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Scopo  del nostro studio & staro quello di valutare lincidenza di
mutazgioni geniche predisponenti alla trombofilia in donne con gravi-
danze complicate da pre-eclampsia, minaccia di parto prematuro, mi-
naccia di aborto, oltre che in donne positive per abortiviti ripetuta,
prestando particolare attenzione ai fattori MTHFR, Gpllla, ACE e
CBS. Al momento dell arruolamento nello studio ogni donna é stata
sottoposta ad uno screening specifico per lidentificazione di 12 muta-
gioni dei fattori della coagulazione: Fattore V Leiden (R5060); Fat-
tore V Leiden (H1299R); Fattore II (G20210A); MTHFR (C6777T);
MTHFR (A1298C); CBS; PAI 1; CETP (1405V); GP Illa (Pla2);
ACE; AGT; ApoE. Quello che si é cercato di mettere in evidenza ¢ co-
me alcune mutazioni genetiche, essendo relativamente comuni, posso-
no essere definite come semplici polimorfismi ma, se associati tra loro o
combinati con specifiche componenti ambientali, possono elevare note-
volmente lo sviluppo di patologie. Non c@ dubbio sulla “non conve-
nienza” di uno screening di massa per identificare i soggetti a rischio
di trombofilia ereditaria, ma certamenie trova giustificazione, indi-
pendentemente dal costo, su pazienti selezionate e che presentano evi-
denti fattori di rischio per patologia trombo-embolica.

SUMMARY: Thrombophilia in pregnancy: polymorphisms MTHEFR,
CBS, ACE and GpllIla, our experience.

V. RaGuccl, C. D1 SERIO, MARCELLO D1 SERIO, MAURIZIO D1 SERIO,
1. PiccriLLO, G. DANzI, A. TOLINO

The aim of our study was to evaluate the incidence of genetic mu-
tations predisposed to trhombophilia in women with pregnancies com-
plicated by pre-eclampsia, threat of premature delivery, threat of abor-
tion and in women positive for repeated abortions, paying special at-
tention to the MTHFR, Gpllla, ACE and CBS factors. Upon re-
cruitment, each patient was subjected to a specific screening for iden-
tification of 12 coagulation factor mutations: Fattore V' Leiden
(R5060); Fattore V' Leiden (HI1299R); Fattore II (G20210A);
MTHFR (C677T); MTHFR (A1298C); CBS; PAI I; CETP
(1405V); GP Illa (Pla2); ACE; AGT; ApoE. It has attempted o evi-
dence that some genetic mutations, being relatively common, can be as
definite as simple polymorphisms but, if associated or combined with
specific environmental components, they can considerably raise the de-
velopment in pathology. There is no doubt about the "not advantage”
of one mass screening to identify the hereditary thrombophilia risk
subjects, but certainly finds justification, independently of the cost, on
selected patients and what clear risk factors have for thrombo-embolic
pathology.
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Introduzione

La mrombofilia ¢ una condizione patologica di au-
mentato rischio trombotico, come conseguenza di una
eccessiva coagulabilita del sangue.

La maggior parte delle alterazioni trombofiliche, oggi
note, sono congenite, ossia trasmissibili da genitori a fi-
gli. Non si tratta di malattie, ma di condizioni che pre-
dispongono alla trombosi.

Un tipo diverso di alterazione trombofilica & costi-
tuita dalla trombofilia acquisita - compare durante il
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corso della vita e non ¢ trasmissibile geneticamente.

La trombofilia ereditaria & caratterizzata da una tra-
smissione genetica autosomica dominante; episodi di
trombosi prevalentemente venosa, di solito in assenza di
fatcori di rischio, con un esordio in etd giovanile ed
un’elevata tendenza a recidivare; episodi di abortivita ri-
petuta e/o feti nati morti.

Nella maggior parte dei casi si tratta di difetti o al-
terazioni di uno o pit fattori della coagulazione del san-
gue.

I geni, oggi noti, di suscettibilita alla trombosi, sono
delle varianti geniche che presentano una frequenza nel-
la popolazione tale da essere considerate delle varianti po-
limorfiche. Sono stati descritti numerosi polimorfismi
genici associati a trombosi riguardanti i faztori pro-coa-
gulanti quali fattore II (protrombina), fattore V, fatto-
re V11, fattore IX, fattore XIII.

Dal punto di vista della trasmissione genetica, la mag-
gior parte dei difetti trombofilici si presentano in forma
eterozigote e si trasmettono con modalith autosomica do-
minante a penetranza incompleta.

Le persone affette hanno una possibilita su due di tra-
smettere la predisposizione alla malattia ai figli, indi-
pendentemente dal sesso.

Si stima che in Italia il numero di individui omozi-
goti per il fattore V Leiden sia 1 su 4.000 - 5.000 e, in
tale condizione, il rischio di trombosi venosa & di circa
11 volte superiore rispetto a quello di un individuo ete-
rozigote e di 90 volte rispetto a un individuo con genotipo
normale.

Lindividuo omozigote ha, inoltre, una probabilita
circa doppia - rispetto all’eterozigote - di andare incon-
tro ad un episodio clinicamente rilevante di trombosi ve-
nosa, prima del trentacinquesimo anno di eta (Tab. 1).

Gravidanza: profilo emocoagulativo

Modificazioni fisiologiche

La gravidanza comporta una serie di modificazioni
che interessano il sistema circolatorio, il profilo emo-coa-
gulativo, 1l volume ¢ la composizione del sangue.

Un incremento del volume plasmatico del 15% ¢ evi-
dente gia alla 6° settimana di gestazione. Successivamente
(28°- 307 settimana) si verifica un ulteriore aumento pari
al 30-50%. Laumento massimo ¢ raggiunto verso la 34°
settitiana, con un aumento pari, o anche superiore, al
50%, tale da raggiungere i 4000 - 6000 ml di plasma.

Il numero dei globuli rossi subisce un aumento solo del
15-20%, cosicché il rapporto globuli rossi/plasma (ema-
tocrito) tende a diminuire. Questo comporta una si-
tuazione descritta come “anemia fisiologica della gravi-
danza’, con valori di emoglobina che da circa 12 g/dl
possono scendere a un minimo normale in gravidanza

di 10,5 g/dl.

La viscosita si riduce approssimativamente del 20%.
Probabilmente tale riduzione fa si che cali il rischio di
trombosi intervillosa e di infarcimento, quindi 'emo-
diluizione potrebbe rappresentare un fattore protettivo
per il letto vascolare utero-placentare.

L aumento del volume plasmatico ¢ dovuto agli eszro-
geni che incrementano lattivita del sistema renina-an-
giotensina-aldosterone ed al progesterone, che aumenta
la produzione di aldosterone.

In tal modo, la funzione dei tubuli renali - inibita dal
trattenere sodio - fa aumentare la diurest, cul segue ipo-
volemia che determina un aumento di renina al fine di
ripristinare un normale volume ematico.

I cambiamenti emo-coagulativi, invece, riguardano il
fattore I (fibrinogeno), aumentato del 20-30% alla fine
del 3° trimestre e del 100% al t¢imine della gravidan-
za; 1 fattori VII, VIIT e IX che aumentano del 100%; i
fattori X e XII che aumentano solo del 30%; il fattore
IT (protrombina) ¢d il fattore V che mantengono inva-
riata la loro concentrazione; i fattori XI e XIII che si ri-
ducono del 40-50%. Un’elevata deposizione di fibrina,
che coinvolge presumibilmente la circolazione utero-
placentare, ¢ evidente sin dal 2° mese di gestazione e au-
menta progressivamente fino al termine della gravidan-
za.

Il significato fisiologico di questa variazione non in-
dica un reale stato di “ipercoagulabilita”, bensi come mec-
canismo “difensivo” della gravidanza in cui la coagula-
zione risulta pili rapida ed efficace.

1l sistema fibrinolitico, invece, appare solo modera-
tamente aumentato.

Anche la concentrazione delle proteine sieriche subisce
una riduzione pari al 10% circa, soprattutto nel primo
trimestre, dovuta - per lo pit - alla riduzione della con-
centrazione dell’albumina che, al termine della gravidanza,
risulta ridotta del 20-25%.

Dopo circa otto settimane dal parto i valori del vo-
lume ematico ritornano poi alla normalita.

Laumentato volume ematico assolve a diverse fun-
zioni:

* sopperisce all’aumentata necessita ematica di un

utero pit grande;

¢ colma la crescente riserva venosa;

* protegge le partorienti dalle perdite di sangue al

momento del parto;

* protegge dall'ipercoagulabilita durante la pro-

gressione della gestazione.

Lipervolemia fisiologica nelle ultime settimane di ge-
stazione rappresenta una specie di riserva protettiva na-
turale, che consente a una gestante sana di perdere fino
a un litro di sangue senza evidenti modifiche di pressione
arteriosa e di frequenza cardiaca.

Trombofilia e gravidanza (Tab. 2)

Nella gravida affetta da trombofilia eredo-familiare
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TaBeLLA 1 - PREVALENZA DEI DISORDINI TROMBOFILICI CONGENITI ED ACQUISITI.
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la maggiore coagulabilita del sangue materno favorisce
eventl trombotici principalmente a livello del distretto
placentare.

La riduzione anatomo - funzionale del letto placen-
tare, infatti, ¢ tra le cause delle complicazioni acute o cro-
niche della gravidanza.

La gestante con trombofilia ¢ a rischio dei seguenti
eventi ostetrici avversi:

* insufficienza placentare cronica IUGR)

* insufficienza placentare acuta
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* morte endouterina fetale

* distacco intempestivo di placenta

* pre-eclampsia (da lieve a severa)

* aborto spontaneo

* aborti ricorrenti

Secondo le linee guida le indagini di laboratorio per
individuare i fattori di rischio di trombosi si dividono
in test di I livello (emocromo completo; anticorpi an-
ticardiolipina; lupus anticoagulant; omocisteinemia;
valutazione funzionale resistenza alla proteina C attiva-
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TaBeLLA 2 - CORRELAZIONE TRA PATOLOGIA GRAVIDICA E DIFETTI TROMBOFILICI.
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ta o analisi del DNA per il fattore V di Leiden; analisi
del DNA per la mutazione genica della protrombina);
test di IT livello (valutazione funzionale AT 111, valuta-
zione funzionale proteina C, valutazione funzionale o im-
munologica della proteina S); test di III livello, nei casi
in cui c’¢ forte indicazione di familiarita per trombosi
o ci sia mancata diagnosi ai test di [ e IT livello (livelli di
fibrinogeno, fattore V1II, e tempo di protrombina); test
IV livello - ricerca - (analisi del DNA per la mut. C667T
di MTHEFR, livelli dei fattor1 V, VII, IX, X, X1, analisi
del polimorfisitio del PAL livelli di plasminogeno, livelli
di trombomodulina, livelli di attivazione tissutale del pla-
sminogeno, livelli di eparina - cofattore II).

Materiali e metodi

Scopo del nostro studio ¢ stato quello di valutare I'in-
cidenza delle principali mutazioni geniche dei fattori del-
la coagulazione in donne con gravidanze complicate da
pre-eclampsia, minaccia di parto prematuro, minaccia
di aborto, oltre che in donne positive per abortivita ri-
petuta.

Lo studio, condotto dal marzo 2007 al maggio 2009,
¢ stato effettuato su un campione di 224 gravide seguite
presso il Dipartimento di Emergenza Ostetrica ¢ Gineco-

logica, Medicina della Riproduzione e Urologia del Poli-
clinico Universitario “Federico II” di Napoli, in colla-
borazione col Dipartimento di Ginecologia ed Ostetricia
ed il Laboratorio di analisi dell’ Ospedale “S. Giuseppe
Moscati” di Aversa.

Il campione in esame risulta cos costituito: 64 don-
ne affette da pre-eclampsia; 40 da minaccia di parto pre-
termine; 32 da minaccia di aborto e 88 positive per po-
liabortivita.

L ipertensione gestazionale & stata definita in base alla
presenza di valori di pressione pari a 140/90 mmHg in
due rilevazioni successive a partire dalla ventesima set-
timana di gestazione.

La diagnosi di pre-eclampsia, invece, & stata effettua-
ta in presenza di pressione arteriosa superiore o uguale
a 140/90 mmHg e di un’ escrezione di almeno 3 gr di
proteine nelle urine delle 24h.

[ criteri di inclusione sono stati: eta compresa tra i 25
¢ i 35 anni; non fumatrici; non uso di anticoncezionali da
almeno un anno; negative per obesita, diabete e ipertensione
essenziale; negative per pregressi interventi chirurgici sul-
la sfera genitale (miomectomie, endometriosi, metroplasti-
ca, etc..); negative per infezioni sessualmente trasmesse; ne-
gative per malattie autoimmuni.

Al momento dell'arruolamento nello studio ogni don-
na ¢ stata sottoposta ad uno screening specifico per l'i-
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TaBeLLA 3 - INCIDENZA DELLE 12 MUTAZIONI GENETI-
CHE DEI FATTORI DELLA COAGULAZIONE IN TUTTO
IL CAMPIONE DA NOI ESAMINATO.

Mutarione Ha
Farrore V' (ELS060F) 256
Farrore ¥ (H 1 297HK) 16,055
Faerare I (G202 10M4) 13,33
MTHFR {C677T) 7517
MTHER (A1 298] 13,35
CHS s, 65
PAlLI 25
CETT {1405V} 2322
GIF Dlla {Pla2) 36,11
ACE H945
L | 13.87
A | A%

dentificazione di 12 mutazioni dei fattori della coagu-
lazione: Fattore V Leiden (R5060); Fuattore V' Leiden
(HI299R); Fattore Il (G20210A); MTHFR (C677T);
MTHFR (A1298C); CBS; PAL 1; CETP1405V); GP llla
(Pla2); ACE; AGT; ApoE.

Di particolare interesse sono risultate le mutazioni
MTHEFR (C677T) (75.17%); CBS (66,65%); GPIIla
(36,11%) ed ACE (69,43%) (Tab. 3).

Il test st basa sul principio dell’ibridizzazione inver-
sa e comprende tre fasi successive:

1. 1solamento del DNA da sangue non coagulato;

2. amplificazione simultanea dei geni rilevanti nel-

la regione di interesse e marcatura terminale con
biotina dei frammenti amplificati;

5. 1bridazione su strip dei frammenti amplificati bio-

tinilati con sonde oligonucleotidiche allele-spe-

cifiche.

Risultati

Nel gruppo delle 64 donne che presentavano pre-
eclampsia si ¢ osservato che le mutazioni piti frequenti
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Figura 1 - Pre-Eclampsia

in eterozigosi sono state quelle C677T di MTHER (75%)
ed il polimorfismo Pla2 di GP Illa (75%); in omozigosi,
invece, la delezione di CBS (50%) e di ACE (35%) sono
state le pili espresse, mentre solo nel 25% dei casi si ¢ os-
servato il polimorfismo Pla2 di GP Illa in omozigosi (Fig.
1).

Nel gruppo delle 40 donne con minaccia di parto pre-
termine la percentuale in eterozigosi dei geni conside-
rati & stata: 100% per il polimorfismo Pla2 GP Illa; 80%
delezione del’ACE; 60% MTHFR C677T; 40% de-
lezione CBS. Per quanto riguarda le mutazione in
omozigosi, la pili rappresentata ¢ stata la delezione del
CBS (60%), mentre sia la delezione dellACE che
MTHER C677T sono risultate nel 20% dei casi (Fig.
2).

Nel gruppo dei 32 casi di minaccia di aborto le per-
centuali delle mutazioni in eterozigosi e omozigosi si sono
invece presentate equamente distribuite: delezione del
CBS, polimorfismo Pla2 GP I1la e C677T MTHEFR nel
50% dei casi, sia in eterozigosi che in omozigosi; men-
tre la delezione del’ACE ¢ risultata nel 75% in omozi-
gosi e solo nel 25% in eterozigosi (Fig. 3).

Infine, anche tra le 88 donne positive per poliabor-
tivitd, le mutazioni dei quattro geni analizzati hanno man-
tenuto un’alta frequenza, presentandosi quasi con la stes-
sa percentuale in omozigosi o eterozigosi: MTHFR
C677T 40%, sia in eterozigosi, che in omozigosi; dele-
zione CBS nel 55% dei casi in eterozigosi e 35% in omo-
zigosi; polimorfismo Pla2 GP Illa nel 45% dei casi in
eterozigosi e 50% in omozigosi; delezione ACE nel 48%
dei casi in eterozigosi e 52% in omozigosi (Fig. 4).
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Figura 2 - Minaccia di parto pretermine.
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Figura 3 - Minaccia di aborto.

Discussione e conclusioni

Il progetto genoma umano ha consegnato alla co-
munita scientifica internazionale una sequenza geneti-
ca di tre miliardi di paia di basi condivise al 99% da tut-
ti gli individui.

Figura 4 - Poliabortivita.

Le ditferenze tra gli individui sono caratterizzate, per
la maggior, parte da polimorfismi nucleotidici, ovvero
cambiamenti di una singola base nel DNA.

Quello che si sta mettendo in evidenza & come alcuni
polimorfismi genetici relativamente comuni, se associati
tra loro o combinati con specifiche componenti am-
bientali possono elevare notevolmente lo sviluppo di pa-
tologie.

I fattori trombofilici piti studiati vanno dalla proteina
C e proteina S (cause frequenti di T.V.P), mutazioni del
fattore V di Leiden (resistenza alla proteina C attivata -
AP.CR.), fattore II (aumentati livelli di pro-trombina
e trombina), AT III (aumento dell’attivita della pro-trom-
bina), MTHFR (iperomocistinemia). A questi si sono
aggiunti altri polimorfismi genetici (CBS, ACE, Gpllla)
che sono stati oggetto del nostro studio.

Nella nostra esperienza, infatti, la ricerca di tali po-
limorfismi in rapporto alle patologie ostetriche in esa-
me ha mostrato una forte correlazione. Difatti nei casi
di pre-eclampsia risulta molto frequente la presenza con-
temporanea di pitt mutazioni trombofiliche, piuttosto
che la sola presenza del polimorfismo ACE DD.

In accordo con i nostri risultati possiamo affermare
che “la forza di associazione tra polimorfismo ACE DD e
gestosi & maggiore soprattutto quando nella donna sono pre-
senti, contemporaneamente, altre condizioni di predispo-
sizione ad ipertensione ed aterosclerosi” (mutazioni di MTH-
FR, CBS e Gp IIla).

Nei casi di minaccia di parto pretermine tutti i po-
limorfismi in esame sono altamente rappresentati, sia in

omozigosi che eterozigosi: MTHFR 80%; CBS, Gpllla
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e ACE 100%. Questo si trova in perfetto accordo con il
fatto che condizioni di predisposizione all'iperomoci-
stinemia, iperaggregazione ed ipertensione, favorendo lo
stato di ipossia placentare e di costante aumento delle re-
sistenze in tale distretto arterioso, possono essere consi-
derati fattori di rischio per la minaccia di parto preter-
mine, nonché minaccia di aborto e poliabortivita (st~
dio Valdez e studio Fatini).

In definitiva, allo stato attuale, tramite uno screening
routinario, si ¢ in grado di identificare tutti i soggetti a
rischio di trombofilia ereditaria.

Esistendo, pero, un’ ampia gamma di polimorfismo
e di eterozigosi, a cui non sempre seguono complican-
ze ostetriche: “quale é, allora, il reale rapporto costo-be-
neficio di tale approccio?”

Non c’& dubbio sulla “non convenienza” di uno scree-
ning di massa, ma certamente trova giustificazione, in-
dipendentemente dal costo, su pazienti selezionate e che
presentano evidenti fattori di rischio per patologia
trombo-embolica.
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La perdita di un individuo giovane in eta ripro-
duttiva ha un peso incalcolabile sull’equilibrio socia-
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