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Detectia mutatiilor trombofilice
IN boala abortiva recurenta

Detection of the thrombophilic mutations in recurrent pregnancy loss

Abstract Rezumat

Almost 5% of women of fertile age can be affected by
recurrent pregnancy and almost half of the cases are

of unknown etiology. The Prothrombin G20210A gene
polymorphism, Factor V Leiden mutation G1691A,
MTHFR A1298C and C677T mutations, Fibrinogen G455A
mutation, PAI-4G/5G are the most frequent thrombophilic
mutations investigated. Determining their association is
of really good interest because of the possible treatments
which can increase the odds to have a live birth.

The association with recurrent pregnancy loss is still
controversial for many authors. We tested a group of 231
patients with recurrent pregnancy and 100 patients in a
control group. The incidence of thrombophilic mutations
was increased in the study group over the controls. The
investigations for thrombophilia could be routinely
introduced in the patients with recurrent pregnancy loss.
Keywords: thrombophilia, recurrent

pregnancy loss, pregnancy

Introducere

Statusul protrombotic a fost intotdeauna asociat cu
fiziopatologia multor posibile complicatii obstetricale
ce au ca origine afectarea placentarad (preeclampsia,
insuficienta de crestere intrauterina, dezlipirea de
placenta normal inserata si moartea fetala in utero). In
conformitate cu Societatea Europeani de Reproducere
Umana si Embriologie (ESHRE), boala abortiva recuren-
ta este reprezentata de pierderea recurenti consecutiva
a cel putin trei sarcinila mai putin de 20 de saptamani
de gestatie. Aceasta poate reprezenta pana la 2% din
totalul pierderilor de sarcind®?.

Cu toate acestea, exista pareri care sustin ca existenta
a doud sau mai multe avorturi nu neaparat consecutive
pot fiasociate cu boala abortiva®. Pierderea unei sarcini
indiferent de varsta gestationala la care se produce este
un eveniment nefericit care afecteaza viata cuplului si
determina aparitia unui stres extraordinar in momentul
unei viitoare sarcini.

Cu ajutorul investigatiilor paraclinice de prim ni-
vel (ecografie, histerosalpingografie, histeroscopie,
laparoscopie) se incearca identificarea pacientelor cu
modificiri anatomice si de functionalitate ale aparatului
genital. Folosindu-se aceste metode, putem determina
pani la 15% din cauzele pierderilor de sarcin, incer-
cdndu-se astfel identificarea unui tratament precis si

Pand la 5% din femeile in perioada fertild pot fi afectate

de avorturile recurente, iar in aproape jumatate din cazuri
etiologia acesteia este necunoscutd. Polimorfismul genei
protrombinei G20210A, Factorul V Leiden mutatia G1691A,
MTHFR mutatia A1298C, MTHFR mutatia C677T, fibrinogen
mutatia G455A, PAI-1 polimorfismul 4G/5G sunt cele mai
frecvente mutatii trombofilice investigate in cazul asocierii
acestora cu boala abortivd recurentd. Determinarea asocierii
acestora este de un real interes datoritd potentialelor
tratamente care pot imbunadtdti sansele de a duce la bun
sfdrsit o sarcind. Cu toate acestea, asocierea intre avorturile
recurente si trombofilie este incd controversatd pentru multi
autori. S-a testat un grup de 231 de paciente cu avorturi
recurente si 100 in grupul de control. Incidenta mutatiilor

a fost semnificativ crescutd in grupul investigat fata de
grupul de control. Investigatiile pentru trombofilie ar putea fi
introduse de rutind in cazul pacientelor cu avorturi recurente.
Cuvinte-cheie: trombofilie, boald abortivd, sarcind

tintit pentru rezolvarea cauzei®. Un alt aspect impor-
tant il reprezinta anomaliile cromozomiale care pot fi
incriminate in aparitia avorturilor de prim trimestru®.
Folosindu-ne de noile achizitii dobandite in cadrul
biologiei moleculare, procentul de pierderi de sarcina
inexplicabile s-a redus la 2-5%, putandu-se diagnostica
mutatii trombofilice in 15-18% din cazuri®.

In ultimii ani, detectia mutatiilor trombofilice a cas-
tigat unul dintre locurile fruntase printre factorii de
risc rispunzatori de pierderile recurente de sarcina. In
literatura de specialitate exista lucrari care sugereazi
o stransa interrelatie intre trombofiliile ereditare si
pierderile recurente de sarcina. Cu toate acestea, in
contrapartidi existad cercetatori care nu sustin o cau-
zalitate intre ele®.

Trombofiliile sunt consecintele mutatiilor polimorfice
la nivelul genelor care codifica factorii de coagulare si
care astfel predispun la aparitia unui status procoagu-
lant la nivelul circulatiei utero-placentare. Tromboza
la nivelul vaselor deciduale poate duce la complicatii
majore precum insuficienta de crestere intrauterina,
preeclampsie, abruptio placentae, moarte fetali si im-
plicit boala abortivd recurenta®.

Exista doua tipuri de trombofilii: dobandite si eredi-
tare. Primul tip face referinta la sindromul antifosfo-
lipidic, care este cel mai raspandit tip de trombofilie
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dobandita, cu importanta majora dovedita in aparitia
pierderilor de sarcina.

Trombofiliile ereditare sunt definite, conform Socie-
tatii de Trombozi si Hemostaza, ca o tendinta genetica
pentru evenimente trombotice care sunt evidentiate
clinic inca de la varsta reproductiva, cu recidive frecven-
te, fara cauza aparenta. Transmiterea caracteristicilor
trombofiliilor nu respecta regulile mendeliene si exista
posibilitatea ca o pacienti sa aiba o mutatie homozigota
pentru un factor de coagulare, fapt ce ii asigura un risc
mult sporit pentru aparitia complicatiilor. De asemenea,
decelarea mai multor mutatii in cazul aceleiasi paciente
creste semnificativ riscul pentru initierea unui episod
trombotic pe parcursul sarcinii®.

Intr-o metaanaliza, Rey a aratat o crestere a riscu-
lui de pierdere a sarcinii de doui ori pentru perioada
gestationald mai micd de 13 siptimaini si de 7,8 ori
pentru perioada siptamanilor 13-19 pentru pacientele
purtitoare de mutatie a factorului V Leiden. Riscul
era crescut de 2,6 ori pentru pacientele cu mutatia
factorului II si de 3,5 ori pentru pacientele cu deficit
de proteina C%?.

Cele mai cunoscute trombofilii ereditare sunt repre-
zentate de: factor V Leiden mutatia G1691A, MTHFR
mutatia A1298C; MTHFR mutatia C677T; fibrino-
gen mutatia G455A; factor II (protrombina) mutatia
G20210A; PAI-1 polimorfismul 4G/5G. Acestea au fost
investigate in grupul de studiu pentru a se observa
prevalenta acestora in cadrul unei populatii cu avorturi
recurente.

Material si metoda

In tara noastra nu au fost prezentate studii cu privire
la prevalenta trombofiliei in populatie si implicit in
incidenta asocierii acesteia cu boala abortivi recurenta.
Studiul a fost efectuat prin intermediul laboratului
de geneticid Genetic Lab, unde au fost testate 231 de
paciente cu avorturi recurente si 100 in lotul de control
in perioada august 2012 - ianuarie 2014.

Am considerat de bun augur si ciutim prevalenta
mutatiilor trombofilice la pacientele cu cel putin doud
sarcini pierdute care nu au dus nici o sarcini la termen,
cumentiunea ca unele dintre ele au avut si manifestari
tromboembolice separate. Acestea au fost luate in con-
siderare in analiza pacientelor si inventariate separat.
Rezultatele au fost comparate cu un lot martor de 100
de paciente care au dus cel putin o sarcini la termen si
au avut maximum un avort in antecedente.

Mostrele de sidnge s-au prelevat de la paciente care
nu au primit medicatie anticoagulanti si care sa nu fi
avut un eveniment obstetrical in ultimele doua luni.
Acest lucru a fost luat in considerare pentru a preveni
modificarile la nivelul valorilor proteinei C activate si
a proteinelor implicate in coagulare.

Pacienti

Pacientii au semnat un consimtdmant informat prin
care s-a asigurat pastrarea confidentialitatii, identitatii
si a rezultatului obtinut.

Extractia ADN-ului

De la fiecare pacient s-au recoltat cite 2 ml singe peri-
feric prin venipunctura in vacutainere cu anticoagulant
EDTA. ADN-ul a fost izolat din 200 pl sadnge periferic
utilizdnd QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN).

Detectia mutatiilor genelor
entru factorul V (G1691A) si factorul II
G20210A) al coagularii prin Real-Time PCR
Probele ADN au fost analizate utilizand factor V
Leiden Kit si respectiv factor II (Prothrombin) Kit
conform instructiunilor producatorului (Roche). De-
tectia mutatiilor G1691A si G20210 s-a realizat prin
Real Time PCR pe aparatul Light Cycler 480 II (Roche).
Testul se bazeaza pe tehnologia FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) pentru amplificarea ADN,
urmata de analiza curbei de topire pentru determinarea
genotipurilor homozigot normal, homozigot mutant sau
heterozigot. In timpul etapei de topire, temperatura
crescuta determina sciderea fluorescentei, deoarece
cea mai scurta dintre cele douid sonde fluorescente
disociazi prima si fluoroforii nu mai sunt in imediata
apropiere. In cazul prezentei mutatiilor G1691A sau
G20210, nepotrivirea perfectid a sondei cu ADN tinti
destabilizeazi catenele ADN si sciderea fluorescentei
se va produce la o temperatura mai joasi. In cazul
genotipului normal, potrivirea pe bazd de complemen-
taritate este perfecta si, prin urmare, heteroduplexul
ADN are temperatura de topire mai mare. Genotipul
heterozigot va prezenta doui semnale fluorescente la
ambele temperaturi de topire.

Detectia mutatiilor genei MTHFR
prin PCR-RFLP

Pentru detectia mutatiilor C677T si A1298C s-au folo-
sit primerii citati in literatura de specialitate®. Pentru
fiecare mutatie s-a realizat o reactie PCR. Ambele reactii
au avut loc in aceleasi conditii. 500 ng ADN genomic
a fost amplificat intr-un volum de reactie de 25 pl cu
1,5 U Taq ADN polimerazi (Promega, Madison, USA),
10 pmoli fiecare primer, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP,
in tampon 1X (10 mM Tris-HCI pH 9, 50 mM NacCl).
In ambele reactii s-au folosit controale pozitive repre-
zentate de ADN mutant homozigot si ADN heterozigot
pentru mutatia C677T si respectiv A1298C. Ciclurile
de amplificare PCR au constat in denaturarea ADN 1
minut la 95°C, hibridizarea primerilor 30 s la 63°C si
elongarea primerilor 30 s la 72°C pentru 35 de cicluri,
urmate de un pas final de extensie la 72°C, timp de 7
minute. Pentru amplificarea PCR s-a folosit GeneAmp
PCR System 9700 thermal cycler®.

Marimea produsilor de amplificare este de 228 pb pen-
tru C677T si respectiv 128 pb pentru A1298C. Restrictia
ampliconilor rezultati in urma reactiei PCR s-a realizat cu
enzima HinfI (Promega) pentru detectia polimorfismului
C677T si cu enzima Mbo II (Promega) pentru detectia
polimorfismului A1298C. Dupa efectuarea reactiei de re-
strictie cu Hinf I, respectiv Mbo II, produsii de reactie au
fost vizualizati in gel de agaroza 4%. Polimorfismul C677T
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creeaza un situs de restrictie pentru enzima Hinf I, astfel
incit persoanele homozigote pentru aceastd mutatie (ge-
notip TT) vor prezenta un fragment de restrictie la 172pb.
Persoanele homozigote normale (genotip CC) vor prezenta
un singur fragment nerestrictat la 228 pb, iar persoanele
heterozigote (genotip CT) vor prezenta ambele fragmente:
228pb si172pb. Polimorfismul A1298C distruge un situs de
restrictie si creeazd un nou situs, astfel incat persoanele cu
mutatie homozigota (genotip CC) vor prezenta un fragment
de restrictie de 100pb, iar persoanele homozigote normale
(genotip AA) vor prezenta un fragment de restrictie la 72pb.
Persoanele heterozigote (genotip AC) vor prezenta ambele
fragmente de restrictie: 100pb si 72pb.

Rezultate

Varsta medie a lotului studiat cu boala abortiva re-
curentd a fost mai mica decat cea a lotului martor, 30
versus 34 de ani. Caracteristicile etnice au fost aceleasi,
neexistand discrepante intre ele. Consideram ci varsta
la care a debutat menarha, stilul de viatd (consumul
de alcool, tutun) nu sunt relevante pentru o diferenta
semnificativa intre cazurile clinice si cele din grupul
de control (tabelul 1).

Au fost luate in considerare rezultatele a 191 de pa-
ciente care au avut cel putin o mutatie trombofilica din
cele 231 de probe analizate (tabelul 2). Astfel, un pro-
cent covarsitor de 82% din probe a fost pozitiv pentru
cel putin o mutatie. In lotul studiat, cea mai frecventa
mutatie genetici decelata a fost 4G/5G (inhibitorul acti-
vatorului de plasminogen) atat in forma heterozigota, in
proportie de 63,1%, cat siin forma homozigota, 27,9%.
Al doilealoc in incidenta a fost ocupat de mutatia C677T
(polimorfismul enzimei metilen tetrahidrofolatreducta-
zei) cu 133 de paciente pozitive (75,2% heterozigote si
24,8% homozigote). Un lucru interesant a fost prezenta
a doui cazuri de mutatie homozigota pentru factorul I
G20210A, mutatie foarte rara, cu prognostic sever in
avorturile recurente. 40 de paciente din grupul investigat
nu au avut nici un fel de modificare trombofilici, in cazul
lor fiind necesare analize suplimentare pentru a putea
avea un indiciu privind cauza avorturilor recurente.
Rezultatele grupului de control de 100 de paciente sunt
prezentate in tabelul 3.

Suma tuturor alteratiilor genetice a fost 518, ceea
ce Inseamna ca existd paciente cu multiple alteratii
simultane trombofilice, numarul maxim de alteratii
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Figura 1. Detectia polimorfismului C677T (1,7- Marker 100pb, 2 - ADN homo-
zigot normal - genotip CC, 3 - ADN homozigot mutant - genotip TT, 4 - ADN
heterozigot - genotip CT; 5,6 - probe ADN homozigot mutant - genotip TT)

Figura 2. Detectia polimorfismului A1298C (1,7- Marker 100 pb, 2 - ADN
homozigot mutant - genotip CC, 3 - ADN heterozigot - genotip AC, 4, 5,6 - ADN
homozigot normal - genotip AA)
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Figura 3. Detectia mutatiei G1691A (Factorul V Leiden): A1 - proba martor
(proba fdrd ADN), A2 - control heterozigot pentru mutatia G1691A, A3-A9,
A11,A12-ADN homozigot normal, A10 - ADN heterozigot

Figura 4. Detectia mutatiei G20210A(F ll): A1 - proba martor (proba fcrd ADN),
A2 - control heterozigot pentru mutatia G20210A, A3,A4 - ADN homozigot
normal, A5 - ADN heterozigot, A6, A7 - ADN homozigot normal
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AR Caracteristicile lotului de studiu/lot control

1o

Lot de studiu (231) Lot de control (100)
Varsta medie+/- DS 30+/-1,1 34+/-0,9
Interval de varsta 25-37 29-42
Numar de sarcini pierdute 2,8+/-1,2 0,7+/-0,3
Istoric medical de tromboza venoasa 15% 3%
Incidenta mutatiilor trombofilice in cadrul grupului investigat
| bl | g || g | ot
Heterozigoti 25 71 103 62 19 130
Homozigoti 9 15 30 9 2 43
Total 34 86 133 7 21 173
Incidenta mutatiilor trombofilice in cadrul lotului martor
e | PO | i || g |t |
Heterozigoti 4 5 6 0 12
Homozigoti 0 0 1 0 1
Total 4 5 7 0 13
in cazul unei paciente fiind de 4. Numarul multiplu Discutii

de polimorfisme genetice diagnosticate in cazul unei
paciente s-a dovedit a fi un risc mai mare pentru aparitia
complicatiilor in timpul sarcinii atit in primul trimestru
de sarcind, cat si ulterior in cazul complicatiilor tardi-
ve, respectiv dezilipirea de placenta normal inserata,
insuficienta de crestere intrauterina, preeclampsia si
moartea fetald in utero®>'®.

Am investigat frecventa a sase mutatii ale factorilor
de coagulare siincidenta acestora in rAndul pacientelor
cu avorturi recurente. Limitele acestui studiu reprezinta
numarul relativ redus de paciente in cele doua grupuri.

Rezultatele decelate aratd o prevalenta crescuti a
polimorfismului factorilor de coagulare in grupul pa-
cientelor cu boala abortiva recurenta. Acest lucru vine



Forum Ginecologia: lucrari

si sublinieze inca o data asocierea acestei patologii
cu tromboza vaselor deciduale si implicit dificultatea
implantarii si asigurarii nutritiei embrionului. Cu toa-
te acestea, si alte mecanisme pot fi invocate pentru
prognosticul nefavorabil al pacientelor cu trombofilie,
precum lezarea vaselor deciduale sau reducerea invaziei
trofoblastului.

Mutatia factorului V Leiden si MTHFR C677T au
avut o frecventa semnificativ crescutd in primul grup.
Factorul V Leiden se regaseste intr-un numar crescut
in populatia caucaziani din estul Europei®®. Cu toate
acestea, incidenta lui este foarte scizuti in Asia, Africa
si Australia®.

Putem observa faptul ca in grupul de control nu au
fost regisite paciente cu mutatii homozigote pentru
factorul V Leiden versus 9 cazuri in grupul-tint3, de
aici si ipoteza cd prezenta acestei mutatii este strans
legata de un risc crescut pentru rezistenta la proteina C
activata. Cu toate acestea, prezenta mutatiei factorului
V poate avea si un efect pozitiv, conferind pacientelor
un risc mai scazut de aparitie a sangerarilor postpar-
tum, acestea avand o oarecare protectie in cazul unui
episod hemoragic ulterior nasterii®®.

Asocierea cu cel mai puternic risunet in boala abor-
tiva recurentd a fost in 26 de cazuri care au fost po-
zitive pentru cel putin 4 mutatii trombofilice: factor
V Leiden G1691A, MTHEFR C677T, fibrinogen G455A
si polimorfismul PAI 4G/5G, toate pacientele avind
minimum 3 sarcini pierdute.

Au fost depistate in grupul investigat doui cazuri
de mutatie homozigota a factorului IT G20210A si nici
unul in grupul de control. Alintas et al., intr-un studiu
efectuat pe 114 pacienti, au aratat ca nu au gisit o sem-
nificatie statisticd pentru avorturile de prim trimestru
pentru mutatia G20210A™. Cu toate acestea, trebuie
mentionat ca in cazul nostru ambele paciente cu mu-
tatie homozigotd pentru factorul II aveau 3 avorturi
recurente, una dintre ele fiind pozitiva de asemenea si
pentru PAI 4G/5G forma homozigota.
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Un alt aspect relevat de studiu a fost varsta gestatio-
nald medie la care s-a produs pierderea sarcinii, respec-
tiv 9,2 saptamani, putind trage concluzia ca incidenta
bolii abortive a fost preponderenta in primul trimestru
de sarcini. Comparativ, intr-un studiu prezentat de
Viser et al., virsta medie a sarcinilor pierdute a fost
de 12,3 siptamani de gestatie, la limita de trecere a
perioadei primului trimestru de sarcinad®”. Aparitia
unei pierderi de sarcini in cazul pacientelor trombofilice
este un eveniment nefericit si relativ sporadic. Cu toate
acestea, insa, frecventa complicatiilor in cazul acestora
(IUGR, moarte fetala in utero, dezlipirea de placenta
normal inserati) este semnificativ crescutai®®. Este
probabil necesar inca cel putin un factor trigger care
sa actioneze sistemic sau local la nivel placentar pentru
a determina aparitia unui prognostic nefavorabil®®.

Limitele studiului nostru s-au datorat numarului
relativ redus de esantioane analizate, acest aspect exis-
tand din cauza costurilor relativ ridicate ale procesarii
analizelor.

Totodati, suntem convinsi ca exista o baza mult mai
largi de paciente cu boala abortiva recurenta care nu
au cunostinte despre notiunile asociate trombofiliei
si de aici nevoia de familiarizare atit a acestora, cit
si a medicilor cu posibilitatea existentei mutatiilor
si cu efectele pe care acestea le pot avea asupra vietii
reproductive. In concluzie, noi am sugera testarea de
rutini a pacientelor cu minimum doui avorturi recu-
rente pentru markerii de trombofilie pentru a putea
decela precoce existenta lor. Depistarea acestora poate
oferi oportunitatea identificirii femeilor carorali s-ar
putea aplica protocoale de tratament pentru a imbu-
natati rata de obtinere si posibilitatea de a duce la bun
sfarsit o sarcina. H

Mentiune: Aceastd lucrare este partial sprijinitd de cdtre
Programul Operational Sectorial Dezvoltarea Resurselor
Umane POSDRU finantat din Fondul Social European si de
catre Guvernul Romdniei prin contractul POSDRU 141531.

meta-analysis. Lancet 2003; 361(9361):901-8.

11. Blanco Munoz J, Lacasana M, Garcia Cavozos R, Borja-Aburto VH, Galaviz
Hernandez C, Aguilar Garduno C. Metylenetetrahydrofolate reductase gene
polymorphisms and the risk of anencephaly in Mexico, Molec H Reprod
2007; 13(6):419-24.

12. Torabi R, Zarei S, Zeraati H, Zarnani AH, Akhondi MA, Hadavi R, et al.
Combination of Thrombophilic Gene Polymorphisms as a Cause of Increased
the Risk of Recurrent Pregnancy Loss. J Reprod Infertil 2012; 13(2):89-94.

13. Coulam C B, Jeyendran R S, Fishel L A, Roussev R. Multiple Thrombophilic
Gene Mutations Rather than Specific Gene Mutations are Risk Factors for
Recurrent Miscarriage. Am J Reprod Immunol 2006;55: 360-8.

14. Lucotte G, Mercier G. Population genetics of factor V Leiden in Europe.
Blood Cells Mol Dis 2001; 27:362-7.

15. Rees DC, Cox M, Clegg JB. World distribution of factor V Leiden. Lancet
1995; 346:1133-4.

16. Lindqvist PG, Svensson PJ, Dahlback B, Marsal K. Factor V Q506 mutation
(activated protein C resistance) associated with reduced intrapartum blood
loss - a possible evolutionary selection mechanism. Thromb Haemost
1998;79:69-73.

17. Visser J,Ulander VM, Helmerhorst FM, Lampinen K, Morin-Papunem L,
Bloemenkamp KW, Kaaja RJ. Thromboprophylaxis for recurrent miscarriage
in women with or without thrombophilia. HABENOX: a randomised
multicentre trial. Thromb Haemost. 2011 Feb;105(2):295-301.

18. Kist WJ, Janssen NG, Kalk JJ, Hague WM, Dekker GA, de Vries JI.
Thrombophilias and adverse pregnancy outcome. A confounded problem!.
Thromb Haemost 2008; 99(1):77-85.



