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RiassunTO: Correlazione tra mutazione del fattore V di Leiden
e aborti spontanei ricorrenti.

A. MiLITELLO, M. RomANO, E. Lo MAGNO, R. GIORDANO,
L. GIurrRIDA, C. NAPOLI

Le mutazioni del gene che codifica per il fattore V (fattore V di
Leiden) e del gene per la protrombina in sostituzione di una G (gua-
nina) con una A (adenina) in posizione 20210 sono le cause piu co-
muni di trombofilia ereditaria. 1l rischio relativo di trombosi venose
profonde ricorrenti € aumentato nei pazienti eterozigoti sia per la mu-
tazione del fattore V di Leiden che per la mutazione G20210A della
protrombina. Le donne portatrici di queste mutazioni sono anche ad
aumentato rischio di aborti. La causa degli aborti ripetuti & spesso sco-
nosciuta, anche se I'ipercoagulabilita e gli infarti placentari sono stati
proposti come possibili fattori etiologici.

E stato recentemente descritto un difetto della fibrinolisi, conosciu-
to come resistenza alla proteina C attivata. In molti casi questa resi-
stenza ¢ dovuta alla mutazione puntiforme nel gene che codifica per il
fattore V di Leiden. Questa mutazione gioca un ruolo importante in
alcuni casi di aborti spontanei ricorrenti inspiegati.

SuMMARY: Correlation between factor V of Leiden mutation and
recurrent pregnancy loss.

A. MiLITELLO, M. RomANO, E. Lo MAGNO, R. GIORDANO,
L. GiurrRIDA, C. NAPOLI

Point mutations in the factor V gene (factor V of Leiden) and
prothrombin gene (the substitution of A for G at position 20210) are
the most common causes of inherited thrombophilia. The relative risk
of spontaneous recurrent deep venous thrombosis is increased in pa-
tients who are heterozygous for both factor V Leiden and the
G20210A prothrombin mutations. Women who carry theese muta-
tions are also at increased risk for pregnancy loss. The cause of recur-
rent pregnancy loss is in most cases unknow, although hypercoagulabi-
lity and placental infarctions have been proposed as etiologic factors.
An inherited defect in anticoagulation, known as resistance to activa-
ted protein C, has recently been described. In most cases, this resistan-
ce results from the point mutation in the gene coding for coagulation
factor V. This mutation plays a role in some cases of unexplained re-
current pregnancy loss.
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Factor V of Leiden - Prothrombin - Inherited trombofilia - Recurrent pregnancy loss - Thrombosis.

Introduzione

Sono denominate complicate o a rischio, quelle gra-
vidanze nelle quali esistono condizioni patologiche reali
0 potenziali (fattori di rischio) che possono compromet-
tere la salute o la vita della madre, del feto o di entram-
bi.

Queste condizioni patologiche sono, appunto, alla
base della morbilitad e della mortalita materna fetale e
neonatale.
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La mortalita perinatale & oggi intorno al 10%, il che
rappresenta un grande miglioramento in considerazione
dei dati della fine degli anni '60 in cui era superiore al
30%.

Cio grazie al diffondersi delle misure preventive e al
miglioramento dell’assistenza.

La mortalitd materna si attesta tra il 4 e il 7 su
100.000 nati vivi.

Tra i fattori di rischio, si & visto che uno dei piu im-
portanti, nel determinare una gravidanza a rischio, € la
trombofilia, intesa come una condizione clinica in cui la
paziente dimostra, per cause congenite o acquisite, una
inusuale predisposizione alla trombosi arterovenosa.

Molteplici cause, genetiche o acquisite, sono oggi no-
te come predisponenti alla trombosi. Tra le cause geneti-
che piu frequenti vi sono la mutazione G1691A del ge-
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ne del fattore V (fattore V di Leiden) (Bertina et al.).

Nel 1993 lo svedese Dahlback osservo che il tempo
di tromboplastina parziale attivato (aPTT), eseguito sul
plasma di alcuni individui con trombosi venosa apparte-
nenti ad una stessa famiglia, non veniva prolungato dal-
I'aggiunta di Proteina C attivata.

Normalmente, I'aggiunta di Proteina C attivata, cau-
sa un prolungamento dell’aPTT, dovuto all’inibizione
dei fattori V e VIII attivati, che sono appunto i substra-
ti su cui la Proteina C attivata svolge la sua azione inibi-
toria.

L'anomalia osservata € stata di conseguenza denomi-
nata “resistenza alla Proteina C attivata”, ad indicare il
comportamento del test funzionale.

Poco tempo dopo € stata identificata la causa della re-
sistenza della Proteina C attivata, che risiedeva in una
singola mutazione (adenina al posto di guanina) nel nu-
cleotide 1691 del gene che codifica per il fattore V.

Il fattore V sintetizzato in presenza della mutazione
risulta avere una sostituzione aminoacida (glutamina al
posto di arginina) in posizione 506, vale a dire proprio
in uno dei siti di legame con la Proteina C attivata.

La scoperta del difetto molecolare € avvenuta in un
laboratorio della cittadina olandese di Leiden, e per que-
sto motivo la mutazione del fattore V viene chiamata
“fattore V di Leiden”.

Dunque il fattore V attivato & un cofattore essenziale
per I'attivazione della protrombina (fattore I1) a trombina.
Il suo effetto pro-coagulante & normalmente inibito dal-
la Proteina C attivata che taglia il fattore V attivato in tre
parti. Un sito di taglio é localizzato nell'aminoacido argi-
nina alla posizione 506.

Una mutazione del gene che codifica per il fattore V,
a livello della tripletta nucleotidica che codifica per I'argi-
nina in 506 (nucleotide 1691), con sostituzione di una G
(guanina) con una A (adenina), comporta la sostituzione
dell’arginina con un altro aminoacido, la glutammina,
che impedisce il taglio da parte della Proteina C attivata.
Ne consegue una resistenza alla Proteina C attivata (APC)
nei test di laboratorio ed una maggiore attivita pro-coagu-
lante del fattore V attivato che predispone alla trombosi.
Tale evento trombotico e favorito in presenza di altre con-
dizioni predisponenti quali la gravidanza, I'assunzione di
contraccettivi orali (rischio aumentato di 30 volte negli
eterozigoti e di alcune centinaia negli omozigoti), gli in-
terventi chirurgici. In gravidanza una condizione geneti-
ca di eterozigosi per il fattore di Leiden é considerata pre-
disponente all’aborto spontaneo, alla eclampsia, ai difetti
placentari, alla Sindrome HELLP (emolisi, elevazione en-
zimi epatici, piastrinopenia).

Tali manifestazioni sarebbero legate a trombosi delle
arterie spirali uterine con conseguente inadeguata perfu-
sione placentare. | soggetti portatori di mutazione del
fattore V di Leiden dovrebbero pertanto sottoporsi a
profilassi anticoagulativa in corso di gravidanza o in fun-
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zione di interventi chirurgici ed evitare I'assunzione di
contraccettivi orali.

Epidemiologia

La sindrome di Leiden & una patologia relativamente
comune: solo in Italia sono circa 2.000.000 (3-4% della
popolazione) i soggetti portatori della mutazione. La va-
riante G1691A, definita variante di Leiden, ha una fre-
quenza genica dell’1,4-4,2% in Europa con una fre-
quenza di portatori in eterozigosi in Italia pari al 2-3%,
mentre I'omozigosita per tale mutazione ha un’incidenza
di 1:5000.

| soggetti eterozigoti hanno un rischio 8 volte supe-
riore di sviluppare una trombosi venosa, mentre gli omo-
zigoti hanno un rischio pari ad 80 volte.

La resistenza alla Proteina C attivata pud essere so-
spettata in soggetti giovani (con meno di 40 anni) che
abbiano avuto episodi trombotici specie se ricorrenti o
che presentino una storia familiare positiva per trombo-
si venosa profonda degli arti inferiori, embolie polmona-
ri, tromboflebiti dei vasi superficiali e in donne che ab-
biano manifestato episodi trombotici durante la gravi-
danza o in seguito all'assunzione di contraccettivi orali.

Materiali e metodi

Abbiamo condotto uno studio caso-controllo su 260
pazienti per determinare la prevalenza della mutazione
del fattore V di Leiden in 52 donne con aborti ricorren-
ti (casi) rispetto a 208 donne in postmenopausa senza
storie di aborti (controlli).

I criteri per I'inclusione nel gruppo dei casi sono sta-
ti: 1) anamnesi con 3 o piu aborti spontanei ricorrenti;
2) assenza di familiarita per malattie cromosomiche.

Delle 60 pazienti sottoposte a screening, 8 sono state
escluse per una quantita di aborti ricorrenti inferiore a tre
prima della 242 settimana di gestazione. Cosi i casi-pa-
zienti adatte per I'analisi genetica sono state 52.

I controlli sono pazienti che sono state scelte per I'as-
senza in anamnesi di infezioni miocardiche, ictus, tumo-
ri maligni, dopo aver risposto a un questionario riguar-
dante le caratteristiche demografiche, I'anamnesi e le
informazioni sullo stile di vita. In particolare sono state
poste domande piu specifiche, come ad esempio I'eta del
menarca, il numero delle gravidanze a termine e quelle
concluse prima della 242 settimana. Delle donne che
hanno riportato almeno una gravidanza a termine e nes-
sun aborto, sono state scelte a random, come controlli,
208 donne.

Tutte le donne sono state sottoposte ad esami per in-
dividuare il fattore V. | test sono stati i seguenti:

1) test di screening di seconda generazione per indi-
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viduare la resistenza alla Proteina C attivata, utilizzando
il plasma con il fattore V alterato;

2) test di conferma genetica attraverso la tecnica del-
la PCR (polymerase chain reaction) per i risultati border-
line o ai limiti inferiori. Per mezzo della PCR viene iso-
lato e amplificato un frammento del gene del fattore V
dove pud essere presente la mutazione. Il prodotto del-
I'amplificazione viene digerito con un enzima di restri-
zione, in grado di identificare la mutazione; i frammenti
ottenuti sono quindi separati elettroforeticamente. 1l ri-
scontro della mutazione permette la conferma del so-
spetto diagnostico.

Risultati

| casi rispetto ai controlli avevano una media (4,6 ri-
spetto a 4,0) e una mediana (4,0 rispetto a 4,0) simile per
numero di gravidanze. Il numero di gravidanze a termi-
ne & stato maggiore nei controlli (media 3,0; mediana
3,0, con un range 1-6) rispetto ai casi (media 0,5; media-
na 0,0, range 0-5). La media del numero di aborti tra i
casi é stata di 3,9; mediana 3,0 con range 3-11; comun-
que di queste donne il 40,7% ha avuto almeno una gra-
vidanza a termine. In un sottogruppo di casi con nessu-
na gravidanza a termine il 9% possedeva la mutazione
del fattore V di Leiden. In contrasto, un altro sottogrup-
po di 16 casi che hanno avuto almeno un successo di gra-
vidanza, il 4,3% era portatore della mutazione.

Nessun caso con test positivo agli anticorpi anticar-
diolipina o antifosfatidilserina ha avuto test positivo per
il Lupus Anticoagulant o altre anomalie della coagulazio-
ne. Due pazienti senza mutazione del fattore VV hanno
avuto almeno una di queste alterazioni. L'eta media del
menarca non € in relazione con lo stato di portatore del-
la mutazione del fattore V di Leiden (12,6 rispetto a
12,5).

Discussione

I nostri studi confermano I'ipotesi che la mutazione
del fattore V di Leiden, il piu comune fattore predispo-
nente ereditario di trombosi, gioca un ruolo in alcuni ca-
si di aborti ricorrenti inspiegati. In base ai nostri studi
I'associazione tra mutazione del fattore V di Leiden e au-
mento del rischio di aborti ricorrenti é di 2,2.

La possibilita che la trombosi placentare sia un fatto-
re etiologico in alcuni casi di aborti spontanei ricorrenti
puo essere in relazione alla Sindrome da Anticorpi An-
tifosfolipidi o ad alterazioni del fattore XII della coagula-
zione o della fibrinolisi.

Comungue queste anormalita sono abbastanza rare,
pit comune é invece la mutazione per il fattore V di Lei-
den. Cosi la possibilita che questa mutazione contribui-

sca all'ipercoagulabilita in gravidanza riveste importanza
fisiopatologia e clinica. E anche possibile I'instaurarsi di
una mutazione “de novo” alla Proteina C attivata che si
sviluppa in gravidanza in donne senza mutazione per il
fattore V di Leiden, e questo un rischio di tromboembo-
lismo venoso in gravidanza.

Hellgren et al. (Am J Obstet Gynecol 1995;173:
210) hanno trovato che 20 su 34 donne con tromboem-
bolismo venoso in gravidanza (59%) avevano la resisten-
za alla Proteina C attivata. Questo studio perd include
eventi non sempre confermati con metodi obiettivi e il
dato funzionale non é stato confermato dall’analisi gene-
tica. Due altri piccoli studi su donne afferenti a reparti
ostetrici con gravidanze complicate da tromboemboli-
smo venoso hanno aggiunto informazioni sul ruolo del
fattore V di Leiden. Hallack et al. (Am J Obstet Gynecol
1997;176:889) hanno descritto 15 donne ricoverate nel-
I'arco di due anni per tromboembolismo venoso o pato-
logia cerebrovascolare, 7 delle quali portatrici della mu-
tazione Leiden (4 embolie polmonari, 2 trombosi veno-
se profonde, 1 trombosi venosa cerebrale). Dizon-Town-
son et al. (Am J Obstet Gynecol 1997;176:883) hanno
testato 407 pazienti ostetriche per il fattore V di Leiden,
trovando una prevalenza del 3%. Delle 14 donne porta-
trici, 4 avevano sviluppato tromboembolismo venoso
nella seconda meta della gravidanza o in puerperio. Un
altro studio di Hirsh et al. (Am Heart J 1996;131:1145),
ha osservato che su 35 donne con tromboembolismo ve-
noso in gravidanza 6 (17%) erano portatrici del fattore
V di Leiden, 5 delle quali avevano altri difetti trombofi-
lici (deficit degli anticoagulanti naturali o Lupus Anti-
coagulant). Un dato interessante di questo studio é che 5
delle 6 donne con la mutazione avevano sviluppato
trombosi nel primo trimestre di gravidanza. Due studi
ancor pit numerosi hanno descritto I'associazione del
fattore V di Leiden con tromboembolismo in gravidan-
za. Bokarewa et al. (Br J Haematol 1996; 92: 473) han-
no osservato una prevalenza del 46% di portatrici su 74
donne con tromboembolismo venoso, trombosi placen-
tare o stroke, confermando l'osservazione dello studio
precedente di una predilezione allo sviluppo di trombo-
si nel primo trimestre ma anche nel puerperio.

Conclusioni

La mutazione del fattore V di Leiden ¢ la causa piu
comune di trombofilia ereditaria e fattore predisponente
ad aborti spontanei ricorrenti. Studi recenti dimostrano
che I'etiopatogenesi risiede in un difetto della fibrinolisi:
la resistenza alla Proteina C reattiva. Le manifestazioni
cliniche sono legate a trombosi delle arterie spirali uteri-
ne con conseguente inadeguata perfusione placentare.

La prevalenza della “Sindrome da fattore V” in Italia
e del 3-4% della popolazione, da cui nasce I'esigenza di
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dimostrare la correlazione con gli aborti ricorrenti e di
proporre test efficaci per la diagnosi. | test da noi utiliz-
zati sono stati: 1) test di screening per individuare la re-
sistenza alla Proteina C reattiva; 2) la PCR.

| due test sono adoperati in modo complementare
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