologia

Le aritmie non sono una malattia ma un sintomo/segno e

come tale possono essere |'espressione di diverse cardiopa-

tie, strutturali e non.

e Aritmie ventricolari “sine materia” o idiopatiche: prima
di definire un’aritmia idiopatica o a cuore struttural-
mente sano, potrebbe essere indicato far ricorso alla
BEM, soprattutto nelle aritmie ventricolari maggiori'?’,
qualora dopo aver eseguito le varie indagini non invasi-
ve ed invasive previste dall’iter diagnostico non sia stato
evidenziato alcun reperto specifico.

e Aritmie ventricolari “cum materia”: possono essere con-
seguenza di malattia coronarica, valvolare o miocardica.
Una volta escluse le altre cause cardiache, la BEM e indi-
cata nel sospetto di CMP aritmogena, anche per esclude-
re altre condizioni che possono simularla, quali la tachi-
cardia idiopatica del tratto di efflusso del ventricolo de-
stro, la miocardite, la CMP dilatativa e la sarcoidosi. Nel
caso invece di CMP ipertrofica, non c'e indicazione alla
BEM nell’iter diagnostico, eccetto nel caso di una dia-
gnosi differenziale con malattie da accumulo.

La CMP aritmogena del ventricolo destro (ARVC) € una
malattia primitiva del muscolo cardiaco a carattere fami-
liare in oltre il 50% dei casi, conseguente a mutazioni di
geni che codificano per proteine delle giunzioni intercellu-
lari meccaniche?>23. Essa & caratterizzata da anomalie
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strutturali e funzionali del ventricolo destro e spesso del
ventricolo sinistro, sia in termini emodinamici che di ritmo
e conduzione dello stimolo elettrico (Figura 5A), conse-
guenti ad atrofia miocardica progressiva con sostituzione
adiposa o fibro-adiposa. Clinicamente si manifesta con
aritmie ventricolari anche a rischio di morte improwvisa,
specialmente nei giovani e negli atleti. La diagnosi in vivo
di malattia si ottiene grazie all'impiego di criteri maggiori
e criteri minori, stabiliti da una task force internaziona-
|e128.

La BEM rientra nell’iter diagnostico ogni qualvolta le
indagini non invasive (ECG, signal-averaged ECG, ecocar-
diografia, Holter, test da sforzo) non abbiano portato ad
una diagnosi di certezza??23.128129_|noltre, ne & consigliata
I'esecuzione nei casi in cui sia prevista comunque un’inda-
gine invasiva in sala di emodinamica (vedi angiografia, stu-
dio elettrofisiologico, mappaggio elettroanatomico). La
caratterizzazione tissutale mediante BEM é infatti conside-
rata un criterio maggiore per la diagnosi, qualora si rinven-
ga all’'esame istologico atrofia miocardica associata a sosti-
tuzione fibrosa o fibro-adiposa.

Esami diagnostici e ruolo della biopsia endomiocardica

nell’algoritmo diagnostico della patologia cardiaca

Standard diagnostici

e Applicazione dello score system per la diagnosi di
ARVC in cui la BEM é criterio diagnostico maggiore
(Tabella 7)12.

Ruolo della biopsia endomiocardica

nell’iter diagnostico

Riveste un ruolo importante e spesso determinante nell’i-
ter diagnostico (“criterio diagnostico maggiore”), consen-
tendo di:
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Tabella 7. Criteri per la diagnosi di cardiomiopatia aritmogena del
ventricolo destro'?.

1. Disfunzione globale elo regionale e alterazioni strutturali
Maggiore

Dilatazione severa e riduzione della frazione di eiezione del ven-
tricolo destro con assenza (o solo lieve) interessamento del ventri-
colo sinistro.

Aneurismi localizzati del ventricolo destro (aree acinetiche o disci-
netiche con bulging diastolico).

Dilatazione severa segmentale del ventricolo destro.

Minore

Dilatazione lieve globale del ventricolo destro e/o riduzione della
frazione di eiezione con ventricolo sinistro normale.

Dilatazione segmentale lieve del ventricolo destro.

Ipocinesia regionale del ventricolo destro.

2. Caratterizzazione tissutale delle pareti

Maggiore

Sostituzione fibro-adiposa del miocardio alla biopsia endomiocar-
dica.

3. ECG anomalie della ripolarizzazione

Minore

Onde T invertite nelle derivazioni precordiali destre (V, e V,) in
soggetti di eta >12 anni e in assenza di blocco di branca destra.

4. ECG anomalie della depolarizzazione/conduzione

Maggiore

Onde epsilon o incremento localizzato della durata del QRS (>110
ms) nelle derivazioni precordiali destre.

Minore

Potenziali tardivi all’ECG ad alta risoluzione.

5. Aritmie

Minore

Tachicardia ventricolare sostenuta o non sostenuta a morfologia
tipo blocco di branca sinistra documentata all’ECG, Holter o duran-
te test da sforzo.

Extrasistoli ventricolari frequenti (>1000/24h all'Holter).

6. Storia familiare

Maggiore

Familiarita confermata all’autopsia o chirurgia.

Minore

Familiarita di morte improvvisa giovanile (<35 anni) da sospetta
cardiomiopatia aritmogena del ventricolo destro.

Familiarita (diagnosi clinica basata sui presenti criteri).

Nota. E possibile fare diagnosi di malattia quando sono soddisfatti 2 cri-
teri maggiori, oppure 1 criterio maggiore e 2 minori, o ancora 4 criteri
minori.

¢ fornire una diagnosi probabile dell’'interessamento mio-
cardico, evidenziando atrofia miocardica con fibrosi o fi-
bro-adiposi e consentendo la diagnosi differenziale con
miocardite, sarcoidosi, CMP dilatativa e forme idiopati-
che22,24,60,130,‘|31;

¢ valutare I'entita della compromissione morfologica dei
miociti.

La diagnosi anatomo-patologica
Prelievi da effettuare e protocollo di allestimento
Vedi paragrafo dedicato nella Parte I.

Annotazioni tecniche particolari

e La biopsia non deve essere eseguita nel setto interven-
tricolare.

e L'accuratezza diagnostica aumenta se la sede dei prelie-
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vi bioptici & guidata da imaging o da mappaggio elet-
troanatomico® (Figura 5B).

Esame istologico

Sulle sezioni di routine colorate con ematossilina-eosina, si

esegue un’iniziale valutazione della presenza di fibrosi so-

stituiva e di infiltrazione adiposa (Figura 5C). Bisogna inol-

tre rilevare:

¢ |e alterazioni delle miocellule: ipertrofia, atrofia, vacuo-
lizzazione sarcoplasmatica, necrosi, apoptosi (Figura 5D),

¢ |a presenza o meno di associati infiltrati inflammatori'32.

Si deve invece escludere la presenza di cellule giganti,
granulomi e miocardite, che possono simulare la ARVC.

Colorazioni istomorfologiche

e Tricromica di Azan-Mallory per evidenziare meglio la fi-
brosi, che risulta di colore blu brillante, e permettere
quindi I'analisi morfometrica (vedi sotto).

Quantificazione morfometrica

Indagini morfometriche computerizzate su sezioni colorate
con tricromica sono auspicabili per quantificare in modo
preciso I'entita dell’atrofia miocardica, della fibrosi sostitui-
va e dell'infiltrazione adiposa ed aumentare la sensibilita e
specificita della BEM nella diagnosi di ARVC (vedi sotto).

Indagini immunoistochimiche

E possibile anche effettuare lo studio immunoistochimico
per la tipizzazione degli infiltrati infiammatori e la carat-
terizzazione delle alterazioni dell’espressione delle protei-
ne desmosomali e delle connessine.

Esame ultrastrutturale
Utile (ma facoltativo) per I'analisi morfologica delle giun-
zioni intercellulari.

Elementi diagnostici principali e indispensabili
e Presenza di atrofia miocardica, sostituzione fibrosa o fi-
bro-adiposa in almeno un frammento.

Elementi diagnostici secondari o accessori

e Quadri di morte miocitaria (apoptosi, necrosi).

e Alterazioni miocitarie “cardiomiopatiche” (vacuolizza-
zione, nuclei dismetrici e dismorfici, ipertrofia, aspetti di
adipogenesi).

¢ Reazione flogistica prevalentemente linfo-monocitaria.

Considerazioni ed annotazioni particolari

Nel sospetto diagnostico di ARVC, la BEM andrebbe ese-

guita tenendo presente che il processo distrofico & spesso

segmentario e non diffuso e che il setto interventricolare &
quasi sempre risparmiato dalla malattia in termini di sosti-
tuzione fibro-adiposa. Rispetto al protocollo base della

BEM, nel sospetto di ARVC valgono le seguenti indicazioni:

e j prelievi a scopo diagnostico (almeno 3) devono essere
eseguiti a livello della parete libera del ventricolo de-
stro, nelle sedi anteriore, postero-inferiore ed infundi-
bolare, e non nel setto interventricolare;

e ivari prelievi eseqguiti in sedi diverse del ventricolo de-
stro vanno tenuti distinti, mantenendoli in contenitori
separati, ed inclusi in blocchetti diversi ai fini della valu-
tazione istomorfometrica;
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Figura 5. Cardiomiopatia aritmogena del ventricolo destro in maschio di 19 anni. A: ECG a 12 derivazioni con onde T negative da V, a V, ed extrasi-
stoli ventricolari a morfologia blocco di branca sinistra e asse superiore. B: mappaggio elettroanatomico in obliqua anteriore destra; si notano i bas-
si voltaggi (rosso indica <0.5 mV) nelle regioni antero-infundibolare, infero-basale e apicale. C: frammento di biopsia endomiocardica che evidenzia
una massiva atrofia miocardica con sostituzione fibro-adiposa (tricromica di Azan-Mallory, 60X). D: particolare della precedente che mostra residui

miociti immersi nel tessuto fibro-adiposo (tricromica di Azan-Mallory, 400 x).

Da Corrado et al.?°, modificata.

e eventuali prelievi dal setto possono essere utili a scopo
di ricerca (indagini immunoistochimiche, molecolari, ul-
trastrutturali, ecc.);

e il prelievo destinato alle indagini suppletive (molecola-
ri, ultrastrutturali) va tenuto in stand-by, per poter esse-
re recuperato qualora I'esame dei prelievi processati per
esame istologico non abbia consentito una chiara defi-
nizione diagnostica.

Un recente lavoro'33, che ha simulato la BEM in vitro in
cuori affetti da CMP dilatativa, ARVC e adipositas cordis
(obesita), in cuori di anziani ed in cuori normali di control-
lo, ha evidenziato che il parametro tissutale piu utile ai fi-
ni diagnostici tra atrofia miocardica, grasso e fibrosi & il pri-
mo, con un valore di miocardio <59% dell’area totale biop-
tica in frammenti prelevati dal ventricolo destro: gli autori
propongono che tale valore sia considerato come cut-off
diagnostico per la ARVC, con una sensibilita dell’80% ed
una specificita del 95%. Il parametro tessuto adiposo € in-
vece risultato il meno attendibile, specialmente all’apice
del ventricolo destro, non essendoci differenze statistica-
mente significative fra i casi di ARVC e quelli di soggetti
obesi o anziani; il tessuto fibroso invece aumenta sia nella
ARVC che nella CMP dilatativa. Questo studio conferma
che non é utile ai fini diagnostici istologici eseguire biopsie
a livello del setto e del ventricolo sinistro. La rilevanza del-
la problematica relativa ai cut-off istomorfometrici nella
diagnosi di CMP aritmogena & confermata dal dibattito
presente nella letteratura pil recente?.

Cardiomiopatia amiloidotica

Breve descrizione della patologia
L'amiloidosi & un disordine del metabolismo proteico, ca-

245

ratterizzato dalla deposizione extracellulare di una sostan-
za con caratteristiche istologiche, tintoriali, ottiche e fisi-
che determinate da una particolare configurazione della
sua componente principale, denominata componente
maggiore o fibrillare'34, che ne rappresenta la parte pre-
ponderante. Le componenti fibrillari, indipendentemente
dalla loro composizione chimica'3413>, sono costituite da
catene polipeptidiche dotate di cross-g pattern, disposte in
foglietti ripiegati secondo piani antiparalleli di tipo b, per-
pendicolari all’asse lungo delle fibrille stesse (“g-fibrillo-
si”), e sono state chimicamente distinte in alcune classi
maggiori. A queste si associano altre componenti dette
“minori”, che costituiscono il 10% circa della sostanza ami-
loide, la piu importante delle quali € la componente P o
“proteina AP”, comune a tutti i tipi di amiloide'36.137,

Attualmente, per la classificazione dell’amiloide, ci si
attiene alle raccomandazioni formulate nel 1998 dalla
Commissione Internazionale per la Nomenclatura dell’A-
miloidosi'3s.

Amiloidosi cardiaca

Pur essendo I"'amiloidosi una condizione patologica rara,

I'interessamento cardiaco in corso di varie forme sistemi-

che o localizzate rappresenta un’eventualita frequente ed

il principale fattore predittivo di prognosi sfavorevo-

|e91.139.140 | e forme di amiloidosi cardiaca sistemiche piu

frequenti e clinicamente rilevanti sono due:

1. I'amiloidosi AL, forma di amiloidosi sistemica seconda-
ria, associata a disordini linfoproliferativi, in cui la com-
ponente fibrillare e rappresentata dalle catene leggere
k e \ delle immunoglobuline e, piu raramente, da fram-
menti di catene pesanti. Si distinguono una “varieta as-
sociata a mieloma o a disordini linfoproliferativi B” ed
una “varieta primitiva”, nella quale non risulta eviden-
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te una neoplasia plasmacellulare o e presente una dis-

crasia plasmacellulare occulta;

2. I'amiloidosi sistemica da deposizione di transtiretina
(TTR), proteina di trasporto sintetizzata in massima par-
te dal fegato, nelle sue varianti wild-type non mutata
(amiloidosi sistemica senile) o mutata (ATTR):

a) la forma ereditaria (ATTR) & causata da mutazioni del
gene che codifica per la molecola della TTR. La stra-
grande maggioranza dei casi e affetta dalla mutazio-
ne Val30Met, responsabile di un quadro clinico carat-
terizzato dalla neuropatia e da un’eventuale CMP ad
esordio successivo; in presenza di altre mutazioni (piu
spesso  Glu89GIn, Gly47Ala, Phe64dleu, lle68Leu,
Ser23Asn), il cuore é talvolta I'organo piu precoce-
mente o severamente coinvolto;

b) I'amiloidosi cardiaca senile, la cui componente fibril-
lare e costituita dalla TTR non mutata, puo essere di
tipo distrettuale-sistemico (cardiovascolare) o localiz-
zato (amiloidosi atriale isolata).

Vanno inoltre segnalate:

1. I'amiloidosi reattiva, anch’essa sistemica;

2. I'amiloidosi endocrina, forma localizzata negli atri, in
cui la componente maggiore & in genere costituita dal
peptide natriuretico atriale e da quello cerebrale. Una
forma particolare di amiloidosi atriale si riscontra in cor-
so di fibrillazione atriale'#"142; i depositi sono costituiti
prevalentemente dal peptide natriuretico atriale e pos-
sono contribuire al rimodellamento morfologico degli
atri.

Esami diagnostici e ruolo della biopsia

endomiocardica nell’algoritmo diagnostico

Standard diagnostici

e BEM.

e Biopsia di altro tessuto o organo coinvolto in presenza di
quadro clinico-laboratoristico cardiologico congruente.

¢ Documentata genetica molecolare nelle forme familiari
TTR-correlate in presenza di quadro clinico-laboratori-
stico cardiologico congruente.

N.B.

e La RM con gadolinio™ e la scintigrafia miocardica
99mTDPD (nelle ATTR)'# possono contribuire in modo si-
gnificativo alla diagnosi, ma non sostituiscono la BEM.

e La probabilita di negativita istologica alla biopsia del
grasso periombelicale o di altri organi e elevata nella
CMP amiloidotica TTR-correlata, con frequente necessi-
ta di ricorso alla BEM.

Ruolo della biopsia endomiocardica nell’iter

diagnostico52-54.89.90,145

e Fornire una diagnosi di certezza dell’interessamento
miocardico (quadro istomorfologico-istochimico specifi-
o).

e Contribuire alla diagnosi eziologica con la caratterizza-
zione immunoistochimica della componente fibrillare
maggiore.

e Fornire una serie di ulteriori informazioni morfologiche
riguardanti la sede, I'entita ed il tipo di distribuzione dei
depositi, il danno miocellulare ed eventuali reazioni in-
fiammatorie associate.

e Escludere altre patologie.

255

La diagnosi anatomo-patologica
Prelievi da effettuare e protocollo di allestimento
Vedi paragrafo dedicato nella Parte I.

Esame istologico

e Sulle sezioni di routine colorate con ematossilina-eosi-
na, I'amiloide si presenta come una sostanza omogenea
e lievemente eosinofila, amorfa ed astrutturata, deposi-
tata in sede interstiziale extracellulare. Il riscontro di de-
positi con tale aspetto morfologico impone al patologo
di procedere ad eseguire ulteriori colorazioni istomorfo-
logiche ed istochimiche'.

Altri parametri da rilevare:

¢ lalocalizzazione dei depositi: interstizio miocardico, en-
docardio, vasi,

¢ la modalita di aggregazione dei depositi interstiziali:
nodulare sostitutiva o perimiocitaria,

¢ |e alterazioni delle miocellule: ipertrofia, atrofia, vacuo-
lizzazione sarcoplasmatica, compressione, assottiglia-
mento, frammentazione,

¢ la presenza o meno di fibrosi,

e |la presenza o meno di associati infiltrati infiamma-
tori.

Colorazioni istomorfologiche ed istochimiche

e Rosso congo: & la colorazione universalmente ricono-
sciuta come diagnostica per evidenziare i depositi di
amiloide, sia che si faccia riferimento alle metodiche ori-
ginali'#147, che a quelle di piu recente introduzione':
grazie, infatti, alle proprieta fisico-chimiche dell’amiloi-
de (conformazione a “foglietto ripiegato di tipo B"),
che conferiscono proprieta polaroscopiche alle fibrille,
le molecole del colorante si legano a questa in ordine
parallelo ed in modo regolare, determinando una carat-
teristica birifrangenza verde mela all’osservazione con
luce polarizzata.

e Altre colorazioni per evidenziare i depositi (meno utiliz-
zate): cristal-violetto o metil-violetto, tioflavinaSo Te
Alcian blu solfato. Fra queste, quella dotata di maggio-
re sensibilita e I’Alcian blu solfato.

e Tricromica di Azan Mallory: per differenziare i depositi
di amiloide di colore grigio-azzurro dalla fibrosi, che ri-
sulta di colore blu brillante.

Quantificazione morfometrica
Indagini morfometriche computerizzate possono essere
utili per valutare quantitativamente i depositi di amiloide.

Indagini immunoistochimiche

La caratterizzazione immunoistochimica dell’amiloide rap-
presenta oggi un metodo poco costoso e di facile applica-
zione per fornire informazioni sulla componente fibrillare
maggiore presente nei depositi®Z>4.

Pannello minimo di anticorpi da utilizzare
nell’amiloidosi cardiaca

e Catene k e \ delle immunoglobuline.

e Transtiretina.

e Proteina sierica circolante (serum amyloid A).
e Peptide natriuretico atriale.

e Apolipoproteina A1.
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Indagini molecolari

Nei casi in cui i risultati delle indagini immunoistochimiche
risultino particolarmente dubbi nella definizione della
componente fibrillare maggiore dell’amiloide, e stato pro-
posto il ricorso all’analisi in Western blotting>?, a nostro av-
viso difficilmente realizzabile per le piccole dimensioni dei
frustoli bioptici.

Indagini genetiche
Ricerca delle mutazioni nelle forme genetiche.

Esame ultrastrutturale

L'amiloide si presenta sotto forma di fibrille singole lineari non
ramificate, disposte in modo irregolare I'una rispetto allaltra,
di 7-10 nm di diametro e di lunghezza indefinita e non costan-
te>. Limmunomicroscopia elettronica (reazioni immunoisto-
chimiche effettuate mediante immunogold su sezioni ultrafini)
puo fornire un contributo, spesso dirimente, alla caratterizza-
zione della componente fibrillare maggiore dell’amiloide®.

Elementi diagnostici principali e indispensabili

e || caratteristico aspetto istologico dell’amiloide.

¢ La birifrangenza verde mela all’osservazione in luce po-
larizzata della colorazione istochimica rosso congo.

e L'entita e la localizzazione dei depositi.

e La caratterizzazione immunoistochimica.

Elementi diagnostici secondari o accessori
e Alterazioni miocitarie.

e Fibrosi.

e Infiltrati inflammatori reattivi.

Nella Figura 6, sono illustrate le caratteristiche istologi-
che, istochimiche, immunoistochimiche ed ultrastrutturali
dei depositi di amiloide, in un caso di amiloidosi sistemica
familiare TTR-correlata (mutazione Glu89GlIn).

Considerazioni ed annotazioni particolari

L'iter diagnostico anatomo-patologico dell’amiloidosi e

complesso e delicato e, proprio per alcune problematiche

legate alla composizione stessa della sostanza amiloide,

non puo prescindere da una particolare accuratezza e rigo-

rosita metodologica nell’espletamento delle colorazioni

istomorfologiche, istochimiche ed immunoistochimiche.
In particolare:

e colorazioni istochimiche: a causa della notevole variabi-
lita di intensita della birifrangenza verde con la colora-
zione rosso congo, € spesso necessario ripetere la colo-
razione su sezioni di differente spessore.

¢ indagini immunoistochimiche: I'attendibilita dei risulta-
ti dipende strettamente da:

- applicazione di una metodologia rigorosa,
- uso di anticorpi specifici e sensibili,
- tipo di fissazione del tessuto: il tessuto fissato in for-

Figura 6. Amiloidosi sistemica familiare transtiretino-correlata (mutazione: Glu89GIn) in maschio di 41 anni. A: ecocardiogramma bidimensionale con
approccio sottocostale; é presente un marcato aumento di spessore del setto interventricolare, della parete libera del ventricolo destro e del setto in-
teratriale. Coesiste un lieve versamento pericardico (freccia). ADx = atrio destro; ASn = atrio sinistro; VDx = ventricolo destro; VSn = ventricolo sini-
stro. B: istologia,; biopsia endomiocardica che mostra diffusi depositi interstiziali perimiocitari di amiloide. Sulle sezioni di routine in ematossilina-eo-
sina (200x), I'amiloide ha I’aspetto di una sostanza omogenea ed eosinofila, amorfa ed astrutturata (freccia). C: la colorazione istochimica rosso con-
go (200X) evidenzia la tipica birifrangenza verde mela dei depositi all’osservazione con luce polarizzata. D: la tricromica di Azan-Mallory (400 x) co-
lora i depositi di amiloide in grigio-azzurro (freccia) e rende agevole il riconoscimento delle miocellule di colore rosso vivo, che risultano assottiglia-
te, compresse e frammentate. E: immunoistochimica; i depositi di amiloide mostrano una positivita diffusa ed intensa di colore marrone per I’anticor-
po antitranstiretina (400X). F: reazione immunoistochimica ultrastrutturale su sezioni ultrafini, in cui le fibrille di amiloide extracellulari sono speci-

ficamente marcate (freccia) dall’anticorpo antitranstiretina (7000 x).
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malina ed incluso in paraffina sembra essere piu adat-
to di quello congelato, in quanto, essendo caratteriz-
zato da una maggiore stabilita degli epitopi antigeni-
ci, influenza favorevolmente la specificita della reazio-
ne2.

| risultati contraddittori riportati in letteratura sulla ca-
ratterizzazione immunoistochimica dell’amiloide ed, in
particolare, sull'utilizzo di anticorpi commerciali54-56.150-152
hanno determinato un uso routinario limitato di tali inda-
gini. Per interpretare in modo attendibile i risultati della
caratterizzazione immunoistochimica, bisogna saper valu-
tare criticamente alcuni elementi problematici legati alla
natura stessa della sostanza amiloide:
la colorazione specifica, che puo essere soggetta a note-
voli variazioni di intensita, di regolarita della distribuzio-
ne e di uniformita,
la colorazione aspecifica di fondo, che puo essere di gra-
do variabile soprattutto in relazione al tipo di amiloide
ed al tessuto in esame,

- I'eventuale contemporanea positivita immunoistochimi-
ca di piu di un anticorpo in uno stesso tipo di amiloide,
fenomeno piuttosto frequente, che causa un equivoco
pattern di marcatura dei depositi, con conseguenti diffi-
colta interpretative o un’effettiva impossibilita di defini-
re con tali indagini la natura delle fibrille>2.

In letteratura, i pareri sulla reale affidabilita delle inda-
gini immunoistochimiche rimangono discordi'>3'%7, per
quanto gli studi che si riferiscono esclusivamente a casi di
amiloidosi cardiaca siano scarsi. In uno studio recente (Leo-
ne et al., dati non pubblicati), condotto su una casistica
bioptica di amiloidosi cardiache AL e TTR-relate, sono sta-
te riportate un’elevata sensibilita (90%) ed una bassa spe-
cificita (36%) delle indagini immunoistochimiche nella de-
finizione della componente fibrillare maggiore dei deposi-
ti di amiloide. In conclusione, per quanto la diagnosi ezio-
logica dell’amiloidosi non possa essere formulata sulla ba-
se delle sole indagini immunoistochimiche, & importante
che queste vengano routinariamente incluse nel protocol-
lo anatomo-patologico, in quanto possono apportare un
contributo significativo nei casi di pit complessa interpre-
tazione.

Cardiomiopatie da accumulo

Malattie da accumulo di glicogeno

Breve descrizione della patologia

Le malattie da accumulo di glicogeno che piu frequente-
mente coinvolgono il cuore sono il risultato di difetti geni-
ci e di enzimi coinvolti nel metabolismo del glicogeno. Le
patologie piu note sono la glicogenosi di tipo Il (malattia
di Pompe), dovuta a deficit dell’a-1,4-glucosidasi (maltasi
acida), quella di tipo Ill (malattia di Cori), causata da defi-
cit dell’enzima amilo-1,6-glucosidasi deramificato, e la gli-
cogenosi di tipo IV (malattia di Andersen), in cui & implica-
to il deficit dell’enzima «-1,4-glucan-6-glucosil transferasi
ramificato. Queste malattie hanno trasmissione autosomi-
ca recessiva e si manifestano con I'accumulo di glicogeno
in vari tessuti. A livello cardiaco, si presentano con quadri
prevalentemente ipertrofico-restrittivi, con possibile evo-
luzione terminale di tipo dilatativo-ipocinetico'4115.158,

275

Recentemente, le mutazioni di due geni che codificano
per proteine non sarcomeriche sono state individuate co-
me causa di cardiomiopatie, che si esprimono fenotipica-
mente con accumulo di glicogeno e possono simulare clini-
camente il quadro della CMP ipertrofica da mutazioni del-
le proteine sarcomeriche. Si tratta del gene che codifica
per la subunita regolatoria o, della AMP-proteinchinasi at-
tivata (PRKAG2) e del gene che codifica per la proteina 2
associata alla membrana lisosomiale (LAMP-2)115.159,160,
PRKAG2 € un enzima che modula la captazione del gluco-
sio e la glicolisi: mutazioni di PRKAG2 inducono la forma-
zione di vacuoli intramiocitari che contengono granuli as-
sociati a glicogeno. Le mutazioni di LAMP-2 causano tipi-
camente la malattia di Danon o pseudoglicogenosi di tipo
Il, condizione patologica multisistemica da accumulo di gli-
cogeno, che puo presentarsi anche come CMP primitiva
con gradi massivi di ipertrofia del ventricolo sinistro, simu-
lando la CMP ipertrofica'®’: questa malattia non e di fatto
una vera glicogenosi, in quanto l|'alterazione genica e
quindi metabolica non e correlata ad un difetto di enzimi
del metabolismo del glicogeno, ma piuttosto ad un difet-
to della membrana lisosomiale; il termine “accumulo di gli-
cogeno” rimane, quindi, provvisorio ed & dovuto al fatto
che I'epifenomeno istologico del difetto di membrana puo
tradursi nell’evidenza di accumulo di glicogeno.

Esami diagnostici e ruolo della biopsia endomiocardica
nell’algoritmo diagnostico della patologia cardiaca
Standard diagnostici

e BEM.

e Biopsia di altri organi o tessuti (fegato, muscolo schele-
trico periferico) in presenza di quadro clinico cardiologi-
co congruente o indicativo.

e Documentata genetica molecolare in presenza di qua-
dro clinico-laboratoristico cardiologico congruente o in-
dicativo.

e Alterazione enzimatica plasmatica in presenza di qua-
dro clinico-laboratoristico cardiologico congruente o in-
dicativo.

Ruolo della biopsia endomiocardica

nell’iter diagnostico

e Confermare la presenza dell'interessamento miocardico
della patologia sistemica nei casi controversi.

e Confermare, in presenza di indagini genetiche positive,
le alterazioni miocardiche ed indicarne I'estensione nel-
le forme ad esclusivo interessamento miocardico.

e Porre il sospetto diagnostico di patologia da accumulo
di glicogeno nei casi di diagnosi clinica generica di CMP
ipertrofica, indirizzando le successive indagini enzimati-
che e molecolari.

e Escludere altre patologie.

La diagnosi anatomo-patologica
Prelievi da effettuare e protocollo di allestimento
Vedi paragrafo dedicato nella Parte I.

Annotazioni tecniche particolari

e Un frammento bioptico a fresco, da fissare in alcool as-
soluto, per effettuare le colorazioni istochimiche per i
glucidi [acido periodico di Schiff (PAS), PAS-diastasi].

e Un frammento bioptico per I'esame ultrastrutturale.
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Esame istologico

Sulle sezioni di routine colorate con ematossilina-eosina, si
osserva una marcata vacuolizzazione nelle aree centrali
dei miociti, dovuta ai massivi depositi di glicogeno, che dis-
locano le miofibrille alla periferia'® (Figura 7A e 7B). Nel-
la malattia di Danon, la vacuolizzazione sarcoplasmatica
miocellulare puo essere in alcuni casi molto estesa, ma in
altri & limitata o addirittura assente, specie se i campioni
bioptici sono in numero non adeguato o di dimensioni non
sufficientemente rappresentative.

Colorazioni istochimiche

Con la colorazione istochimica con PAS, effettuata su
frammenti a fresco dopo fissazione in alcool assoluto per
preservare il glicogeno, i depositi si colorano in rosso por-
poralvioletto (Figura 7C e 7D), colorazione che scompare
dopo digestione diastasi (PAS-diastasi)®*102162, E sempre
utile effettuare tali colorazioni anche sulle sezioni paraf-
finate, in quanto nelle forme avanzate della malattia, i re-
perti descritti possono essere evidenziati anche su tale
materiale, consentendo una piu adeguata valutazione
complessiva.

Quantificazione morfometrica

Non & necessaria ai fini diagnostici. Puo essere utile nelle
glicogenosi per le quali esiste terapia enzimatica sostituti-
va, per inquadrare I'estensione del coinvolgimento mio-
cardico, soprattutto se si prevede una biopsia di controllo
durante il trattamento.

Indagini genetiche

Svolgono un ruolo diagnostico, possono essere espletate
su campioni di sangue periferico e consentire I'identifica-
zione delle mutazioni causali. Spesso sono piu rapide e
conclusive di quelle bioenzimatiche.

Esame ultrastrutturale

L'alterazione ultrastrutturale caratteristica & costituita da
accumuli intrasarcoplasmatici di glicogeno, sia sotto forma
di granuli morfologicamente normali (tipi Il e lll), che come
aggregati anomali fortemente basofili di fibrille di 5-6 nm
di diametro, come nella glicogenosi di tipo V%8, Nella ma-
lattia di Danon, i reperti ultrastrutturali sono variabili: so-
no stati descritti vacuoli sarcoplasmatici vuoti e non circon-
dati da membrana; inclusioni non circondate da membra-
na contenenti materiale amorfo osmiofilo e/o materiale
granulare di densita variabile; inusuali vacuoli autofagici,
corrispondenti ad accumuli di lisosomi circondati da mem-
brane contenenti proteine sarcolemmali.

Elementi diagnostici principali e indispensabili

e Marcata vacuolizzazione sarcoplasmatica dei miociti.

e Depositi di glicogeno di colore rosso porpora/violetto
con la colorazione istochimica PAS.

e Caratteristico aspetto ultrastrutturale dei granuli e ag-
gregati di glicogeno.

Elementi diagnostici secondari o accessori
e Alterazioni miocitarie secondarie.
e Eventuale fibrosi.

Malattia di Anderson-Fabry

Breve descrizione della patologia

La malattia di Anderson-Fabry &€ una malattia con trasmissio-
ne legata al cromosoma X, causata dalla deficienza dell’a-
galattosidasi A lisosomiale, cui consegue I'accumulo intra-
cellulare di glicosfingolipidi (in particolare di ceramide triexo-
side), soprattutto nella cute, nella cornea, nei reni e nel cuo-
re'®8163 Pur essendo ritenuta una malattia X-/linked recessi-
va, di fatto & espressa anche nel genere femminile, spesso
con fenotipo cardiomiopatico emergente in eta adulta.

Figura 7. Glicogenosi cardiaca in maschio di 42 anni. A-B: la biopsia endomiocardica in ematossilina-eosina evidenzia una diffusa e marcata vacuoliz-
zazione dej miociti (frecce); C-D: la colorazione PAS evidenzia i depositi intramiocitari di glicogeno in rosso porporalvioletto (frecce) (A, 200x; B, 400 X;

C, 200x; D, 400 Xx).

28S
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Puo essere difficile differenziare tale patologia da altre
cause di ipertrofia ventricolare, la CMP ipertrofica o la car-
diopatia ipertensiva'®; in letteratura, viene riportato che
la malattia di Anderson-Fabry é stata diagnosticata me-
diante BEM nel 3% dei pazienti con ipertrofia cardiaca in-
spiegata’®416>,

Esami diagnostici e ruolo della biopsia endomiocardica
nell’algoritmo diagnostico della patologia cardiaca
Standard diagnostici

e BEM.

e Biopsia di altri organi o tessuti (rene, cute su angioche-
ratomi tipici), con associato studio ultrastrutturale, in
presenza di quadro clinico cardiologico congruente.

e Documentata genetica molecolare in presenza di qua-
dro clinico-laboratoristico cardiologico congruente.

¢ Dosaggio plasmatico dell'a-galattosidasi A (non dirimente
nella femmina) in presenza di quadro clinico-laboratori-
stico cardiologico congruente.

Ruolo della biopsia endomiocardica

nell’iter diagnostico

e Fornire una diagnosi di certezza dell’interessamento
miocardico ed eventualmente indicarne I'estensione, so-
prattutto nei casi in cui si intenda intraprendere terapia
enzimatica sostitutiva e controllarne a distanza gli effet-
ti sugli accumuli intramiocitari.

e Far nascere, in assenza di sospetto clinico, il concreto so-
spetto diagnostico, indirizzando le successive indagini
biochimiche e molecolari.

e Escludere altre patologie.

La diagnosi anatomo-patologica
Prelievi da effettuare e protocollo di allestimento
Vedi paragrafo dedicato nella Parte I.

Annotazioni tecniche particolari

e Un frammento bioptico a fresco, da fissare in alcool as-
soluto, pud essere utile per effettuare le colorazioni
istochimiche per i glucidi (PAS, PAS-diastasi) ed i lipidi
(Oil-red e Sudan-black), anche se spesso risultano di scar-
so aiuto.

¢ Un frammento bioptico per I'esame ultrastrutturale.

Esame istologico

All’esame istologico, il miocardio mostra aspetto cosiddetto
"a merletto”, con vacuolizzazioni perinucleari e dislocazio-
ne degli elementi contrattili alla periferia della cellula’®6.167,

Colorazioni istochimiche

Possono essere di ausilio, in quanto i depositi di ceramide
triexoside appaiono come vacuoli birifrangenti, positivi
con le colorazioni per i grassi (Sudan-black, Oil red) e con
quelle per i polisaccaridi (PAS).

Quantificazione morfometrica
Puo essere utile solo nel caso di monitoraggi bioptici pro-
grammati per valutare gli effetti della terapia.

Indagini biochimiche

Importanti per confermare la diagnosi evidenziando un
decremento dell’a-galattosidasi A sierica. Possono non es-
sere dirimenti nelle femmine eterozigoti per la malattia.

295

Indagini genetiche
Hanno valenza diagnostica e possono essere espletate su
campioni di sangue periferico.

Esame ultrastrutturale

Il sospetto diagnostico viene confermato gia sulle sezioni
semifini e |'esame ultrastrutturale evidenzia aggregati
osmiofili intralisosomiali ed extralisosomiali (nel caso i liso-
somi vadano incontro a rottura rilasciando il materiale ac-
cumulato libero nel sarcoplasma) di lamelle concentriche o
parallele, composte di bande alterne piu dense e piu chia-
re’>8.168.169 reperto tipico anche se non del tutto specifico
della malattia.

Elementi diagnostici principali e indispensabili

e Aspetto istologico “a merletto” del miocardio, con va-
cuolizzazioni perinucleari.

e Caratteristico aspetto ultrastrutturale degli aggregati
intralisosomiali come lamelle concentriche o parallele.

Elementi diagnostici secondari o accessori
e Alterazioni miocitarie secondarie.
e Eventuale fibrosi.

Cardiomiopatia da accumulo di desmina

Breve descrizione della patologia

E una patologia in cui si verifica una deposizione eccessiva
del filamento intermedio della desmina nel muscolo sche-
letrico ed in quello cardiaco, con progressivo scompenso
cardiaco.

Il quadro di CMP restrittiva associata a blocco di condu-
zione atrioventricolare (Figura 8A e 8B) é ricorrente nei fe-
notipi associati ad alterazioni del gene che codifica per la de-
smina (DES), che causano l'accumulo intramiocitario della
desmina mutata'’%173. In letteratura vengono, inoltre, ripor-
tate mutazioni della desmina in CMP dilatative, nelle quali
tuttavia non sono stati eseguiti prelievi bioptici per I'esame
ultrastrutturale e per le quali non & quindi possibile afferma-
re che il difetto genico si associ ad accumulo di desmina'74.

Esami diagnostici e ruolo della biopsia endomiocardica

nell’algoritmo diagnostico della patologia cardiaca

Standard diagnostici

e BEM.

e Biopsia muscolare scheletrica periferica in presenza di
quadro clinico-laboratoristico cardiologico congruente.

e Documentata genetica molecolare per le mutazioni co-
nosciute in presenza di quadro clinico-laboratoristico
cardiologico congruente.

Ruolo della biopsia endomiocardica
nell’iter diagnostico

e Fornire una diagnosi di certezza.

e Orientare I'analisi genetica.

e Escludere altre patologie.

La diagnosi anatomo-patologica
Prelievi da effettuare e protocollo di allestimento
Vedi paragrafo dedicato nella Parte I.

Annotazioni tecniche particolari
e Un frammento bioptico per I'esame ultrastrutturale.
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Esame istologico

Il quadro istologico e aspecifico ed & caratterizzato da fi-
brosi interstiziale e, talora, da lieve aumento delle dimen-
sioni delle miocellule (Figura 8C).

Quantificazione morfometrica della fibrosi

e delle dimensioni miocitarie

Indagini morfometriche computerizzate possono essere
utilizzate per la valutazione quantitativa della fibrosi e
delle dimensioni miocellulari.

Indagini immunoistochimiche

Le indagini immunoistochimiche con I'anticorpo antide-
smina possono essere di ausilio nelle forme avanzate della
malattia, in cui si possono evidenziare i depositi di desmi-
na come masse irregolari localizzate”>.

Indagini genetiche
Ricerca delle mutazioni del gene DES.

Esame ultrastrutturale

E necessario per effettuare la diagnosi, evidenziando la
presenza di depositi granulo-filamentosi intramiocitari
nelle aree interfibrillari o a livello delle bande 279175 (Figu-
ra 8D). Pur non ponendo, in genere, I'aspetto ultrastruttu-
rale di tali depositi particolari problemi interpretativi, puo
essere utile la conferma della natura del materiale accu-
mulato con I'esame immunoistochimico ultrastrutturale
(immunomicroscopia elettronica).
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Elementi diagnostici principali e indispensabili

e Presenza all’esame ultrastrutturale di depositi granulo-
filamentosi nelle aree interfibrillari o a livello delle ban-
de Z, positivi con I'anticorpo anti-desmina.

¢ Nelle forme avanzate della malattia, ampi aggregati di
desmina evidenziati con le indagini immunoistochimi-
che sulle sezioni istologiche.

Elementi diagnostici secondari o accessori
e Fibrosi interstiziale.

Emocromatosi/emosiderosi

Breve descrizione della patologia

Depositi di ferro vengono riscontrati nel miocardio in cor-
so di emocromatosi idiopatica (familiare) e nelle emoside-
rosi secondarie a sovraccarico di ferro (trasfusioni multiple,
assunzione con la dieta o assunzione orale farmacologica
prolungata)?3'38, ad alterazioni della sintesi dell’'emoglobi-
na con eritropoiesi inefficace (talassemia, anemia sidero-
blastica) e ad epatopatia cronica'’é.

La deposizione eccessiva di ferro si verifica, oltre che
nel cuore, in diversi organi, fra cui il fegato, il pancreas e le
gonadi'”’.

Le manifestazioni cliniche sono variabili, in quanto di-
pendono dall’estensione del coinvolgimento miocardico: piu
frequentemente, il comportamento clinico & quello di una
CMP dilatativa (Figura 9A); quando é associata una significa-

Figura 8. Donna di 50 anni affetta da cardiomiopatia da accumulo di desmina. A: ECG, é presente ritmo da pacemaker (impiantato 3 anni prima per
blocco atrioventricolare completo). B: ecocardiogramma bidimensionale in sezione 4 camere; i volumi di entrambi i ventricoli appaiono normali, co-
me pure gli spessori parietali. E presente aumento di volume biatriale, in particolare dell’atrio destro. ADx = atrio destro; ASn = atrio sinistro; VDx =
ventricolo destro; VSn = ventricolo sinistro. C: biopsia endomiocardica che mostra fibrosi interstiziale (di colore blu) e focale lieve aumento delle di-
mensioni dei miociti (freccia) (tricromica di Azan-Mallory, 200 x). D: tipico aspetto ultrastrutturale di accumulo osmiofilo granulo-filamentoso, carat-
teristico delle cardiomiopatie restrittive associate a difetti del gene DES (7000 x).
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tiva fibrosi, I'espressione clinico-emodinamica e di tipo re-
strittivo®3158.178, Se |a deposizione di ferro nel miocardio &
massiva si manifesta solitamente lo scompenso cardiaco®.
Nel miocardio, I'accumulo di emosiderina e ferritina si
localizza all'interno dei miociti e, quando i depositi sono
istologicamente documentabili in tale sede, sono sempre
presenti anche all'interno di altri organi (fegato, milza,
pancreas, midollo osseo, ecc.). Nelle fasi precoci, i depositi
sono localizzati in sede perinucleare e sono costituiti pre-
valentemente da ferritina; negli stadi piu avanzati della
malattia, si estendono progressivamente all’intero sarco-
plasma miocitario e sono costituiti in maggiore quantita
da emosiderina. L'accumulo causa un danno cellulare e,
successivamente, la formazione di fibrosi interstiziale.

Esami diagnostici e ruolo della biopsia endomiocardica

nell’algoritmo diagnostico della patologia cardiaca

Standard diagnostici dell’emocromatosi

e BEM.

e Biopsia di altro organo in presenza di quadro clinico-la-
boratoristico cardiologico congruente.

e Documentata genetica molecolare in presenza di qua-
dro clinico-laboratoristico cardiologico congruente.

Standard diagnostici dell’'emosiderosi

e BEM.

N.B.: La RM puo contribuire a generare un forte sospetto
diagnostico.

Ruolo della biopsia endomiocardica

nell’iter diagnostico393179

e Fornire la diagnosi di certezza dell’interessamento mio-
cardico.

e Formulare un grading del coinvolgimento cardiaco.
e Valutare I'entita della compromissione morfologica dei
miociti.
¢ Individuare, eventualmente, I'espressione delle isoferri-
tine Hed L.
e Escludere altre patologie.
Non & possibile discriminare, sulla base del quadro isto-
patologico, I'emocromatosi idiopatica dalle forme secon-
darie.

La diagnosi anatomo-patologica
Prelievi da effettuare e protocollo di allestimento
Vedi paragrafo dedicato nella Parte I.

Esame istologico

Nelle sezioni colorate con ematossilina-eosina, i depositi
granulari di emosiderina intramiocitari appaiono elettron-
lucenti e di colore brunastro (Figura 9B e 9C).

Colorazioni istochimiche

La conferma diagnostica definitiva & fornita dalla colora-

zione istochimica blu di Prussia (Perls), con la quale i depo-

siti si colorano in blu su campo rosa (Figura 9D). L'accumu-
lo di ferro nel miocardio si esprime morfologicamente in
varie forme3:

e depositi granulari scarsi e di grosse dimensioni sparsi nel
sarcoplasma, cui corrispondono ampie aree positive in
blu,

e depositi granulari fini e numerosi peri- o paranucleari,
che formano piccoli aggregati positivi in blu,

e depositi granulari grossi e numerosi, sia paranucleari
che diffusi a tutto il sarcoplasma.

La diagnosi istologica ha anche il ruolo di fornire una

Figura 9. Emocromatosi in maschio di 60 anni con insorgenza improvvisa di scompenso cardiaco intrattabile. A: ecocardiogramma bidimensionale
in sezione 4 camere. Marcata dilatazione ventricolare sinistra (con ipocinesia globale nelle immagini in movimento). ADx = atrio destro; ASn =
atrio sinistro; VDx = ventricolo destro; VSn = ventricolo sinistro. B, C: la biopsia endomiocardica mostra numerosi granuli intracitoplasmatici nei
cardiomiociti (ematossilina-eosina: B, 100X; C, 600x). D: la colorazione speciale per il ferro evidenzia in blu i granuli intracitoplasmatici (blu di

Perls, 400 X).
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gradazione dei depositi di ferro'’?, analoga a quella ese-
guita nel fegato'8:

e grado 0: assenza di depositi Perls positivi,

e grado 1: depositi positivi nel 25% dei miociti,

e grado 2: depositi positivi nel 25%-50% dei miociti,

e grado 3: depositi positivi nel 50%-75% dei miociti,

e grado 4: depositi positivi in piu del 75% dei miociti.

Indagini immunoistochimiche

E possibile anche effettuare lo studio immunoistochimico,
utilizzando anticorpi specifici diretti contro le ferritine H
ed L, per riconoscere le subunita prevalentemente espres-
se nelle forme idiopatiche e nelle forme secondarie3.

Indagini genetiche
Ricerca delle mutazioni nelle forme genetiche.

Esame ultrastrutturale

L'accumulo marziale si evidenzia sotto forma di “granula-
zioni” elettrodense delimitate da una membrana che,
spesso, appare discontinua.

Elementi diagnostici principali e indispensabili

e Presenza dei depositi granulari Perls positivi intramioci-
tari.

e Gradazione dei depositi di ferro.

Elementi diagnostici secondari o accessori
e Alterazioni miocitarie.
e Fibrosi.

Considerazioni ed annotazioni particolari

Poiché i depositi possono avere una distribuzione focale, &
consigliabile effettuare sezioni istologiche multiple per mi-
nimizzare eventuali errori di campionamento'62'8!; quan-
do i depositi sono piu diffusi, coinvolgono la maggior par-
te del tessuto miocardico.

La colorazione istochimica per il ferro & raccomandata
in tutte le BEM di pazienti con disfunzione cardiaca idiopa-
tica??; I'attendibilita diagnostica della BEM & maggiore
quando viene eseguita in pazienti con funzione sistolica
ventricolare sinistra depressa.

Nei pazienti con talassemia maggiore, & stata dimo-
strata una correlazione significativa fra la ferritina del sie-
ro e il grado di ferro presente nella BEM'82,

Cardiomiopatie associate a distrofinopatie

Breve descrizione della patologia
Le distrofinopatie sono dovute a difetti del gene che codi-
fica per la distrofina, localizzato sul braccio corto del cro-
mosoma Xp21.1, e comprendono le forme alleliche della
distrofia muscolare (DM) di Duchenne e della DM di Becker
e le CMP dilatative X-linked'83-185,

La molecola della distrofina, proteina del citoscheletro
di membrana associata a numerose altre proteine sarco-
lemmali, sembra intervenire nella stabilizzazione della
membrana delle cellule muscolari durante la contrazio-
ne'®, Questo ipotetico ruolo di rinforzare il sarcolemma
contro le forze assiali che agiscono durante la contrazione
potrebbe rendere ragione della fibrosi postero-basale del
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ventricolo sinistro'®’ riscontrata nei casi di DM di Duchen-
ne: nella parete inferiore, infatti, la disposizione longitudi-
nale delle miocellule fa si che queste siano direttamente
sollecitate dalle forze assiali, con conseguente danno mio-
cellulare e successiva fibrosi sostitutiva.

Esami diagnostici e ruolo della biopsia endomiocardica

nell’algoritmo diagnostico della patologia cardiaca

Standard diagnostici

e Documentata genetica molecolare in presenza di qua-
dro clinico-laboratoristico cardiologico congruente.

e Biopsia muscolare scheletrica periferica in presenza di
quadro clinico-laboratoristico cardiologico congruente.

e BEM in presenza di quadro clinico-laboratoristico car-
diologico congruente.

Ruolo della biopsia endomiocardica

nell’iter diagnostico

e Fornire con l'ausilio delle indagini immunoistochimiche
una diagnosi di certezza dell'interessamento cardiaco
nella DM di Duchenne (patologia che peraltro non ri-
chiede la BEM per la diagnosi) ed una diagnosi di certez-
za/probabilita nella DM di Becker e nella CMP X-linked
Xp21.2 MIM 302045. In queste ultime forme, la BEM pud
essere |'unico strumento diagnostico capace di far na-
scere il sospetto, specie se non sono clinicamente concla-
mati altri segni che facciano sospettare una patologia
legata al gene della distrofina.

e Escludere altre patologie.

e Orientare I'analisi genetica.

La diagnosi anatomo-patologica
Prelievi da effettuare e protocollo di allestimento
Vedi paragrafo dedicato nella Parte I.

Esame istologico

Sulle sezioni colorate con ematossilina-eosina, possono es-
sere presenti aree di fibrosi interstiziale sostitutiva, asso-
ciate a sostituzione adiposa e fibro-adiposa del miocardio
ed alterazioni morfologiche di grado variabile delle mio-
cellule, costituite da ipertrofia, dismetria, vacuolizzazione
sarcoplasmatica, nuclei di forma irregolare e miocitolisi (Fi-
gura 10)188.189,

Colorazioni istomorfologiche
Tricromica di Azan-Mallory o di Masson per la fibrosi.

Indagini immunoistochimiche

Le colorazioni immunoistochimiche sono ottimali con gli
anticorpi commercialmente disponibili su sezioni criostati-
che. Gli anticorpi da utilizzare devono testare la regione C-
terminale, la regione N-terminale, il rod domain ed il mid
rod domain: infatti, nel caso in cui sia presente una dele-
zione in frame di un singolo esone, per esempio del rod
domain, sara lo specifico anticorpo ad essere piu informa-
tivo rispetto a quelli diretti contro i segmenti N- o C-termi-
nale. Nel paziente affetto da DM di Duchenne, si osserva
I'assenza completa dell’espressione immunoistochimica
della molecola della distrofina nel sarcolemma miocitario;
nella paziente portatrice di malattia di Duchenne, si rileva
un caratteristico aspetto a mosaico di distribuzione della
molecola, sia relativamente a miociti diversi che nello stes-
so miocita; nella DM di Becker, il pattern immunoistochimi-
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co € piu variabile, soprattutto sotto il profilo quantitativo:
le alterazioni sono costituite dalla commistione di assenza
completa della marcatura in alcune miocellule, di estese ir-
regolarita e discontinuita nella distribuzione sarcolemma-
le e di regolare marcatura in altri gruppi di miociti. L'inda-
gine immunoistochimica puo rivelarsi utile particolarmen-
te nei casi di DM di Becker, in quanto consente di indirizza-
re alle indagini genetiche pazienti in cui la malattia cardia-
ca si manifesta anche vari anni prima dell’evidenziarsi dei
sintomi muscolari'®®''. l'indagine immunoistochimica &
diagnostica nei casi di CMP dilatativa X-linked da difetti
del gene della distrofina in assenza di altre manifestazioni
cliniche piu tipiche, come la miopatia.

Quantificazione morfometrica della fibrosi

e delle dimensioni miocitarie

Indagini morfometriche computerizzate possono essere
utilizzate per la valutazione quantitativa della fibrosi e
delle dimensioni miocellulari.

Esame ultrastrutturale

Non e strettamente necessario per la diagnosi, ma puo evi-
denziare le tipiche “lesioni 8”, ovvero lesioni conseguenti
ad un danno di membrana e costituite da sarcomeri iper-
contratti e da un’area sottostante otticamente vuota. Que-
ste lesioni, di facile riconoscimento al microscopio elettro-
nico nelle biopsie muscolari scheletriche, sono piu difficil-
mente identificabili nelle BEM, per la frequente presenza
di bande di contrattura da prelievo, che provocano l'iper-
contrazione di gruppi di sarcomeri e |'iperdistensione for-

zata di altri gruppi, realizzando aspetti di un falso danno
di membrana (Figura 11A e 11B). Per questo motivo, le le-
sioni 3 possono fornire nel miocardio solo un contributo
descrittivo alla diagnosi, ma non rappresentano un aspet-
to patognomonico'®2.

Elementi diagnostici principali e indispensabili
e Pattern immunoistochimico di distribuzione della mole-
cola della distrofina nel sarcolemma miocitario.

Elementi diagnostici secondari o accessori

e Fibrosi ed aree di sostituzione fibro-adiposa ed adiposa
del miocardio all’esame istologico.

e Alterazioni miocitarie secondarie.

Cardiomiopatie da deficit della catena
respiratoria mitocondriale

Breve descrizione della patologia

Le malattie mitocondriali (CMM) sono un gruppo eteroge-
neo di patologie secondarie a disfunzione degli enzimi della
catena respiratoria. Possono essere sporadiche o ereditarie.
Le forme ereditarie possono essere trasmesse con meccani-
smo autosomico dominante o recessivo, o per via matrilinea-
re. Interessano principalmente i tessuti ad alto metabolismo
energetico, quali il sistema nervoso, il muscolo cardiaco ed il
muscolo scheletrico’®3. Le CMP sono una manifestazione fre-
quente di queste malattie, sia nel contesto di sindromi mul-
tisistemiche sia come sintomo unico o prevalente'4.

Figura 10. Maschio di 32 anni affetto da distrofia muscolare di Becker. A: ECG (sono riportate le derivazioni precordiali); & presente un aspetto a tipo
pregressa necrosi infero-laterale. B: ecocardiogramma bidimensionale in sezione 4 camere; é evidente un aspetto di “non compattazione miocardi-
ca” a livello apico-laterale (freccia), nel contesto di un ventricolo sinistro dilatato (e ipocinetico nelle immagini in movimento). ADx = atrio destro;
ASn = atrio sinistro; VDx = ventricolo destro; VSn = ventricolo sinistro. C: all’esame istologico, si osservano fibrosi e fibroadiposi sostitutive ed altera-
zioni miocitarie (atrofia e vacuolizzazione sarcoplasmatica) (tricromica di Azan-Mallory, 200x). D-E: le indagini immunoistochimiche per la molecola
della distrofina evidenziano I’assenza completa della marcatura in gruppi di cardiomiociti (frecce), aspetti di discontinuita ed irregolarita nella distri-
buzione sarcolemmale della molecola in altri (asterischi) in associazione con una regolare marcatura in altre miocellule. D, 200 X; E, 400 X.

Da Rapezzi et al.’®, modificata.
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Figura 11. Esame ultrastrutturale dello stesso caso di distrofinopatia della Figura 10. A: tipico aspetto di danno della membrana sarcolemmatica con
ipercontrazione dei sarcomeri in una biopsia muscolare di paziente con difetto delezionale (D45-48) del gene della distrofina (7000 X). B: a livello mio-
cardico, ove lo stato di ipercontrazione dei sarcomeri puo essere associato alla procedura, le alterazioni di membrana devono essere valutate in aree
in cui non vi siano bande di contrattura correlate al prelievo bioptico (7000X) (in entrambe le immagini, le frecce indicano le sedi di danno di mem-

brana piu evidenti).

Sindromi multisistemiche

Tra le sindromi mitocondriali associate a CMP ricordiamo
quelle secondarie a mutazioni in geni nucleari che codifi-
cano per proteine mitocondriali quali, ad esempio, le sin-
dromi associate a deficit isolato di citocromo C ossidasi
(COX)'%, 'interessamento cardiaco si manifesta sotto for-
ma di CMP a fenotipo ipertrofico, con insorgenza infanti-
le o neonatale. In particolare, in eta pediatrica, un ritardo
di crescita associato alla presenza di acidosi lattica e car-
diomegalia deve sempre indurre il sospetto clinico di
CMM?™%6, Anche le sindromi secondarie a mutazioni punti-
formi o delezioni del DNA mitocondriale (mtDNA) posso-
no associarsi ad una CMP, dilatativa o ipertrofica. Tra que-
ste ricordiamo la MELAS (mitochondrial encephalomyo-
pathy, lactic acidosis and stroke-like episodes), la MERRF
(myoclonus epilepsy with ragged-red fibers) e la sindrome
di Kearns-Sayre'%4.

Malattie mitocondriali isolate

Le forme isolate di CMM sono ereditate prevalentemente
per via matrilineare e sono associate a mutazioni in geni
per i tRNA mitocondriali (mt-tRNAs)'?7 o in geni che codifi-
cano per subunita della catena respiratoria, quali il citocro-
mo b (Cyt b)'8. Dal punto di vista clinico mostrano preva-
lentemente un fenotipo ipertrofico (Figura 12A) con evo-
luzione precoce verso la dilatazione biventricolare e lo
scompenso cardiaco, anche in giovane eta. Nonostante il
decorso rapidamente progressivo, il riscontro di aritmie
ventricolari e morte improvvisa € infrequente.

Morfologicamente, le CMM si manifestano con un'i-
pertrofia biventricolare simmetrica o asimmetrica non
ostruttiva'’.

Microscopicamente, I'aumento di diametro delle mio-
cellule si accompagna, invariabilmente, ad un aspetto va-
cuolizzato del citoplasma, che risulta otticamente vuoto o
finemente granulare. All'ultrastruttura si osserva una mar-
cata proliferazione di mitocondri, talora giganti, con pre-
senza di abbondante glicogeno e gocce lipidiche, associa-
te a perdita di miofibrille contrattili'®°.
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Biopsia muscolare scheletrica

Nel sospetto di CMM, e soprattutto nei casi associati ad un

quadro miopatico, la biopsia muscolare precede quella en-

domiocardica nell’iter diagnostico. Il prelievo va effettua-
to, se possibile, da un muscolo affetto; in alternativa, ven-
gono generalmente sottoposti a biopsia i muscoli deltoide,
quadricipite femorale o gastrocnemio, in aree lontane dal-

I'inserzione tendinea.

Il frammento bioptico va congelato in isopentano raf-
freddato in azoto liquido, orientandolo in modo che le fi-
bre muscolari vengano tagliate in maniera trasversale.

La biopsia muscolare riveste un ruolo fondamentale,
spesso determinante nella diagnostica delle malattie mito-
condriali, permettendo di:

e formulare una diagnosi di certezza di CMM. Elementi
diagnostici all’'esame istologico sono le ragged red fi-
bers (RRF) e la presenza di miocellule COX-negative;

e evidenziare un coinvolgimento muscolare subclinico;

e valutare I'attivita dei complessi della catena respiratoria
al fine di orientare I'analisi genetica;

o effettuare indagini genetiche sul DNA estratto dall’o-
mogenato tissutale (in particolare, valutare eventuali
delezioni e/o deplezione dell’'mtDNA che possono sfug-
gire analizzando DNA estratto da sangue, valutare la
percentuale di eteroplasmia);

e coltivare mioblasti e fibroblasti per analisi biochimiche e
molecolari.

Esami diagnostici e ruolo della biopsia endomiocardica

nell’algoritmo diagnostico

Standard diagnostici

e BEM.

e Biopsia muscolare scheletrica periferica in presenza di
quadro clinico-laboratoristico cardiologico congruente.

e Documentata genetica molecolare in presenza di qua-
dro clinico-laboratoristico cardiologico congruente.

Ruolo della biopsia endomiocardica
nell’iter diagnostico
Nei casi di CMM isolata con fenotipo cardiaco ipertrofico,
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sporadica od ereditaria (specie nei casi in cui non sia possibi-

le distinguere con certezza tra un pattern di ereditarieta di

tipo matrilineare ed uno autosomico), la BEM consente di:

e fornire una diagnosi probabile ed escludere altre CMP a
fenotipo ipertrofico (CMP ipertrofica secondaria a mu-
tazioni sarcomeriche, altre CMP metaboliche),

e orientare |'analisi genetica,

o effettuare indagini genetiche sull’'omogenato tissutale,
come riportato nel paragrafo sulla biopsia muscolare
scheletrica.

La diagnosi anatomo-patologica
Prelievi da effettuare e protocollo di allestimento
Vedi paragrafo dedicato nella Parte I.

Esame istologico

Sulle sezioni di routine colorate con ematossilina-eosina si
osserva aumento di diametro delle miocellule associata ad
aspetto vacuolato del citoplasma, che risulta otticamente
vuoto o finemente granulare (Figura 12B). Non si osserva
disarray delle miocellule. Si associa fibrosi interstiziale.

Colorazioni istomorfologiche ed istochimiche

e PAS/PAS-diastasi: pud mettere in evidenza la presenza di
accumuli di glicogeno sotto forma di granuli PAS-positivi.

e Sudan nero: puo evidenziare accumulo di lipidi all’inter-
no del sarcoplasma.

e Tricromica di Azan-Mallory: utile per valutare la fibrosi,
che risulta di colore blu brillante.

Colorazioni istoenzimatiche

La conferma diagnostica definitiva & fornita dalle colora-

zioni istoenzimatiche per la succinato deidrogenasi (SDH)

e la COX.

¢ Lacolorazione per SDH risulta particolarmente intensa a
livello delle miocellule che appaiono di colore blu scuro,
segno, questo, di proliferazione mitocondriale.

¢ La colorazione per la COX puo dar luogo a tre diversi
pattern:

1. Mosaico di cellule COX+ e COX-. E il quadro piu fre-
quente. Orienta per una CMM secondaria a mutazio-
ni nel genoma mitocondriale (mt-tRNA, delezioni e/o
deplezione dell'mtDNA). Le cellule COX- possono es-
sere la maggioranza.

2. Tutte le miocellule risultano COX- (pallide rispetto al
controllo). Orienta per una CMM secondaria a muta-
zioni nel genoma nucleare (sindromi associate a defi-
cit isolato di COX).

3. Tutte le miocellule risultano COX+ (si colorano in mar-
rone scuro come il controllo). Si riscontra in caso di
CMM secondaria a mutazioni nel Cyt b o nel contesto
di sindromi secondarie a disfunzione del complesso I.

E possibile eseguire una reazione istoenzimatica com-
binata per COX/SDH che mettera in evidenza in marrone le
cellule COX+, in blu le cellule COX- (Figura 12C). La grada-
zione del blu & in funzione dell’entita della proliferazione
mitocondriale.

Indagini immunoistochimiche

L'utilizzo di anticorpi antimitocondrio pud evidenziare una
proliferazione di questi organelli che si manifesta con una
maggiore intensita della colorazione rispetto al normale.
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Esame ultrastrutturale

All'ultrastruttura si osserva una marcata proliferazione di
mitocondri, talora giganti, con presenza di abbondante
glicogeno e gocce lipidiche, associate a perdita di miofi-
brille contrattili e disorganizzazione dei sarcomeri (Figura
12D).

Indagini genetiche

Ricerca di mutazioni, delezioni o deplezione dell’'mtDNA
sull’'omogenato tissutale, ricerca di mutazioni di geni codi-
ficanti per componenti strutturali e funzionali dei mito-
condri su omogenato tissutale o su sangue periferico.

Elementi diagnostici principali ed indispensabili

e Aspetto vacuolato delle miocellule, proliferazione mito-
condriale massiva, presenza di miocellule COX-.

¢ In assenza di miocellule COX- la diagnosi di CMM deve
essere confermata sulla base della storia clinica e delle
indagini biochimiche e genetiche.

Elementi diagnostici secondari o accessori
e Aumento di volume delle miocellule.
e Fibrosi interstiziale.

Considerazioni ed annotazioni particolari

Le colorazioni istoenzmatiche per COX ed SDH, Sudan ne-
ro e PAS sono raccomandate in tutti i casi di CMP con qua-
dro istologico di diffusa vacuolizzazione miocellulare, per
verificare la presenza di patologie da accumulo.

Patologia miocardica da farmaci e da sostanze
chimiche/tossiche

Breve descrizione della patologia

Numerosi farmaci e I'abuso di alcune sostanze (etanolo,
cocaina, eroina, steroidi anabolizzanti) possono indurre
I'insorgenza di CMP che, piu frequentemente, si presen-
tano con i caratteri clinici e patologici macroscopici di
una generica CMP dilatativa. L'interessamento cardiaco
puo manifestarsi sotto forma di disfunzione ventricolare
acuta, fino allo scompenso cardiaco ed allo shock cardio-
geno, o con anomalie elettrocardiografiche ed aritmie;
rara la morte improvvisa aritmica. Puo svilupparsi anche
infarto miocardico, con un meccanismo di tipo vaso-oc-
clusivo.

Tali sostanze agiscono sui miociti con un meccanismo di
tossicita diretta, da cui la denominazione di CMP “tossi-
che”, provocando in genere un danno cumulativo dose-di-
pendente200.201,

In uno studio retrospettivo del 1994, il 6.5% di casi di
CMP dilatativa sono stati attribuiti agli effetti tossici dei
farmaci202.

Nella fase del danno acuto, i quadri istopatologici sono
principalmente di tre tipi:

e miocardite cosiddetta “tossica”,
e miocardite da ipersensibilita,
e lesioni esclusivamente necrotiche o ischemiche.

Piu raramente, il quadro infiammatorio & istologica-
mente indistinguibile da quello di una miocardite intersti-
ziale linfocitaria.

Nella fase cronica, anche le alterazioni istologiche sono
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Figura 12. Donna di 38 anni affetta da cardiomiopatia secondaria a mutazione nel gene mitocondriale per il tRNA dell’isoleucina (tRNA'e). A: ecocar-
diogramma bidimensionale in sezione longitudinale; é presente una marcata ipertrofia concentrica del ventricolo sinistro con riduzione del volume
diastolico della cavita ventricolare sinistra. ASn = atrio sinistro; VDx = ventricolo destro; VSn = ventricolo sinistro. B: immagine istologica che mostra
un aumento di dimensione delle miocelle ed un’estesa vacuolizzazione citoplasmatica (ematossilina-eosina, 100x). C: colorazione istoenzimatica com-
binata per la succinato deidrogenasi (SDH, blu) e la citocromo-ossidasi (COX, marrone). Si osserva un mosaico di fibre COX-positive (marroni) e COX-
negative (blu): queste ultime risultano di un colore blu intenso poiché mantengono I'attivita dellI’SDH (un enzima mitocondriale codificato dal nu-
cleo) e sono sede di marcata proliferazione mitocondriale (COX/SDH, 200x). D: immagine ultrastrutturale in cui le miofibrille appaiono dissociate per
la presenza di numerosi mitocondri. Acetato di uranile e citrato di piombo (3180 X).

aspecifiche e costituite da fibrosi interstiziale e alterazioni

miocitarie.

Per quanto molte di queste sostanze possano causare
quadri istopatologici misti, & possibile suddividerle in tre
gruppi:

e farmaci e sostanze che provocano in prevalenza una
miocardite cosiddetta “tossica”: antracicline, 5-fluorou-
racile, ciclofosfamide, amfetamine, antipertensivi, cate-
colamine ad alte dosi esogene ed endogene (feocromo-
citoma) ed altri farmaci ad effetto inotropo positivo,
barbiturici, istaminici, litio, fenotiazine, clozapina, teo-
fillina, interleuchina-2, arsenico, cobalto293-210,

In particolare, i farmaci del gruppo delle antracicline
e la doxorubicina devono essere sottoposti ad un accu-
rato monitoraggio a causa del loro elevato potere car-
diotossico: I'effetto cardiotossico € dose-dipendente e,
se viene superato il dosaggio di 550 mg/m? di superficie
corporea, il 30% dei pazienti sviluppa insufficienza car-
diaca. Anche dosi minori deprimono la contrattilita ven-
tricolare e lo scompenso cardiaco puo svilupparsi anche
dopo 10 anni. In passato, veniva effettuato un monito-
raggio bioptico cardiaco?032%, oggi non piu necessario
per la possibilita di utilizzare efficacemente un monito-
raggio non invasivo (vedi Parte ).

Oltre alla miocardite tossica?®2'%, |'interleuchina-2
puo causare anche una miocardite eosinofila secondaria
ad una reazione da ipersensibilita?'! o I'infarto miocar-
dico?'%;

e farmaci che causano una miocardite da ipersensibilita:
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dobutamina, sulfamidici, isoniazide, penicillina, tetraci-
clina, fenilbutazone, diuretici tiazidici, metildopa, cocai-
na, streptomicina, clozapina?'3214;

farmaci e sostanze che provocano alterazioni di tipo
ischemico: 5-fluorouracile, interleuchina-2, cisplatino,
bleomicina e alcaloidi della vinca2'5216,

Annotazioni particolari
e Alcuni farmaci psicotropi (imipramina, amitriptilina, tio-

ridazina, fenotiazine, litio) possono causare esclusiva-
mente anomalie elettrocardiografiche, aritmie o morte
improvvisa?'’ e, nel caso del litio, miocarditi interstiziali
aspecifiche?'s,
E stato descritto un unico caso di miocardite a cellule gi-
ganti dopo assunzione di farmaci antinflammatori non
steroidei?’®.
Nei pazienti alcolisti, il rischio di sviluppare una CMP al-
colica e correlato sia alla durata dell’abuso che alla su-
scettibilita individuale agli effetti tossici dell’alcool. OI-
tre a quadri di CMP dilatativa aspecifica, sono state ri-
portate miocarditi linfocitarie o miocarditi con infiltrato
misto linfocitario e granulocitario nel 30% dei casi?20.221,
Nell’abuso da cocaina, Virmani et al.??2 hanno riportato
un’incidenza di miocarditi del 20% all’esame post-mor-
tem, con i caratteri della miocardite tossica e da ipersen-
sibilita. La CMP dilatativa indotta dalla cocaina non e co-
si frequente come l'ischemia miocardica??3.

Sono state descritte lesioni analoghe anche nell’over-

dose da eroinaZ?4,
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Esami diagnostici e ruolo della biopsia endomiocardica

nell’algoritmo diagnostico

Standard diagnostici

e BEM nel contesto di quadro clinico-laboratoristico car-
diologico congruente o indicativo e documentata assun-
zione del farmaco o della sostanza chimica.

Ruolo della biopsia endomiocardica

nell’iter diagnostico

e Fornire una diagnosi probabile nelle forme di miocardi-
te “tossica” o da ipersensibilita o una diagnosi possibile
nelle forme con lesioni ischemico-necrotiche.

e Diagnosi differenziale con altre forme specifiche di car-
diomiopatie inflammatorie.

e Esclusione di altre patologie.

Non consente di discriminare il tipo di sostanza causa
del quadro patologico.

La diagnosi anatomo-patologica
Prelievi da effettuare e protocollo di allestimento
Vedi paragrafo dedicato nella Parte I.

Esame istologico

Nelle sezioni colorate con ematossilina-eosina, i quadri

istologici possono essere di tre tipi:

e cosiddetta “miocardite tossica”, caratterizzata da foco-
lai multipli con necrosi franche o necrosi a banda dei
miociti, numerose bande di contrazione e lisi miofibril-
lare, circondati da un infiltrato inflammatorio misto co-
stituito da macrofagi, leucociti polimorfonucleati neu-
trofili e scarsi linfociti. A differenza della miocardite lin-
focitaria virale, I'infiltrato flogistico & tipicamente scar-
so e disproporzionato rispetto al danno miocellulare. In
grado variabile, possono inoltre essere presenti edema e
stravasi emorragici interstiziali e deposizione di fibrina.
Lo stroma circostante e vitale??;

¢ miocardite da ipersensibilita, caratterizzata da un infiltra-
to infiammatorio composto da linfociti, plasmacellule,
macrofagi e da una ricca componente di granulociti eosi-
nofili, localizzato prevalentemente in sede perivascolare.

Possono essere presenti anche granulomi macrofagici. La
caratteristica tipica & I'assenza di necrosi miocardica signi-
ficativa e di fibrosi (Figura 13). Il processo e autolimitato
con scarso danno miocardico residuo'2225;

e lesioni necrotico-ischemiche in assenza di infiltrato in-
fiammatorio, che possono variare dalla necrosi coagula-
tiva classica, alla miocitolisi, alla necrosi a banda e alle
bande di contrazione, fino alla semplice presenza di
edema interstiziale e stravasi emorragici??’.

Nella fase cronica, le alterazioni istologiche sono aspe-
cifiche e costituite da fibrosi interstiziale e alterazioni mio-
citarie (aumento di dimensioni, dismetria, vacuolizzazione
e lisi miofibrillare).

Colorazioni istomorfologiche ed istoenzimatiche

e Tricromica di Azan-Mallory o di Masson per la fibrosi e la
necrosi.

e COX mitocondriale, che risulta positiva nel danno da al-
cool?28,

Quantificazione morfometrica
Indagini morfometriche computerizzate per la quantifica-
zione della fibrosi.

Indagini immunoistochimiche

Tipizzazione dell’infiltrato infiammatorio (vedi protocollo
sulle “Miocarditi”). Quando la miocardite ha i caratteri della
flogosi prevalentemente linfocitaria interstiziale, ponendo il
problema della diagnosi differenziale con una miocardite vi-
rale, si rendono necessarie le indagini molecolari per la ricer-
ca dei genomi virali (vedi protocollo “Miocarditi”).

Esame ultrastrutturale

Per quanto non strettamente necessario per la diagnosi,
puo essere utile ai fini dello studio delle alterazioni tossi-
che degli organelli citoplasmatici (ad es. presenza di mega-
mitocondri).

Elementi diagnostici principali e indispensabili
e Quadri istologici di miocardite tossica e da ipersensibilita.

Figura 13. Miocardite da ipersensibilita in maschio di 47 anni. A-D: istologia; marcato infiltrato infiammatorio interstiziale particolarmente ricco in
granulociti eosinofili e povero in linfociti. In C é evidente un granuloma macrofagico (freccia), da notare lo scarso danno miocitario associato (ema-

tossilina-eosina: A, 100 X; B, 200 X; C-D, 400 Xx).

375
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e Lesioni necrotico-ischemiche (necrosi e miocitolisi coa-
gulativa, necrosi a banda, bande di contrazione, edema
e stravasi emorragici).

Elementi diagnostici secondari o accessori
¢ Alterazioni miocitarie secondarie.
e Fibrosi.

Neoplasie cardiache

Breve descrizione della patologia

11 90% dei tumori resecati chirurgicamente sono benigni.
La prevalenza autoptica delle neoplasie primitive cardia-
che é di circa 1 su 1000 e quella dei tumori secondari di 1
su 100 autopsie, con un rapporto tra forme secondarie e
primitive di circa 10:1. | tumori primitivi cardiaci sono quin-
di rari, mentre le metastasi cardiache sono di gran lunga
piu frequenti??®: il 5% circa dei pazienti deceduti per neo-
plasia sviluppa, infatti, localizzazione metastatica cardia-
ca, che é piu frequentemente causata da un carcinoma pol-
monare, mammario, renale o da un melanoma cutaneo.

Il cuore € un organo di derivazione mesodermica e per-
tanto l'istogenesi dei tumori cardiaci primitivi € paragona-
bile, ma solo in parte, a quella dei tessuti molli. E singola-
re tuttavia il fatto che la maggior parte dei tumori benigni
cardiaci non trovi un esatto corrispettivo istologico in sede
viscerale extracardiaca; solo nel cuore & infatti possibile os-
servare il mixoma cardiaco, I'ipertrofia lipomatosa del set-
to interatriale, il fibroma cardiaco, il rabdomioma, il fi-
broelastoma papillare ed il tumore cistico del nodo atrio-
ventricolare e cio, ad eccezione del mixoma cardiaco, vie-
ne attribuito al fatto che alcune non sono vere e proprie
entita neoplastiche?3.

La maggior parte delle neoplasie cardiache primitive
maligne é costituita dai sarcomi, che vengono classificati
analogamente ai sarcomi dei tessuti molli?3'. Il cuore puo
inoltre essere sede di linfomi primitivi3%°7 e, ancora piu ra-
ramente, di paragangliomi.

La classificazione piu recente dei tumori cardiaci primiti-
vi € quella dell’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS)
del 2004232, che riporta fondamentalmente tre gruppi: 1) tu-
mori benigni e lesioni simil-tumorali; 2) neoplasie maligne;
3) tumori del pericardio (Tabella 8). Nell'intento di semplifi-
care la nosografia dei sarcomi, la suddetta classificazione
non menziona pero istotipi importanti come lo schwanno-
ma maligno. Per questo motivo, riteniamo quindi utile rife-

rirsi ancora alla meno recente classificazione dell’Armed
Forces Institute of Pathology pubblicata nel 1996230,

Esami diagnostici e ruolo della biopsia endomiocardica
nell’algoritmo diagnostico

La diagnosi di neoplasia cardiaca si basa fondamentalmen-
te sulle tecniche di imaging, con le quali possono essere
evidenziate anomalie intramurali o endocavitarie della
“silhouette” cardiaca. Una volta individuata, una neopla-
sia puo essere sottoposta ad ulteriori indagini diagnosti-
che di immagine, allo scopo di studiarne la precisa esten-
sione, i rapporti con le strutture cardiache (valvole, arterie
coronarie) o extracardiache, la presenza e il grado di alte-
razione funzionale e/o emodinamica.

Esami diagnostici
e Radiografia del torace.
e Ecocardiografia.
e Risonanza magnetica.
e Tomografia computerizzata.
e Cateterismo cardiaco.
La BEM puo essere inserita in questa seconda fase diagno-
stica, indirizzata anche al successivo programma terapeutico?3.
Il sempre piu frequente ricorso alla BEM a partire dai pri-
mi anni ‘80 ha modificato in modo significativo il ruolo del-
I'esame anatomo-patologico nella diagnosi in vivo delle neo-
plasie primitive e secondarie del cuore, che in precedenza era
limitato allo studio post-chirurgico dei prelievi escissionali. |
suoi principali impieghi riguardano oggi, come in tutti gli al-
tri campi della chirurgia oncologica, la diagnosi istologica
preoperatoria e la tipizzazione delle neoplasie primitive ma-
ligne, I'individuazione e/o conferma di lesioni metastatiche
di tumori solidi o di infiltrazione leucemica o linfomatosa,
con la possibilita di ricorrere ad altre opzioni terapeutiche
quali la chemio- e/o la radioterapia®29.30.33-3537.97-101,234

La diagnosi anatomo-patologica

Prelievi da effettuare

¢ |l maggior numero possibile di frammenti (almeno 5)
della neoplasia, ciascuno delle dimensioni di 2-3 mm?,
che vanno immediatamente fissati in formalina tampo-
nata al 10% per esame istologico, immunoistochimico e,
piu raramente, istochimico.

e Uno o due frammenti bioptici da congelare in azoto li-
quido (snap freeze) e conservare in ultrafreezer a -80°C
o in container di azoto liquido per eventuali indagini
molecolari.

Tabella 8. Classificazione istologica dei tumori del cuore secondo I'Organizzazione Mondiale della Sanita (2004)32.

Tumori benigni e lesioni simil-tumorali Tumori maligni

Tumori pericardici

Rabdomioma

Cardiomiopatia istiocitoide

Amartoma dei cardiomiociti maturi
Rabdomioma cellulato dell’adulto
Mixoma cardiaco

Fibroelastoma papillare

Emangioma

Fibroma cardiaco

Tumore inflammatorio miofibroblastico
Lipoma

Tumore cistico del nodo atrioventricolare

Angiosarcoma

Leiomiosarcoma

Liposarcoma

Emangioendotelioma epitelioide

Istiocitoma fibroso maligno pleomorfo (sarcoma
pleomorfo maligno indifferenziato)
Rabdomiosarcoma

Sarcoma sinoviale

Tumore fibroso solitario
Mesotelioma maligno
Tumore a cellule germinali
Tumori metastatici

Linfoma primitivo cardiaco
Tumori metastatici
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e Un frammento fissato in glutaraldeide per eventuale
esame ultrastrutturale.

Protocollo di allestimento

e Sezioni seriate delle biopsie incluse in paraffina, fino ad
almeno 4-5 vetrini colorati con ematossilina-eosina.

e Sezioni bianche silanate (o su vetrini con polilisina e con
carica elettrostatica), da richiedere dopo I'esame delle
sezioni colorate con ematossilina-eosina, per la tipizza-
zione immunoistochimica.

In campo oncologico, a differenza di altri settori dia-
gnostici, ove I'analisi di sezioni seriate della BEM & neces-
saria per minimizzare il sampling error, il materiale a di-
sposizione va utilizzato gradualmente a seconda delle ne-
cessita dell’algoritmo diagnostico.

Esame istologico

Non é possibile entrare nei dettagli della complessa dia-
gnostica morfologica dei vari istotipi neoplastici benigni e
maligni. | criteri morfologici ed i sistemi di grading posso-
no comunque essere desunti dalla classificazione OMS dei
tumori dei tessuti molli e dell’osso?3' e dai testi di anatomia
patologica dedicati all’'argomento?30.233,

Colorazioni istomorfologiche ed istochimiche

La colorazione per il reticolo offre un concreto ausilio nel-
la diagnosi dei tumori vascolari e del sarcoma sinoviale. L'e-
matossilina fosfotungstica e di discreto aiuto nella tipizza-
zione del rabdomiosarcoma. Il PAS e le colorazioni usuali
per le mucine possono fornire un contributo diagnostico
nel sarcoma sinoviale e nei tumori mixoidi in genere.

Indagini immunoistochimiche

Numerosi sono i marcatori immunoistochimici da utilizza-
re nella diagnosi dei tumori maligni: i marcatori tissutali
endoteliali, quali il fattore VIII, il CD34 e il CD31 nell’angio-
sarcoma e nell’'emangioendotelioma; I'actina muscolo-li-
scio-specifica e la desmina nel leiomiosarcoma; la proteina
S-100 negli schwannomi maligni ed in alcuni casi di liposar-
coma?5236, | a positivita per I'antigene epiteliale di mem-
brana e molto indicativa per la diagnosi del sarcoma sino-
viale. Per altri istotipi come il sarcoma pleomorfo o il fibro-
sarcoma, non si conoscono marcatori specifici. Nel caso di
sospetto linfoma primitivo cardiaco, si procede dapprima
allaricerca dell’antigene leucocitario comune (CD45) e suc-
cessivamente allo studio con il CD20 per i linfomi B e con il
CD3 per i linfomi T237,

Anticorpi da utilizzare

Vimentina, Fattore VIIl, CD31, CD34, antigene epiteliale di
membrana, citocheratine ad ampio spettro, proteina S100,
actina muscolo-liscio, desmina, miogenina, CD45, CD20,
CD3 ed HMB45. In futuro, potranno essere utilizzati anche
alcuni fattori di trascrizione come il WT-1 e I'LFI-123¢. In al-
cune neoplasie benigne, nelle quali il quadro istologico &
di per sé diagnostico, le indagini immunoistochimiche ven-
gono effettuate a scopi di sola ricerca.

Indagini genetiche

Sono oramai note numerose alterazioni cromosomiche
non casuali, in special modo traslocazioni, che si associano
ad alcuni tumori dei tessuti molli: ad esempio, la trasloca-
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zione X:18 per il sarcoma sinoviale o la mutazione dell’eso-
ne 1 del K-ras per il rabdomiosarcoma. La rarita dei tumo-
ri cardiaci non consente tuttavia di disporre di un numero
sufficiente di dati.

Esame ultrastrutturale
Puo essere utile nelle neoplasie piu indifferenziate per la
diagnosi di istotipo.

Nella Figura 14 e riportato un caso di angiosarcoma pri-
mitivo cardiaco?® e nella Figura 15 un caso di linfoma car-
diaco metastatico3'.

Considerazioni ed annotazioni particolari

Nelle lesioni neoplastiche endocavitarie del cuore, la BEM

rappresenta un’opzione valida quanto altre procedure in-

terventistiche. Infatti:

¢ la diagnosi di “massa cardiaca” effettuata con le metodi-
che non invasive viene caratterizzata con certezza come
neoplastica e tipizzata nel suo istotipo grazie alla BEM;

e |a diagnosi anatomo-patologica e spesso importante
per le successive opzioni terapeutiche (ad es. di tipo me-
dico o chirurgico).

| limiti della BEM in campo diagnostico oncologico con-
sistono fondamentalmente nel fatto che I'indagine puo es-
sere utilizzata con relativo successo solo nelle neoplasie
endocavitarie e, routinariamente, nelle neoplasie delle se-
zioni destre del cuore.

Trapianto cardiaco

Ruolo della biopsia endomiocardica nel monitoraggio
del paziente trapiantato

La BEM rimane il metodo piu affidabile per identificare la
presenza, il tipo ed il grado di rigetto, monitorando i risul-
tati della terapia immunosoppressiva e contribuendo alla
differenziazione del rigetto da altre patologie post-tra-
pianto, che richiedono trattamenti specifici diversificati,
come nel caso delle infezioni, dei processi linfoproliferati-
vi e della vasculopatia del graft. Va ricordato che la biopsia
di monitoraggio post-trapianto va eseguita ad intervalli
regolari, secondo uno schema standardizzato, perché il ri-
scontro istologico di rigetto precede usualmente i segni ed
i sintomi clinici.

Il protocollo di monitoraggio bioptico routinario mag-
giormente seguito nel primo anno post-trapianto, ¢ il se-
guente:

e 1 BEM alla settimana nel primo mese,

e 1 BEM ogni 2 settimane nel secondo e terzo mese,
e 1 BEM al mese dal quarto mese fino al sesto/nono,
e 1 BEM ogni 2 mesi dal sesto/nono al dodicesimo.

Dopo il primo anno, lo schema di sorveglianza bioptica
e soggetto ad una maggiore variabilita nei diversi Centri di
trapianto.

In aggiunta ai controlli programmati, la BEM viene ese-
guita ogni volta che si evidenziano segni e sintomi sugge-
stivi di rigetto acuto o di altre patologie, prevalentemente
di tipo infettivo.

Al momento attuale, nessun altro test di laboratorio o
di imaging si & dimostrato in grado di fornire indicazioni
cosi attendibili ed utili come quelle della BEM nel tratta-
mento del paziente trapiantato di cuore.
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Figura 14. Donna di 36 anni affetta da angiosarcoma primitivo del cuore. A: ecocardiogramma transtoracico (sezione 4 camere); si nota la presenza
di una massa endocavitaria a profili irregolari (frecce) sia a livello dell’atrio destro che del ventricolo destro. LA = atrio sinistro; LV = ventricolo sini-
stro; RA = atrio destro; RV = ventricolo destro. B: frammento di biopsia endomiocardica, in cui é evidente una diffusa proliferazione neoplastica di
cellule fusate (a destra) con nuclei ipercromatici ed irregolari e tendenza a formare strutture vascolari al confine con il miocardio normale (a sinistra)
(ematossilina-eosina, 40x). C: la tipizzazione immunoistochimica con il fattore VIII di von Willebrand (vWF) dimostra una diffusa positivita nel tessu-
to neoplastico (VWF 40X). D: la tipizzazione immunoistochimica con mioglobina dimostra una diffusa positivita del miocardio, mentre il tessuto neo-
plastico é negativo (mioglobina, 40 X).

Da Poletti et al.?%, modificata.

Figura 15. Linfoma cardiaco secondario in donna di 36 anni. A: ecocardiogramma transesofageo bidimensionale in sezione 4 camere. Si nota una mas-
serella ecodensa (frecce) su entrambi i versanti del setto interatriale e sul versante atriale del lembo anteriore della mitrale (AML). E presente dilata-
zione atriale destra e ventricolare destra. CVC = catetere venoso centrale; LA = atrio sinistro; LV = ventricolo sinistro; RA = atrio destro; RV = ventrico-
lo destro. B: frammento di biopsia endomiocardica. E evidente una diffusa infiltrazione neoplastica del miocardio (ematossilina-eosina, 45X).
C: la tipizzazione immunoistochimica dimostra trattarsi di un linfoma a cellule T (CD3, 480X).

Da Testolin et al.3', modificata.

Va sottolineato che oggi, oltre alla valutazione istolo- Protocollo diagnostico anatomo-patologico
gica, vengono impiegate frequentemente anche indagini Nel corso degli anni, sono stati proposti numerosi sistemi
molecolari su tessuto per individuare la presenza di geno- per classificare il rigetto acuto?3®. Nel 1990, I'International
mi virali, utili nella diagnostica differenziale con le miocar- Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT), oltre a
diti infettive o per determinare |'oligo- o monoclonalita proporre una classificazione istologica del rigetto acuto, si
delle popolazioni linfocitarie nei casi di processi linfoproli- € occupata anche degli aspetti relativi alle problematiche
ferativi. tecniche di gestione della BEM nel paziente trapiantato?3®,

Le entita patologiche che devono essere valutate sulla con l'obiettivo di standardizzare le procedure, consentire
BEM sono: la comparazione dei risultati di Centri diversi e favorire lo
e il rigetto cellulare acuto, sviluppo di studi multicentrici.
e il rigetto anticorpo-mediato, Nel 2004, una Task Force dell'ISHLT ha aggiornato la
¢ le infezioni del graft, precedente classificazione del 1990, alla luce delle espe-
e | processi linfoproliferativi post-trapianto, rienze maturate a livello internazionale dopo tanti anni
¢ la microvasculopatia del graft. dalla sua applicazione'°,
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Adeguatezza della biopsia endomiocardica

e considerazioni tecniche

E fondamentale che la quantita di tessuto da esaminare sia
adeguata: I'errore di campionamento, infatti, pud essere
causa di falsi negativi e determinare errori nella valutazione
del grading del rigetto, che deve basarsi sull'individuazione
nei frammenti delle alterazioni istologiche piu severe e sul-
la distribuzione focale o diffusa dei reperti. Alcuni lavori
scientifici, che hanno valutato la percentuale di falsi negati-
vi in relazione al variare del numero dei campioni analizza-
ti, hanno evidenziato che con una superficie di circa 6-10
mm?Z, corrispondente a 3-5 frammenti, si registrava un ri-
schio di falsi negativi del 5% con 3 frammenti e del 2% con
4240; su tale base, I'ISHLT ha individuato in 3 il numero mini-
mo di frammenti bioptici rappresentativi''®. Oltre al nume-
ro dei frustoli, vanno valutate le loro dimensioni che rappre-
sentano un indicatore piu attendibile della superficie media
da esaminare?*': in circa il 20% delle biopsie con numero
adeguato di frammenti (fra 3 e 5), la superficie complessiva
del miocardio era <5.5 mm? e, quindi, non adeguata.

La diagnosi anatomo-patologica

Il rigetto miocardico acuto cellulo-mediato

| punti di maggiore criticita della classificazione del 1990,
che sono stati discussi e modificati nella nuova nomencla-
tura del 2004, sono stati: inconsistenza (o difformita) nel-
I"applicazione del grading nei vari Centri trapiantologici; il
rigetto di grado 2 ed il suo significato clinico, con la nota
misinterpretazione dell’effetto Quilty come rigetto di gra-
do 2 con un solo infiltrato nodulare di linfo-monociti; le
modificazioni nel tempo degli schemi di trattamento far-
macologico, con l'uso di piu efficaci trattamenti immuno-
soppressivi, che hanno portato alla riduzione del numero
dei rigetti e al cambiamento della loro espressione morfo-
logica?4?-2%5; I'individuazione di criteri diagnostici piu stan-
dardizzati per il rigetto umorale anticorpo-mediato e la
possibilita della sua diagnosi su materiale fissato.

Classificazione. | cardini sui quali ruota la classificazione so-
no il riconoscimento dell’infiltrato flogistico e la presenza
di danno miocellulare. La valutazione dell’intensita dell’in-

filtrato inflammatorio si basa sulla determinazione dell’a-

rea del frammento coinvolto, sulla densita dell’infiltrato e

sulla sua tendenza ad estendersi in differenti livelli di se-

zione. Il danno miocellulare pud manifestarsi sotto forma

di vacuolizzazioni citoplasmatiche e/o di sarcolisi, di ag-

gressione delle miocellule da parte dell’infiltrato flogisti-

co, che le circonda quasi a manicotto, fino all’apparente
sostituzione dei miociti da parte della flogosi.

Il rigetto severo di grado 3R, caratterizzato dalle alte-
razioni piu severe in termini di necrosi miocellulare e di in-
filtrato flogistico, dalla presenza di granulociti eosinofili e
neutrofili, da edema marcato ed emorragie e da quadri di
vasculite, & attualmente molto raro grazie ai moderni regi-
mi terapeutici e richiede sempre un trattamento immuno-
soppressivo aggiuntivo.

Nella Tabella 9 sono riportate entrambe le classificazio-
ni ISHLT del 1990 e del 2004 e nella Figura 16 esempi dei
vari gradi di rigetto secondo le due classificazioni.

Numerose sono le lesioni istologiche che entrano in
diagnosi differenziale con il rigetto cellulo-mediato:
¢ |e infezioni opportunistiche, che di solito si associano ad

un infiltrato di tipo polimorfo e non presentano un pat-
tern di danno miocellulare molto esteso;

e |e lesioni secondarie all’ischemia perioperatoria, che si
associano ad un infiltrato piu polimorfo e sono in gene-
re presenti nelle primissime biopsie postoperatorie;

e iquadriistologici prodotti da precedenti siti bioptici, ca-
ratterizzati da esteso infiltrato infiammatorio, tessuto
di granulazione e trombi bianchi adesi alla superficie
endocardica;

¢ la necrosi coagulativa ischemica conseguente alla vascu-
lopatia cronica del graft (cosiddetto rigetto cronico) che
si manifesta piu tardivamente, spesso a distanza di anni
dal trapianto.

Nel referto va quindi sempre segnalato, oltre ai reper-
ti imputabili al rigetto cellulo-mediato, I'eventuale presen-
za di danno ischemico perioperatorio, di danno ischemico
tardivo?%6, di effetto Quilty2¥, di disordini linfoproliferati-
vi post-trapianto?48.249, per quanto molto rari, di infezioni
del graft che rendono la biopsia non classificabile*® e la
presenza di rigetto umorale2>0.251,

Tabella 9. Classificazione del rigetto acuto cellulo-mediato dell'International Society for Heart and Lung Transplantation: comparazione fra

la classificazione del 2004 e quella del 1990.

2004

1990

Grado OR Assenza di rigetto

Grado 1R: Lieve Infiltrato infiammatorio interstiziale

Grado 0

Assenza di rigetto

Grado 1: Lieve

e/o perivascolare con al massimo un 1A: Focale Infiltrato inflammatorio interstiziale e/o
focolaio di necrosi miocellulare perivascolare focale senza danno miocellulare
1B: Diffuso Infiltrato inflammatorio interstiziale e/o
perivascolare diffuso senza danno miocellulare
Grado 2: Unico focolaio inflammatorio con danno

Moderato focale

Grado 2R: Moderato Due o piu focolai di infiltrato

inflammatorio con danno miocellulare

Infiltrato infiammatorio diffuso con
focolai multipli di danno miocellulare,
edema, emorragie, vasculiti

Grado 3R: Severo

Grado 4: Severo

Grado 3A:
Moderato multifocale

Grado 3B:
Diffuso, severo borderline

miocellulare

Infiltrato infiammatorio plurifocale con danno
miocellulare

Infiltrato inflammatorio diffuso con focolai
multipli di danno miocellulare, edema,
emorragie e vasculiti (reperti pitu severi nel
grado 4)
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ISHLT 1990

1A

Figura 16. Rigetto acuto cellulo-mediato. La banda in alto esemplifica in linea generale le corrispondenze e le diversita fra le classificazioni dell’Inter-
national Society for Heart and Lung Transplantation (ISHLT) del 1990 e del 2004. All’interno di ciascuna immagine, vengono riportati in alto il grado
di rigetto secondo la classificazione ISHLT del 1990 ed in basso il grado secondo quella del 2004.

Un'utile informazione aggiuntiva riguarda la segnala-
zione sull’evolutivita del rigetto rispetto al precedente
controllo bioptico, se cioé il rigetto & persistente, regredi-
to o peggiorato.

Effetto Quilty. Una precisazione a parte merita la lesione
nota come “effetto Quilty”, dal nome del primo paziente
nel quale fu evidenziata, caratterizzata da un infiltrato
subendocardico pleomorfo, comprendente accanto a lin-
fo-monociti ed eosinofili anche numerose plasmacellule e
talora piccoli vasi neoformati. Il significato di tale lesione &
ancora controverso, anche se c'e€ accordo sulla sua benigni-
ta e sul fatto che non richieda un trattamento immunosop-
pressivo specifico?*’. Nella nuova classificazione, la diffe-
renziazione tra effetto Quilty superficiale (di tipo A) ed ef-
fetto Quilty di tipo B, quando si approfonda nel miocardio
sottostante, é stata eliminata.

Disordini linfo-proliferativi post-trapianto. Linfiltrato
puo raramente essere dovuto a disordini linfoproliferativi:
in tal caso, I'aspetto di tipo blastico delle cellule che lo
compongono e la scarsita del danno miocellulare associato
dovrebbero far sospettare questo tipo di patologia. In que-
sti casi, si puo ricorrere ad ulteriori accertamenti, quali: a)
indagini immunoistochimiche per la caratterizzazione del-
I'infiltrato, che consentono di definire la prevalenza di lin-
fociti B o T; b) ibridazione in situ per il virus di Epstein-Barr,
virus spesso rilevato in questo tipo di patologia; ¢) indagi-
ni molecolari per la determinazione di sequenze genomi-
che del virus di Epstein-Barr e per la definizione della oli-
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go- o monoclonalita dell’infiltrato?824%, La diagnosi di di-
sordine linfoproliferativo post-trapianto richiede la ridu-
zione dell'immunosoppressione.

Infezioni. Va ricordato che, anche se con minor frequenza
rispetto ad altri tipi di trapianto, si puo porre il problema
della diagnosi differenziale tra un rigetto cellulare acuto e
processi inflammatori di natura infettiva. L'esame istologi-
co puo evidenziare protozoi, come il Toxoplasma gondii, e
virus, come il citomegalovirus, con i caratteristici effetti ci-
topatici nucleari. In caso di sospetto di infezione virale, &
importante eseguire indagini molecolari per studiare la
presenza di sequenze genomiche virali nel miocardio®. In
altri tipi di infezione, possono essere di ausilio le colorazio-
ni Grocott-Gomori, Gram e Giemsa, rispettivamente per
evidenziare miceti, batteri e protozoi, agenti eziologici
che vanno sempre presi in considerazione nelle sospette
patologie infettive4'.

Rigetto anticorpo-mediato
E un’entita clinica ormai riconosciuta da tempo, ma non
ancora ben caratterizzata: occorre piu frequentemente nel
corso del primo mese e del primo anno ed in pazienti allo-
sensibilizzati (trasfusioni, gravidanza, assistenza ventrico-
lare, precedenti trapianti). In letteratura, vengono riporta-
ti un’incidenza altamente variabile (3-52%) e un’associa-
zione con il rigetto cellulare del 23%1°.

Il rigetto anticorpo-mediato condiziona una prognosi
peggiore, un piu frequente e precoce sviluppo di vasculopa-
tia del graft ed una maggiore ricorrenza di rigetti cellulari.
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La diagnosi € complessa e richiede:
¢ |'evidenza clinica di disfunzione acuta del graft,
¢ |'evidenza istologica di danno capillare acuto,

e |'evidenza immunopatologica di danno mediato da an-
ticorpi (reperti immunoistochimici),

¢ |'evidenza sierologica di anticorpi circolanti antidonato-
re specifici, HLA e non HLA.

I reperti istologici sono costituiti da: rigonfiamento del-
le cellule endoteliali dei capillari (Figura 17A); presenza di
aggregati di macrofagi nel lume dei capillari e, nelle forme
piu severe, di aggregati di neutrofili; necrosi miocitarie
senza infiltrato cellulare; edema ed emorragia interstizia-
li; veri trombi intravascolari.

Accanto alle tradizionali tecniche di immunofluore-
scenza su sezioni congelate, sono oggi disponibili anche
tecniche immunoistochimiche su sezioni in paraffina. Que-
ste ultime prevedono I'utilizzo di anticorpi:

e anti-C4d per rilevare la deposizione del fattore 4d del
complemento nelle cellule endoteliali dei capillari, che
rappresenta il reperto piu significativo in questo tipo di
diagnostica. Non deve essere considerata indicativa di
rigetto umorale la presenza di depositi di C4d nelle cel-
lule endoteliali delle piccole arterie ed arteriole (Figura
17B),

e anti-CD68-PGM1 per identificare i macrofagi nel lume
dei capillari (Figura 17Q),

¢ anti-CD31 o CD34 per le cellule endoteliali (Figura 17D).

Con le tecniche di immunofluorescenza su sezioni con-
gelate si ricerca la deposizione nei capillari di immunoglo-
buline (IgG, IgM e/o IgA) e di fattori del complemento
(C3d, C4d e/o C1q)?30.251,

In base alle raccomandazioni ISHLT 2004, ogni BEM va
valutata anche per la presenza dei reperti istologici di ri-
getto anticorpo-mediato: in caso di positivita, vanno effet-

tuate le suddette indagini con tecniche immunoistochimi-
che o di immunofluorescenza.

| pazienti che sviluppano numerosi episodi documenta-
ti di rigetto umorale devono essere monitorati su tutte le
BEM con tecniche immunoistochimiche o di immunofluo-
rescenza e con la ricerca nel sangue degli anticorpi circo-
lanti.

Nella Tabella 10 e riportata la classificazione ISHLT 2004
del rigetto anticorpo-mediato.

Rigetto cronico o vasculopatia del graft

e microangiopatia

La vasculopatia del cuore trapiantato, inizialmente deno-
minata “rigetto cronico”, rappresenta la causa piu fre-
quente di disfunzione del graft a distanza dal trapianto e
consiste in una malattia obliterante dei vasi coronarici, in
genere di calibro superiore a quello dei piccoli vasi che pos-
sono essere esaminati in una BEM?52.

Le caratteristiche istologiche delle lesioni della vasculo-
patia del graft, nota anche come "aterosclerosi accelerata”,
permettono di differenziarle da quelle dell’aterosclerosi
nativa: abitualmente infatti le alterazioni coinvolgono I'in-

Tabella 10. Classificazione del rigetto anticorpo-mediato (AMR)
dell'International Society for Heart and Lung Transplantation 2004.

AMR 0: AMR assente  Assenza di evidenze istologiche o immuno-

patologiche di AMR

AMR 1: AMR presente Presenza delle caratteristiche istologiche
per AMR
Positivita dei reperti immunopatologici (IF

o IHQ)

IF = immunofluorescenza; IHC = immunoistochimica.

Figura 17. Rigetto anticorpo-mediato. A: biopsia endomiocardica che mostra la presenza di un diffuso rigonfiamento delle cellule endoteliali vasco-
lari (ematossilina-eosina, 200 x). B: colorazione immunoistochimica diffusa e di forte intensita per il fattore C4d del complemento nelle cellule endo-
teliali dei capillari (100x). C e D: le reazioni immunoistochimiche per le molecole CD68-PGMT1 (C, 400x) e CD31 (D, 400x) evidenziano la presenza di
aggregati di macrofagi nel lume dei capillari e la prominenza delle cellule endoteliali.
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Figura 18. Microvasculopatia del graft. Biopsie endomiocardiche che mostrano gradi differenti di vasculopatia del graft, stenosante ed obliterativa,
in alcuni piccoli vasi intramurali. A: tricromica di Mallory, 400x; B: Weigert van Gieson, 400 x; C: tricromica di Mallory, 400 X; D: tricromica di Mallory,

400 X.

tera lunghezza del vaso, estendendosi anche nelle dirama-
zioni distali di calibro minore, hanno distribuzione concen-
trica, risparmiano la membrana elastica interna, non svilup-
pano il classico ateroma con core lipidico-necrotico, mostra-
no raramente calcificazioni e sono frequentemente costi-
tuite da un’iperplasia intimale fibrocellulare. La vasculopa-
tia si associa spesso ad un infiltrato flogistico linfo-monoci-
tario (vasculite)?3 o ad inspessimento fibro-ialino della pa-
rete vasale, come esito a distanza del processo flogistico.

Le colorazioni per il collagene e per le fibre elastiche
sono utili per studiare la presenza dei processi iperplastici
e proliferativi intimali, che possano coinvolgere le arterio-
le intramurali (Figura 18).

Nei frammenti bioptici, si possono talora osservare le
lesioni ischemiche causate dalla coronaropatia, sotto for-
ma di miocitolisi colliquativa o eccezionalmente di necrosi
coagulativa, quando il processo ha dato luogo ad infarto
miocardico?*.
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