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Prefazione

Questo libro € nato con 'intento principale di ottemperare a quelle che ritengo siano le esigenze didattiche
degli studenti della Facolta di Farmacia ma anche di altri corsi che sono inseriti nell’ambito delle Scienze
Mediche. Infatti, nel volume vengono trattati, oltre ai tradizionali argomenti di Patologia Generale, anche i
principali temi di Fisiopatologia degli organi e degli apparati al fine di permettere allo studente una migliore
comprensione del meccanismo d’azione e dell’uso clinico dei farmaci e di fornire le basi per un proficuo
colloquio con il medico.

La Terza Edizione del libro Patologia Generale e Fisiopatologia si ¢ resa necessaria a causa della rapida
evoluzione delle scienze mediche, ma nel contempo ha permesso di introdurre alcune modifiche strutturali
atte a facilitare, almeno per alcuni argomenti, una rapida acquisizione degli elementi fondamentali permet-
tendo pero di accedere facilmente a descrizioni pit dettagliate. Pensiamo che I'introduzione dei codici QR
che rimandano a sezioni del libro presenti solo online possa essere funzionale a questo scopo. E stata anche
introdotta un’Appendice dal titolo Brevi linee guida che costituisce un vademecum pratico e riassume le
indicazioni cliniche e terapeutiche delle patologie con le quali il farmacista si interfaccia pit frequentemente
(ad es. diabete, sindrome metabolica, ipertensione, ulcera peptica, ecc.) mettendo anche in evidenza le analisi
di laboratorio essenziali che frequentemente il paziente mostra al farmacista che rappresenta spesso il primo
operatore sanitario contattato dal paziente.

Allo scopo di assecondare le impostazioni didattiche e scientifiche che caratterizzano le diverse sedi uni-
versitarie e i diversi corsi di Laurea a cui il libro é rivolto (ad es. Farmacia, CTF) nella preparazione di questa
Edizione del libro sono stati coinvolti docenti di diverse sedi universitarie oltre a quella di Milano (Roma,
Ferrara, Napoli, Bologna, Padova, Catania, Cosenza). Sono stati coinvolti anche alcuni medici specialisti al
fine di acquisire competenze cliniche su alcuni specifici argomenti.

I1libro non intende sostituire il ruolo del medico, bensi supportare il laureato in Farmacia nell’approccio
al paziente consigliando, spiegando ed educando anche alla prevenzione e alla diagnosi precoce.

Sono perfettamente conscio che nel libro non tutti gli argomenti potenzialmente utili ai futuri farmacisti
e agli studenti di corsi in cui si studiano argomenti di interesse sanitario sono stati adeguatamente trattati;
I'equilibrio tra completezza e concisione in un contesto di continuo aggiornamento scientifico ¢ sempre
difficile da raggiungere.

Spero che il libro possa rappresentare per gli studenti uno strumento utile per costruire solide basi di co-
noscenza dei fenomeni patologici, sulle quali integrare successivamente ulteriori informazioni provenienti
da altri corsi universitari e da adeguate attivita di aggiornamento scientifico, imparando al tempo stesso a
filtrare e selezionare criticamente la grande quantita di informazioni biomediche attualmente disponibile.

Ringrazio tutti coloro che hanno collaborato alla stesura e/o alla revisione dei capitoli e I'Editore che
ha messo a disposizione validi supporti grafici ed editoriali che in molti modi mi hanno aiutato a portare a
termine la revisione dell’opera.

Fabio Celotti
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Malattie del sangue,
dei linfonodi, della
coagulazione e
immunoematologia

LCAPITOLOJ

[ Introduzione

Il sangue & un tessuto composto per il 45% da cellule (eritrociti e leucociti) e frammenti di cellule (pia-
strine) sospesi in un mezzo fluido, il plasma, che rappresenta circa il 55% del volume ematico. Oltre
alla parte corpuscolata sono presenti nel plasma diverse proteine (albumina, globuline, fattori della
coagulazione ecc.) che svolgono importanti funzioni nell’organismo.

Le malattie del sistema emopoietico trattate in questo capitolo riguardano soprattutto gli elementi
corpuscolati del sangue; tra queste |'anemia & |'alterazione di piu frequente riscontro, definita come
una riduzione della concentrazione di emoglobina circolante, che puo essere causata da alterazioni
della produzione, maturazione o distruzione degli eritrociti o da perdite emorragiche. Piu raro e I'au-
mento degli elementi della serie rossa (policitemie), spesso dovuto a espansione clonale dei precur-
sori eritroidi (policitemia vera), ma anche a cause secondarie legate a iperproduzione di eritropoietina
(ipossia, tumori ectopici secernenti eritropoietina, ecc.). Le malattie che coinvolgono i leucociti (linfociti
e granulociti) sono anch’esse molto frequenti e sono spesso di origine neoplastica. Nell'ambito di
questo capitolo vengono anche brevemente trattate le patologie che alterano i meccanismi della coa-
gulazione, riducendoli (malattie emorragiche) o potenziandoli (malattie trombotiche).

Alcune indicazioni per il farmacista sono riportate nell’Appendice Brevi linee guida. _]

gura 21-1). Nel bambino, nei primi anni di vita, il
midollo emopoietico o midollo rosso ¢ diffuso sia
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Emopoiesi

L’emopoiesi o ematopoiesi ¢ il processo di produ-
zione delle cellule del sangue messo in atto nel sacco
vitellino fetale e nei tessuti mesenchimali nelle pri-
me 3-4 settimane di gestazione; fino al sesto mese
di vita da fegato e dalla milza (emopoiesi extrami-
dollare, al di fuori del midollo) per poi successiva-
mente avvenire unicamente nel midollo osseo (Fi-

nelle ossa lunghe che in quelle piatte, ma verso il 4°
anno di vita si verifica una progressiva involuzio-
ne del midollo rosso con sostituzione delle cellule
emopoietiche con cellule adipose (midollo giallo),
a partire dalle diafisi delle ossa lunghe. Dal 18°-20°
anno il midollo rosso (~25% dello spazio midollare)
¢ limitato alle ossa piatte (vertebre, coste, sterno, ali
iliache del bacino) ed epifisi delle ossa lunghe.
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FIGURA 21-1 Partecipazione dei vari organi all’'emo-
poiesi nel feto.

Quando la richiesta emopoietica eccede le ca-
pacita midollari di produrre eritrociti o quando
lo stroma midollare viene rimpiazzato da tessuto
connettivo (mielofibrosi), 'emopoiesi ricomincia
in localizzazioni extramidollari utilizzate in prece-
denza, provocando un aumento del volume di tali
organi, definito epatosplenomegalia. Se l'iperat-
tivita del midollo osseo in termini di produzione
eritrocitaria persiste, come nel caso dell’anemia
falciforme, la cavita midollare si espande provo-
cando deformazione ossee, come I’allargamento
dell’arco zigomatico e della fronte (bozze frontali)
caratteristici dell’aspetto radiografico del “cranio a
spazzola”.

Allo stato di equilibrio, 'emopoiesi ¢ un pro-
cesso altamente regolato che produce 400 miliar-
di o piu di cellule ematiche al giorno. Il processo
parte da un pool di cellule staminali pluripotenti,
presenti a livello midollare, capaci di rigenerazione
(auto-perpetuantesi) che, in funzione di specifici
stimoli presenti nel microambiente, vanno incon-
tro ad una progressiva differenziazione in elementi
che perdono progressivamente la capacita mitotica
a favore di una sempre piu spiccata differenziazione.
Molto schematicamente (Figura 21-2), il processo
puo essere ulteriormente suddiviso in formazione
di cellule staminali linfoidi (che in seguito daranno
origine a linfociti T e B) e di cellule staminali mieloi-
di che andranno incontro ad ulteriore differenzia-
zione in cellule staminali committed, destinate cioe
a produrre eritrociti, leucociti o piastrine.

I fattori che a livello del microambiente midolla-
re dirigono la moltiplicazione e la differenziazione
delle cellule staminali sono molteplici: ormoni (ad
es. eritropoietina, che stimola la produzione di eri-
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trociti), diversi fattori di crescita emopoietici tra cui
le glicoproteine Colony Stimulating Factor o CSF
che agiscono direttamente sui progenitori ematopo-
ietici per via recettoriale (ad. es. il Colony Stimula-
ting Factor dei granulociti/macrofagi o GM-CSF, il
Colony Stimulating Factor dei granulociti o G-CSF).
Un insieme di interleuchine modula in senso nega-
tivo o positivo la produzione e I'attivita dei CSF e di
altri mediatori, quali le citochine. Alcuni di questi
fattori sono indicati nella Figura 21-2 a titolo esem-
plificativo. Grazie alla tecnologia del DNA ricombi-
nante ¢ stato possibile identificare e clonare diversi
CSF, alcuni dei quali, eritropoietina (epoietina alfa),
GM-CSF (sargramostim) e G-CSF (filgrastim), sono
entrati nell’'uso clinico. I CSF sono glicoproteine
che hanno molte caratteristiche in comune: la loro
azione é diretta sui progenitori ematopoietici, sono
attivi a concentrazioni bassissime e si legano ad un
piccolo numero di recettori specifici presenti sulla
membrana delle cellule bersaglio, molti agiscono in
sinergismo con altri e ognuno puo indurre il rilascio
di diversi fattori da parte delle cellule midollari stro-
mali e dei progenitori ematopoietici. Le interleu-
chine probabilmente non hanno azione diretta sui
progenitori ematopoietici, ma agiscono modulando
in senso negativo o positivo la produzione e I'attivita
dei CSF e di altre citochine.

Eritropoiesi, emocateresi ed
eritrociti

Il termine eritropoiesi significa produzione di glo-
buli rossi e, nel soggetto adulto sano, si verifica in
isolotti al di fuori dei sinusoidi del midollo osseo;
¢ un processo quantitativamente molto importan-
te per I'organismo dato che ogni giorno deve veni-
re sostituita una quantita di eritrociti pari a circa
I'1% della massa circolante. Alcune anemie (ad es.
I'anemia aplastica), tutte le malattie mieloprolifera-
tive (ad es. la policitemia vera) e le leucemie sono
causate da alterazioni della produzione delle cellule
eritropoietiche.

Gli eritrociti maturi sono cellule anucleate a
forma di disco biconcavo con un’area depressa cen-
trale, hanno un diametro medio di circa 8 pm e uno
spessore medio di 2 pm; il diametro & paragonabile
a quello dei capillari terminali dove avvengono gli
scambi gassosi che necessitano di uno stretto contat-
to tra la membrana eritrocitaria e quella della cellula
endoteliale. Sono cellule estremamente deformabili,
il che permette loro di attraversare la microcircola-
zione senza danni, e la loro vita media ¢ limitata a
120 + 20 giorni. Gli eritrociti, quando sono pronti a
entrare nella circolazione periferica, devono penetra-
re nei sinusoidi del midollo osseo tramite piccole fe-
nestrature presenti nella membrana basale tra le cel-
lule endoteliali. Le cellule troppo grandi (macrociti)
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FIGURA 21-2 Rappresentazione schematica dei processi differenziativi che si verificano nell’'ematopoiesi.

sono incapaci di attraversare queste strette fessure e
vengono fagocitate e distrutte dai macrofagi (emoli-
si extravascolare) prima di entrare nella circolazione
periferica. Una marcata distruzione intramidollare
di globuli rossi viene definita eritropoiesi inefficace
ed ¢ un’anomalia caratteristica delle anemie megalo-
blastiche (a cellule grandi), ad esempio da carenza di
vitamina B, o acido folico (vitamina B,), ma anche di
anemie di origine genetica, quale la falcemia.

Sul piano metabolico i globuli rossi sono privi
di mitocondri e, quindi, sebbene siano responsabili
del trasporto dell’O,, non utilizzano la fosforilazione
ossidativa, la B-ossidazione di acidi grassi o il ciclo
dell’acido citrico, tutte reazioni che sono importanti
nella generazione del’ATP. Tuttavia, non sono me-
tabolicamente inerti e producono energia tramite il
ciclo glicolitico anaerobio (via di Embden-Meyerhof)
che metabolizza il glucosio producendo 2 molecole
di ATP per ogni molecola di glucosio. L’energia pro-
dotta serve soprattutto per mantenere in funzione la
pompa cationica di membrana. Un 10% del glucosio

viene utilizzato nello shunt dei pentosi monofosfati
che parte direttamente dal glucosio 6-fosfato (la glu-
cosio 6-fosfato deidrogenasi € 'enzima chiave) nella
via glicolitica. Questo shunt permette all’eritrocita di
produrre glutatione ridotto (GSH), uno dei principali
sistemi antiossidanti deputato a neutralizzare i radi-
cali liberi dell’ossigeno che si formano nelle reazioni
di ossidazione (vedi Capitolo 1). La carenza di glu-
cosio 6-fosfato deidrogenasi (G6PD) produce quindi
una riduzione di GSH e determina la possibilita che
si possa denaturare 'emoglobina (si formano i cor-
pi di Heinz) e danneggiare la membrana del globu-
lo rosso. Gli eritrociti maturi possono sintetizzare il
2,3-difosfoglicerato (che sposta verso destra la curva
di dissociazione dell’ossigeno) tramite lo shunt di
Rapoport-Luebering, una via secondaria presente al
di fuori della via glicolitica. Un’altra via metabolica
sussidiaria che consuma un po’ di energia, ma che
¢ essenziale per il mantenimento della funzionalita
eritrocitaria, ¢ il sistema che riduce la metaemoglo-
bina (vedi oltre).
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Gli eritrociti maturi non possiedono antigeni di
classe I (i marker di identita riconosciuti dai linfociti
T citotossici CD8*) o antigeni di classe II (i marker di
identita per i linfociti T helper CD4") sulla loro su-
perficie. Tuttavia, possiedono antigeni ABO e Rh e al-
tri sistemi antigenici di minore importanza clinica.

L’eritropoietina (EP), l'ormone glicoproteico di
circa 30.000 dalton che stimola l'eritropoiesi, viene
sintetizzata e secreta principalmente dalle cellule inter-
stiziali peritubulari specializzate nel rene, mentre solo
una piccola quantita ¢ prodotta dagli epatociti. L'EP
ha un’emivita in circolo di 6-9 ore e agisce legandosi
ai recettori delle cellule progenitrici mieloidi commi-
ted della serie rossa (Burst Forming Units-Erythroid
o BFU-E) che maturano in Colony Forming Uni-
ts-Erythroid, CFU-E, quindi in proeritroblasti e infine
in normoblasti, reticolociti ed eritrociti maturi. La sti-
molazione con EP determina nel giro di 1-2 settimane
un aumento della produzione degli eritrociti di 4-5
volte, ma solo a condizione di un’adeguata disponibi-
lita di nutrienti e in particolare di ferro.

La concentrazione di emoglobina (Hb) nei nor-
moblasti in via di sviluppo determina il numero di
divisioni mitotiche, se il meccanismo mitotico non
¢ alterato. Quindi, una ridotta concentrazione di Hb
causa un maggior numero di divisioni e la formazio-
ne di eritrociti microcitici (emazie con un volume
ridotto). Con questo meccanismo si sviluppa la mi-
crocitosi nelle talassemie e nell’anemie da carenza di
ferro. L’alterazione della sintesi di DNA e quindi il
rallentamento della divisione cellulare costituisce, in-
vece, la base fisiopatologica della formazione di ma-
crociti (emazie con un volume aumentato) presenti
nelle anemie da carenza di vitamina B , e acido folico.

Il principale stimolo che accelera il processo eri-
tropoietico e 'ipossia tissutale, che determina un’au-
mentata attivita trascrizionale del gene dell’EP. La
tensione dell’ossigeno ¢ inversamente correlata alla
produzione di EP modulando la sintesi del fatto-
re di trascrizione HIF (Hypoxia Inducible Factor)
sintetizzato principalmente dalle stesse cellule peri-
tubulari che producono I'EP e in grado di legarsi a
sequenze regolatorie del gene dell’EP.

Lo stimolo ipossico puo essere generato da: una
riduzione del numero di globuli rossi circolanti
(anemia); una bassa pressione parziale arteriosa di
O, (Pa0,) (ipossiemia); una curva di dissociazione
dell'ossigeno spostata a sinistra (un’elevata affinita
per l'ossigeno determina un minor rilascio di ossige-
no ai tessuti e ipossia tissutale); ridotto apporto ema-
tico al rene (stenosi dell’arteria renale). Fonti ectopi-
che di EP possono derivare da tumori (carcinomi e
cisti renali, leiomiomi uterini, epatomi, ecc.). LEP ¢
coadiuvata da altri ormoni - tra cui il testosterone e il
cortisolo - nella stimolazione dell’eritropoiesi.

Gli eritrociti maturi sono rimossi principalmen-
te dai macrofagi nella polpa rossa splenica tramite
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emolisi extravascolare (90%) o in minor misura tra-
mite emolisi intravascolare (10%). La polpa rossa
della milza ¢ sede di macrofagi le cui funzioni sono
le seguenti:1) valutazione delle membrane degli eri-
trociti, di globuli bianchi e piastrine per le IgG e la
frazione C3 del complemento, di cui possiedono i
recettori; 2) fagocitosi (emolisi extravascolare) degli
eritrociti vecchi e/o con anomalie della membrana
cellulare e della forma (ad es. sferociti, cellule fal-
cemiche). E proprio la ridotta deformabilita della
membrana delle emazie senescenti e, quindi, la ri-
dotta capacita di attraversare le fenestrature spleni-
che (Figura 21-3) il meccanismo alla base dell’eli-
minazione degli eritrociti vecchi e con anomalie di
membrana in circolo (emocateresi). Queste fessure,
con diametro medio lievemente inferiore a quello
dell’eritrocita, costituiscono il mezzo per verificare
la capacita del globulo rosso di modificare la sua
forma. Le emazie che non sono capaci di deformarsi
e quindi non superano la prova imposta dal filtro
splenico, vengono fagocitate per intero dai macro-
fagi o trasformate in sferociti per danneggiamento
della membrana. Gli sferociti vengono fagocitati in
un secondo tempo da altri fagociti, ma nel frattem-
po sono caratteristicamente presenti nello striscio di
sangue periferico dei pazienti con anemia emolitica.

Nell’ambito del processo emolitico avviene il
catabolismo dell’emoglobina e formazione di bili-
rubina non coniugata (indiretta, vedi Capitolo 15,
Figura 15-4). Un aumento patologico della distru-
zione extravascolare degli eritrociti (ad es. sferocito-
si congenita, malattia emolitica del neonato) puo es-
sere associato ad ittero (con iperbilirubinemia non
coniugata) e anemia.

Fenestrature

Arteriole spleniche

Sinusoidi
splenici

Al sistema
venoso
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FIGURA 21-3 Emocateresi splenica. Il sangue che
entra nelle arteriole dei cordoni splenici (arteriole pe-
nicillari) per rientrare in circolazione deve passare per
le strette fenestrature dei sinusoidi splenici. La perma-
nenza nella polpa rossa permette ai macrofagi splenici
di fagocitare gli eritrociti.



Granulociti e granulopoiesi

I granulociti e i monociti evolvono da una cellula
pluripotente sotto I'influenza di specifici CSF e cito-
chine. Normalmente sono necessari 15 giorni perché
un mieloblasto si differenzi in un neutrofilo segmen-
tato nel midollo osseo. I mieloblasti, i promielociti e
i mielociti possono dividersi e rappresentano il pool
mitotico dei granulociti. I promielociti sono le prime
cellule che contengono granuli azzurrofili o prima-
ri (non specifici), in cui sono presenti la mielope-
rossidasi (MPO), l'elastasi, I'idrolasi e altre proteasi
e le proteine battericide, ad esempio le defensine. I
mielociti sono le ultime cellule in grado di dividersi
nella serie dei neutrofili e sono le prime cellule che
contengono granuli specifici in funzione del tipo di
granulocita (neutrofili, eosinofili e basofili).

I granuli specifici o secondari dei neutrofili
contengono i componenti di membrana della NA-
DPH-ossidasi, necessari per la produzione del peros-
sido d’idrogeno, la lattoferrina, le proteine di legame
per la vitamina B, I'istaminasi, la fosfatasi alcalina e
molti altri componenti. I granuli secondari vengono
facilmente rilasciati dai neutrofili e hanno un ruolo
importante nella modulazione dei fenomeni infiam-
matori. I metamielociti, i neutrofili a banda (band) e
i neutrofili segmentati (segmented), sono incapaci di
dividersi, da qui viene la definizione di pool post-mi-
totico di granulociti. In condizioni normali circa il
90% dei neutrofili risiede a livello midollare, il resto
rimane in circolo per diverse ore per poi migrare nei
tessuti. Nella circolazione periferica i neutrofili sono
ugualmente divisi tra un pool circolante (circa il 50%
in condizioni normali), che & la popolazione di cellule
valutata nel conteggio dei leucociti, e in un pool mar-
ginato, che rappresenta i neutrofili adesi alle cellule
endoteliali tramite molecole di adesione (selectine).
Variazioni del numero di leucociti circolanti sono
brevemente descritte nel QR21-01.

Gli eosinofili hanno una morfologia simile a
quella dei neutrofili, molti costituenti lisosomali e
capacita fagocitica. Gli eosinofili esprimono uno
specifico recettore di chemoattrazione e rispondo-
no ad una specifica chemochina, 'eotassina. A diffe-
renza dei neutrofili, vivono molto piti a lungo e pos-
sono ricircolare dai tessuti al sangue. I granuli degli
eosinofili hanno un centro cristallino che contiene
la proteina basica principale ad attivita istaminasica,
importante nella difesa dai parassiti. I granuli con-
tengono anche molte altre proteine, tra cui la pro-
teina cationica, una neurotossina, una ribonucleasi,
una fosfolipasi e una specifica idrogeno-perossidasi
in grado di catalizzare I'ossidazione di molte sostan-
ze e stimolare la degranulazione dei mastociti, in
particolare nei pazienti asmatici.

I basofili, come i mastociti tissutali, contengono
istamina, un fattore chemiotattico per gli eosinofili e
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una proteasi neutra. Possiedono recettori per le IgE
che possono attivare il rilascio dei granuli e stimolare
la produzione di citochine. La funzione di queste cel-
lule & espletata nella genesi delle reazioni allergiche e
nelle reazioni di ipersensibilita cutanea ritardata.

Monopoiesi

I monociti circolano nel sangue periferico per 24 ore
prima di diventare macrofagi tissutali, sono un siste-
ma di cellule fagocitanti dotate di diverse funzioni
presenti o nell’endotelio vasale (ad es. cellule di Kupf-
fer nel fegato, fagociti della milza, del midollo osseo)
o nei tessuti (ad es. macrofagi alveolari, cellule della
microglia, macrofagi linfonodali, ecc.). I monociti
permangono nel sangue pil a lungo dei neutrofili,
11-24 ore, poi lasciano la circolazione per diapedesi.

I macrofagi costituiscono un sistema di cellule
fagocitanti con un ruolo determinante nella difesa
sia di tipo aspecifico (contengono proteasi, idrolasi,
nucleosidasi, mieloperossidasi, ecc.) sia specifico,
tramite le loro funzioni di cellule che presentano
I'antigene. Sono anche in grado di produrre una no-
tevole varieta di citochine.

Linfopoiesi

I linfociti presenti nel sangue periferico originano
dalla cellula staminale linfoide, che si divide in una
cellula staminale di tipo T e una cellula di tipo B. La
formazione e la differenziazione dei linfociti sono
descritte nel Capitolo 3.

Trombopoiesi

La trombopoiesi si verifica nel midollo osseo quando
la trombopoietina stimola la cellula staminale (Co-
lony Forming Unit Megakariocyte) a svilupparsi in
megacariociti, cellule polinucleate che vanno incontro
a frammentazione del loro citoplasma producendo
3000-5000 piastrine per ogni megacariocita. Le pia-
strine possiedono antigeni ABO, HLA e il loro antigene
specifico (PLA1), ma non hanno antigeni di tipo Rh.

Le piastrine contengono al loro interno granu-
li alfa e corpi densi che vengono rilasciati all’atto
dell’attivazione piastrinica. Le sostanze biologi-
camente attive contenute nelle piastrine e il ruolo
svolto nei processi emostatici sara trattato successi-
vamente (vedi paragrafo “Disturbi dell’emostasi”).
Il numero di piastrine in circolo € influenzato dallo
stato funzionale della milza, in quanto circa un terzo
di esse viene sequestrato da tale organo.

QR21-01

Neutrofilia e neutropenia
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Principali tecniche
diagnostiche dell’apparato in
esame

Esame emocromocitometrico

L’esame emocromocitometrico ¢ I'esame di labora-
torio richiesto piu di frequente in medicina. Fornisce
informazioni circa il numero di cellule presenti nel
sangue, la quantita di emoglobina e I'ematocrito, e
permette di calcolare gli indici eritrocitari (il valore
corpuscolare medio, MCV, I’'Hb corpuscolare media,
MCH, e la concentrazione media di Hb corpuscolare,
MCHC) e la distribuzione del volume degli eritroci-
ti (RDW). La preparazione di uno striscio di sangue
periferico permette inoltre di valutare eventuali ano-
malie morfologiche dei globuli rossi. I valori di nor-
malita dei parametri valutati nell’esame emocromo-
citometrico sono riportati nella Tabella in appendice.

Emoglobina ed ematocrito

L’emoglobina (Hb) ¢ la principale proteina presen-
te negli eritrociti ed ¢ costituita da 4 catene protei-
che (globina), ciascuna delle quali lega un gruppo
eme (Figura 21-4). Il tipo di catena proteica presente
nell’emoglobina, che condiziona l'affinita del grup-
po eme per l'ossigeno, varia fisiologicamente con
leta del soggetto. I geni che sintetizzano le catene
globiniche a, presenti in tutte le emoglobine, sono
localizzati sul cromosoma 16 dove esistono due geni
che ne controllano la sintesi, mentre i geni (singoli)
delle catene B, y e & sono localizzati sul cromoso-
ma 11 (Figura 21-5). L’elettroforesi dell’emoglobina
permette di riconoscere le diverse varianti globini-
che presenti negli eritrociti. La concentrazione Hb
(13-18 g/dL uomo adulto; 11-16 g/dL donna adulta)
dipende soprattutto dal numero degli eritrociti.

Le Hb fetali comprendono: 'Hb Gower I (la prima
Hb sintetizzata) e Gower II, 'Hb Portland e 'HbF. I
neonati hanno circa il 70-90% di HbF (2 catene globi-
niche a e 2 catene y), il 10-30% di HbA (2 catene o e 2
catene [3) e meno del 1% di HbA_ (2 catene o e 2 cate-
ne 8). 'HbF ha un’affinita maggiore per I'ossigeno ed
¢ adatta a legare le basse concentrazioni dell'ossigeno
che incontra nel letto vascolare placentare, ma, aven-
do una curva di dissociazione dell’'ossigeno spostata
verso sinistra, rilascia una minor quantita di ossigeno
ai tessuti fetali. Questo stimola il rilascio di eritropoie-
tina e il successivo aumento della massa eritrocitaria,
spiegando perché i neonati hanno una concentrazio-
ne di Hb media di 18,5 g/dL. L'HbF ¢ resistente alla
denaturazione con acidi e questo fatto costituisce la
base del test di Kleihauer-Betke per identificare nella
circolazione materna le emazie fetali che originano da
trasfusioni fetali/materne durante il parto (vedi oltre,
paragrafo immunopatologia trasfusionale).
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Molecola dell’emoglobina

FIGURA 21-4 Struttura dell’emoglobina. L'emoglobi-
na consiste di 4 subunita proteiche globulari, ognuna
delle quali contiene una singola molecola di eme, ossia
un anello porfirinico con un singolo ione ferro che si
lega in maniera reversibile a una molecola d'ossigeno.
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FIGURA 21-5 Struttura dei geni delle globine. | geni
globinici di tipo beta (cromosoma 11) nell'uomo sono
sei, cinque funzionali (epsilon, due geni gamma, delta
e beta) e uno pseudogene beta. | geni epsilon vengo-
no attivati solo nel periodo embrionale (Hb Gower | [C,
g,] e Gower Il [a, &,]). Sul cromosoma 16 sono localizza-
ti: due geni alfa attivi, due pseudogeni e il gene zeta,
attivo nel periodo embrionale (Hb Portland ¢, v,).
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Durante i 3 mesi dopo la nascita, 'Hb scende a 10
g/dL dal momento che le emazie fetali vengono pro-
gressivamente sostituite. Gli eritrociti fetali sono rim-
piazzati da eritrociti che contengono HbA (>97%),
HbA, (<2,5%) ed HbF (< 1%); quest’ultima Hb ¢ pre-
sente per un periodo di 6-9 mesi. Nell'adulto 'HF puo
aumentare in circolo in determinate situazioni stres-
santi, come ad esempio le gravi situazioni anemiche.

L’ematocrito (Hct) (42-52% maschio adulto;
37-48% femmina adulta) rappresenta il volume oc-
cupato dagli eritrociti rispetto a quello del sangue
intero; si calcola come rapporto tra sangue intero e
volume della massa eritrocitaria (dopo precipitazio-
ne per centrifugazione) espresso in percentuale.

Le variabili che alterano gli intervalli di riferi-
mento per 'Hb e I'Hct sono I'eta (i neonati hanno
valori maggiori rispetto a quelli della prima e della
seconda infanzia), il sesso (gli uomini hanno valori
maggiori rispetto alle donne), il luogo di residenza
(residenti ad elevate altitudini hanno valori mag-
giori rispetto a quelli che vivono a livello del mare),
uso di tabacco (i fumatori hanno valori maggiori dei
non fumatori) e lo stato gravidico (la donna in gra-
vidanza ha valori inferiori rispetto alla donna non
gravida, perché vi ¢ emodiluizione per espansione
del compartimento extracellulare).

La produzione di Hb nel normoblasto dipende
dalla sintesi di protoporfirina nei mitocondri (il nu-
cleo tetrapirrolico in cui nell’'ultima fase della bio-
sintesi si inserisce 'atomo di Fe*), dalla disponibi-
lita di eritropoietina e di materiali di partenza come
ferro, vitamina B, , acido folico e aminoacidi.

La saturazione di O, del’Hb (Sa0,) e il conte-
nuto di O, sono parametri utilizzati per descrivere
la quantita di O, trasportato dall’'Hb. In particola-
re, la SaO, ¢ una misura qualitativa che riflette in
che percentuale i quattro siti di legame dell’'Hb sono
occupati dall’O,. Il contenuto di O, rappresenta la
quantita reale di O, trasportato dall’'Hb ed ¢ espres-
so dalla seguente equazione:

contenuto di O, = (Hb g/dL x 1,34) x SaO,

Poiché la quantita di O, disciolto nel plasma &
ridotta, viene generalmente esclusa dalla formula.
Un soggetto normale con Hb di 15 g/dL e SaO, del
100% avra un contenuto di O, di (15 x 1,34) x 100%
=20,1 vol. %.

L’ossimetria differenziale &€ un metodo non invasi-
vo per la misurazione della SaO, che valuta I'assorbi-
mento differenziale, da parte del’'Hb ossigenata e non
ossigenata circolante nei capillari arteriosi, della luce
emessa da una sonda a due lunghezze d’'onda. La SaO,
¢ misurata in modo continuo mediante una sonda po-
sta sul dito del paziente. Valori di SaO, maggiori del
95% corrispondono ad una buona ossigenazione del
tessuto (vedi Capitolo 13). Valori compresi tra il 90% e
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FIGURA 21-6 Curva di saturazione dell’emoglobina.
Questa curva indica le normali caratteristiche di satura-
zione dell'emoglobina e gli effetti delle modificazioni
di PO,, pH, temperatura e PCO,,.

il 95% di saturazione di ossigeno nel sangue indicano
una potenziale ipossiemia, valori inferiori al 90%, infi-
ne, indicano la presenza di ipossiemia.

La pressione parziale dell’ossigeno nel sangue
arterioso (PaO,, misurabile con metodi elettrochi-
mici) rappresenta invece la pressione coinvolta nei
meccanismi di scambio con I'emoglobina ed ¢ la
forza che permette di saturare I'emoglobina (vedi
Capitolo 13) dell’emoglobina. La curva di saturazio-
ne dell’emoglobina (Figura 21-6) viene brevemente
descritta nel QR21-02.

Conteggio degli eritrociti

Il conteggio degli eritrociti ¢ il meno preciso di tut-
te le componenti che vengono valutate nel sangue
dagli strumenti automatici, a causa della presenza,
in alcuni contesti fisiopatologici (ad es. nelle gravi
anemie emolitiche, nelle metastasi al midollo osseo),
di precursori eritrocitari che tipicamente vengono
contati come leucociti. Le variabili che influenzano
I’'Hb e I'Hct si applicano anche al conteggio degli eri-
trociti; di solito il numero di eritrociti (4,3-6 milio-
ni/puL o mm® nel maschio adulto; 3,8-5,2 milioni/pL
nella femmina adulta) é parallelo al valore del’Hb e
dell'Hct; tuttavia, nelle talassemie il numero di eritro-
citi ¢ frequentemente normale o aumentato in pre-
senza di un basso valore di Hb e di Hct.

La diminuita sintesi della catena globinica nel-
le talassemie determina uno spostamento verso si-

QR21-02

Saturazione dell’emoglobina
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nistra della curva di dissociazione dell’ossigeno, il
quale stimola la produzione di nuovi globuli rossi
per compensazione.

Indici eritrocitari

Gli indici eritrocitari comprendono il valore cor-
puscolare medio (MCV) (90 + 8 fL), 'Hb corpusco-
lare media (MCH) (30 + 3 pg) e la concentrazione
media di Hb corpuscolare (MCHC) (33 + 2 g/dL).

L’MCV viene calcolato con la seguente formula:
MCV = Hct x 10/N° di milioni di eritrociti per mi-
crolitro contati dagli strumenti automatici. MCV
viene utilizzato per lo schema di classificazione delle
anemie che si basa sulla dimensione, di qui la defini-
zione di anemia microcitica (< 80 fL), normocitica
(80-100 fL) e macrocitica (> 100 fL). Le variabili che
possono influenzare 'MCV sono I'eta dei pazienti (i
neonati hanno un MCV aumentato) e la gravidanza
(MCV aumentato se i soggetti non assumono una
supplementazione di acido folico).

I’MCH indica la quantita di Hb media contenu-
ta in ciascun eritrocita indipendentemente dalle sue
dimensioni e si calcola con la seguente formula: Hb
per litro /N° di milioni di eritrociti per litro.

L’MCHC valuta la concentrazione di Hb nel sin-
golo eritrocita in relazione alle dimensioni di quest’ul-
timo e si calcola come segue: MCHC = Hb per litro /
Hct. Quando la produzione di Hb & diminuita come
nelle anemie microcitiche, MCH e MCHC sono mi-
nori (ipocromia) e le emazie mostrano un’area cen-
trale maggiore di pallore nello striscio periferico.

Distribuzione delle dimensioni degli
eritrociti (RDW)

L’RDW (Red Cell Distribution Width) valuta le varia-
zioni della dimensione eritrocitaria (13-15% nel nor-
male), dato che 'MCV non é sensibile alla presenza di
popolazioni cellulari composte da un limitato numero
di elementi con volume che differisce da quello di pic-
co della distribuzione, come ad esempio in presenza
di reticolociti (Figura 21-7).

Conteggio dei reticolociti

I reticolociti nel plasma periferico sono cellule gio-
vani, di grandi dimensioni, anucleate, che contengo-
no residui di RNA ribosomiale (Figura 21-8). Questo
RNA richiede circa 24 ore per essere metabolizzato
completamente e scomparire dall’eritrocita, definito a
questo punto maturo. I filamenti di RNA nel citosol
vengono evidenziati con colorazioni specifiche (colo-
razioni sopravitali che precipitano 'RNA residuo). Il
conteggio dei reticolociti & espresso come percentuale
sul numero totale di eritrociti circolanti e in condizioni
normali corrisponde allo 0,5-2,5%. Il numero di reti-
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FIGURA 21-7 Esempio di indice di distribuzione del
volume dei globuli rossi (RDW) in condizioni normali e
di reticolocitosi.

colociti, quindi, costituisce un buon indice di quanti
nuovi eritrociti il midollo osseo riesce ad immettere
in circolazione ogni giorno, circa lo 0,8-1%. Per uti-
lizzare il conteggio dei reticolociti come indice della
produzione midollare bisogna pero effettuare due
correzioni:

1) la conta dei reticolociti deve essere corretta per il
grado di anemia;

2) la conta dei reticolociti deve essere ulteriormen-
te corretta quando compaiono nello striscio di
sangue periferico reticolociti midollari (macro-
citi policromatofili), cioe cellule pitt immature
rispetto ai normali reticolociti.

Il valore ottenuto viene definito indice di produ-
zione dei reticolociti. Un indice > 3% viene conside-
rato una buona risposta all’anemia, mentre un valo-
re <2% viene considerato una risposta insufficiente.

Conteggio dei leucociti e formula
leucocitaria

Il conteggio deileucociti viene eseguito con uno stru-
mento automatico o al microscopio su uno striscio
di sangue (colorato con May-Griinwald-Giemsa) e
comprende i neutrofili, gli eosinofili, i basofili, i linfo-

FIGURA 21-8 Reticolociti in uno striscio di sangue pe-
riferico.
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citi e i monociti. Il conteggio differenziale ¢ espresso
come percentuale per singolo leucocita e classifica ul-
teriormente i neutrofili in segmentati o a banda. Per
quanto riguarda l'ultima distinzione, un neutrofilo a
banda ¢ una cellula il cui il nucleo ha una configura-
zione a S, C o U e che occupa piu della meta dell’am-
piezza di un ipotetico nucleo tondo. Un neutrofilo &
segmentato se il nucleo ha cominciato a formare lobi.

Il numero totale di leucociti varia da 4300 a
10.800 cellule/mL, con la seguente normale formu-
la differenziale: neutrofili totali 45-74%, neutrofili a
banda 0-5%, eosinofili 1-7%, basofili 0-2%, linfociti
16-45% e monociti 4-10%. Un aumento nel numero
assoluto di leucociti viene definito leucocitosi as-
soluta, nel caso di neutrofili, leucocitosi neutrofila
assoluta o neutrofilia assoluta, mentre di eosinofili
viene definito come eosinofilia. Una diminuzione
del numero di leucociti & definita leucopenia (neu-
tropenia, linfopenia, ecc.).

Un aumento relativo di leucociti si riferisce ad un
aumento della percentuale di cellule nella formula
differenziale senza un corrispondente aumento del
numero assoluto. Per esempio, se il numero di leuco-
citi € 15.000 cellule/mL (aumentato) e la percentuale
dei linfociti & 60% (aumentata), il numero assoluto
dei linfociti € 9000 cellule/mL, che ¢ aumentato in un
adulto (linfocitosi assoluta). Tuttavia, se il numero
totale di leucociti & 6000 cellule/mL (normale) e la
percentuale di linfociti & 60% (aumentata) il numero

Anisocitosi
(variazioni
delle dimensioni)
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assoluto di linfociti & 3600 cellule/mL, che ¢ normale,
quindi il termine di linfocitosi relativa.

Le alterazioni dei leucociti vengono trattate di
seguito, ma molte variabili possono influenzare il
numero totale di leucociti tra cui I'eta (i bambini
hanno un numero maggiore di linfociti degli adul-
ti), il gruppo etnico (gli afroamericani hanno un nu-
mero di linfociti globale inferiore rispetto ai bian-
chi), 'uso di tabacco (i fumatori hanno un numero
di neutrofili maggiore dei non fumatori) e i farmaci
(ad es. la fentoina aumenta il numero di linfociti, i
corticosteroidi aumentano il numero dei neutrofili).

Conteggio delle piastrine

Vedi paragrafo “Esami di laboratorio nell’emostasi”.

Esame dello striscio periferico

Un esame accurato dello striscio periferico al mi-
croscopio € obbligatorio in ogni valutazione ema-
tologica. Si deve analizzare la morfologia dei globuli
rossi: si possono evidenziare variazioni della forma
(poichilocitosi) e delle dimensioni (anisocitosi),
grado di ipocromia o ipercromia (che si correla alla
concentrazione di Hb in ciascun eritrocita), presen-
za di eritrociti policromatofili (reticolociti midolla-
ri; vedi sopra) o di cellule con caratteristiche speci-
fiche (cellule a falce, cellule bersaglio, burr cell, spur
cell, ecc.) (Figura 21-9).

Microciti
(le cellule in media
sono piu piccole)

Macrociti
(le cellule in media
sono piu grandi)

Eritrociti normali ‘

RS

Poichilocitosi
(irregolarita della forma)

Forme speciali

Schistociti

Cellule di Burr (frammenti di globuli rossi)

> %

S7%

di emoglobina

Anormalita

Emoglobinopatie —

Basso contenuto —>(.) Cellula ipocromica
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S ——_— () Cellule falciformi

FIGURA 21-9 Alterazioni morfologiche degli eritrociti in diverse situazioni patologiche.
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Deve essere valutata la morfologia dei leucociti e
la presenza in circolo di forme immature (blasti) e,
in alcune malattie, possono essere identificati nel-
lo striscio microrganismi, ad esempio il plasmodio
della malaria.

Esame del midollo osseo

1l prelievo di midollo osseo viene di solito effettua-
to dalla cresta iliaca posteriore (Figura 21-10) dato
che in quest’area si puo eseguire con sicurezza sia
una aspirazione sia una biopsia di midollo osseo, ma
un’aspirazione puo essere eseguita (con le dovute
cautele) anche a livello sternale. Per effettuare I'a-
goaspirato del midollo si utilizza un ago molto piu
sottile e non € necessaria I'incisione della cute. La
biopsia, d’altra parte, da un quadro piti dettagliato.
Gli elementi che vengono presi in considerazio-
ne in un normale esame midollare sono: la valuta-
zione della cellularita (normalmente vi ¢ un 30% di
grasso e un 70% di cellule), il calcolo del rapporto
mielociti/eritrociti (usualmente 2,5/1), la valutazio-
ne della morfologia delle cellule emopoietiche, la va-
lutazione del numero e della morfologia dei mega-
cariociti e una stima dello stato delle riserve di ferro
per mezzo di una colorazione con il blu di Prussia
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(assente nella carenza di ferro, aumentata nell’ane-
mia da infiammazione cronica e nelle anemie side-
roblastiche).

Gli esami midollari non sono generalmente ne-
cessari nello studio della maggior parte delle anemie
microcitiche (un’eccezione ¢ 'anemia sideroblastica
dove possono essere identificati sideroblasti ad anel-
lo), nelle anemie da carenza di vitamina B , o acido
folico e nelle anemie emolitiche. Tuttavia, I'esame &
quasi sempre indicato per valutare un’anemia apla-
stica o una pancitopenia (riduzione di tutte le cellule
emopoietiche nel sangue periferico), in tutte le ma-
lattie mieloproliferative (ad es. policitemia vera), in
tutte le leucemie, per valutare la presenza di malattie
metastatiche o granulomatose delle ossa e per un’a-
deguata stadiazione dei linfomi maligni di tipo Ho-
dgkin e non Hodgkin (si definisce automaticamente
stadio IV se viene coinvolto il midollo).

Esami citologici e citogenetica

L’immunofenotipizzazione ¢ basata sull’identifica-
zione di antigeni di superficie, di citoplasma e nu-
cleari mediante reagenti costituiti da anticorpi mo-
noclonali coniugati con fluorocromi. La presenza di
un dato antigene viene rilevata e utilizzata come un

Cresta iliaca

Midollo osseo

FIGURA 21-10 Modalita di esecuzione di un agoaspirato/biopsia del midollo osseo.
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