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Abstract: Summary
The term Thrombophilia refers to an abnormality of blood coagulation leading to an
increased risk of venous thromboembolism and obstetric complications. It may be
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associated with inherited or acquired risk factors that can be measured in plasma or
DNA testing. The utility of laboratory investigation for inherited thrombophilia has been
largely debated. Several Guidelines from Scientific Societies and Working Groups are
produced in which only deficencies of Antithrombin, Protein C, Protein S and mutations
of Factor V Leiden and Prothrombin G20210A are established as validated biomarkers
at the first-level laboratory screening test for inherited thrombophilia. Nevertheless
many others polymorphisms are often proposed as markers to be investigated in a
screening set with doubtful clinical benefits, increase of related costs and production of
anxiety and fear in the examined people.

The Study Group on Coagulation of the Italian Society of Clinical Pathology and
Laboratory Medicine (SIPMelL) reviewed the medical literature to update the previous
edition of SIMEL (ltalian Society of Laboratory Medicine) Guidelines for the screening
of thrombophilia (2004) and to expand the recommendations about the investigation of
the related polymorphisms.

Riassunto

Con il termine Trombofilia si identifica una condizione clinica che determina un
aumento del rischio di malattia tromboembolica venosa e di alcune patologie della
gravidanza. Questa condizione puo® essere associata ad alterazioni ematologiche, sia
congenite che acquisite, che possono essere studiate con dosaggi quantitativi o con
tecniche genetiche di biologia molecolare. L'utilita di eseguire indagini di laboratorio
per identificare una condizione ereditaria di trombofilia & a tutt'oggi argomento di
discussione. Da parte di diverse Societa Scientifiche e Gruppi di Lavoro sono state
prodotte Linee Guida nelle quali si sostiene che gli unici esami validati per uno studio
di screening di primo livello per la trombofilia ereditaria sono: il dosaggio di
Antitrombina, Proteina C e Proteina S e la ricerca delle mutazioni per Fattore V Leiden
e Protrombina G20210A. Cid nonostante, a livello di indagini di screening, viene
spesso richiesto o proposto lo studio di molti altri polimorfismi con incerta utilita clinica,
notevole aumento dei costi e produzione di ansie e timori ingiustificati nella
popolazione esaminata.

Il Gruppo di Studio di Coagulazione della SIPMeL ha voluto eseguire una ricognizione
della letteratura medica per aggiornare la precedente edizione di Linee Guida SIMEL
sullo screening della trombofilia (2004) e in particolare per ampliare le
raccomandazioni in merito alla ricerca dei polimorfismi nello studio della diagnostica
della trombofilia ereditaria.
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Riassunto

Con il termine Trombofilia si identifica una condizione clinica che determina un aumento
del rischio di malattia tromboembolica venosa e di alcune patologie della gravidanza. Questa
condizione pud essere associata ad alterazioni ematologiche, sia congenite che acquisite, che
possono essere studiate con dosaggi quantitativi o con tecniche genetiche di biologia molecolare.
L'utilita di eseguire indagini di laboratorio per identificare una condizione ereditaria di trombofilia
€ a tutt'oggi argomento di discussione. Da parte di diverse Societa Scientifiche e Gruppi di Lavoro
sono state prodotte Linee Guida nelle quali si sostiene che gli unici esami validati per uno studio di
screening di primo livello per la trombofilia ereditaria sono: il dosaggio di Antitrombina, Proteina C
e Proteina S e la ricerca delle mutazioni per Fattore V Leiden e Protrombina G20210A. Cio
nonostante, a livello di indagini di screening, viene spesso richiesto o proposto lo studio di molti
altri polimorfismi con incerta utilita clinica, notevole aumento dei costi e produzione di ansie e
timori ingiustificati nella popolazione esaminata.

Il Gruppo di Studio di Coagulazione della SIPMel ha voluto eseguire una ricognizione della
letteratura medica per aggiornare la precedente edizione di Linee Guida SIMEL sullo screening
della trombofilia (2004) e in particolare per ampliare le raccomandazioni in merito alla ricerca dei
polimorfismi nello studio della diagnostica della trombofilia ereditaria.

Parole chiave: Trombofilia, Marcatori genetici di Trombofilia, Polimorfismi, Indagini di
laboratorio, Linee Guida.

Summary

The term Thrombophilia refers to an abnormality of blood coagulation leading to an
increased risk of venous thromboembolism and obstetric complications. It may be associated with
inherited or acquired risk factors that can be measured in plasma or DNA testing. The utility of
laboratory investigation for inherited thrombophilia has been largely debated. Several Guidelines
from Scientific Societies and Working Groups are produced in which only deficencies of
Antithrombin, Protein C, Protein S and mutations of Factor V Leiden and Prothrombin G20210A
are established as validated biomarkers at the first-level laboratory screening test for inherited
thrombophilia. Nevertheless many others polymorphisms are often proposed as markers to be
investigated in a screening set with doubtful clinical benefits, increase of related costs and
production of anxiety and fear in the examined people.

The Study Group on Coagulation of the Italian Society of Clinical Pathology and Laboratory
Medicine (SIPMel) reviewed the medical literature to update the previous edition of SIMEL (Italian
Society of Laboratory Medicine) Guidelines for the screening of thrombophilia (2004) and to
expand the recommendations about the investigation of the related polymorphisms.

Keywords: Thrombophilia, Genetic thrombophilia markers, Polymorphisms, Laboratory
investigation, Guidelines.
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Premessa

Verso la fine del 2015 si sono verificati in alcuni ospedali italiani, anche di
elevata qualita assistenziale, cinque episodi di mortalita materno-fetale che hanno
suscitato allarmata attenzione nell’opinione pubblica e vasta eco nei mass-media,
producendo pero a volte informazioni e considerazioni infondate.

Si veda per esempio l'intervista in merito, riportata da “Repubblica” il 3/1/16,
dove una docente universitaria sosteneva che quelle morti potevano essere evitate
con l'esecuzione di un esame di “Screening sulla Trombofilia” esteso a ben 15
mutazioni genetiche, peraltro non specificate. Nell’intervista i 15 test venivano
definiti come “salvavita” se eseguiti alle donne in gravidanza ed il Ministero della
Sanita veniva definito inadempiente perché non dispone il rimborso di tali test in
attivita di routine.

L’episodio e sintomatico del grado di cultura sulla metodologia scientifica nel
nostro paese, e non solo a livello di informazione di massa. Preoccupa perché a
sostenere quelle tesi € una docente universitaria. Ma delude maggiormente perché
Iorgano di stampa non ha pubblicato in seguito le lettere di critica che la Societa
Italiana per lo Studio dell’Emostasi e della Trombosi (SISET) ha inviato al Ministro
della Salute e al giornale.

Ciascuno di quei drammatici episodi di mortalita materno-fetale dovra essere
valutato individualmente e solo al termine delle indagini si potra sapere se una
eventuale condizione di trombofilia sara da considerarsi concausa dell’evento.

La trombofilia, che nelle sue diverse forme cliniche puo esprimersi con peso
prognostico fortemente variabile, puo incidere sull’andamento della gravidanza, con
conseguenze di intensita variabile sulla madre e sul feto. Ma, come sostenuto da
numerose linee guida di societa scientifiche e istituzioni sanitarie nazionali e
internazionali, non & dimostrato che l|’esecuzione dei test di screening sulla
popolazione generale possa prevenire sistematicamente tali complicanze [1-11].

Ma l'altro argomento di grosso sconcerto contenuto nella citata intervista, e
che é stato ulteriore stimolo per la redazione del presente articolo, ¢ il riferimento
alla necessita dello studio di ben 15 polimorfismi nella diagnostica di screening per
la trombofilia. La tesi rappresenta un atteggiamento di frequente riscontro nella
pratica quotidiana della medicina di laboratorio, dove si sperimentano spesso sia
richieste in tal senso da parte dei clinici, sia offerte di simili “pacchetti diagnostici”
da parte di alcuni laboratori di analisi.

-4 -
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Il Gruppo di Studio di Coagulazione della SIPMel ha pertanto voluto eseguire
una revisione della letteratura scientifica nel particolare ambito dello studio dei
polimorfismi nella diagnostica di screening della trombofilia, per evidenziare se ci sia
la necessita di aggiornare quanto sostenuto nelle diverse linee guida attualmente
disponibili, o se invece vada intrapresa una piu incisiva attivita di contrasto a questo
inappropriato costume prescrittivo attraverso iniziative informative e formative.

Introduzione

Le ultime linee guida della SIMelL sulle procedure da seguire per lo screening
della trombofilia sono state pubblicate nella “Rivista di Medicina di Laboratorio” nel
2004 [7] a cura del Gruppo di Studio per la Coagulazione.

In esse veniva ricordata la definizione di trombofilia, intesa come la tendenza
al tromboembolismo venoso e/o arterioso, determinata da cause congenite e/o
acquisite, caratterizzata dalla comparsa di manifestazioni cliniche entro la sesta
decade di vita, non riconducibili a cause apparenti e con la tendenza a recidivare.
Venivano indicate le tipologie dei pazienti su cui e indicato eseguire lo studio di
screening. Venivano elencati gli esami consigliati per lo stesso. Venivano specificate
le condizioni cliniche in cui € opportuno eseguire lo screening. Infine veniva
sottolineata l'opportunita di una valutazione dei risultati da parte di personale
medico esperto nell’'inquadramento diagnostico e terapeutico.

A distanza di 12 anni risulta ancora del tutto condivisibile quanto sostenuto
nelle linee guida di quella edizione.

Le alterazioni trombofiliche attualmente diagnosticabili hanno una diversa
prevalenza nella popolazione generale. Alcune sono molto rare, come il deficit grave
di antitrombina stimato intorno al 0,02%. Altre sono piu frequenti, come la
mutazione del fattore V di Leiden, stimata, allo stato eterozigote, intorno al 5% della
popolazione caucasica; o la mutazione G20210A del fattore Il che, allo stato
eterozigote, risulta presente tra il 2% e il 5% della stessa popolazione. Il loro peso
clinico, come condizioni predisponenti alla malattia tromboembolica, € molto
variabile (indice di rischio relativo): le condizioni piu rare risultano piu gravi mentre
accade il contrario per quelle di riscontro piu frequente.
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Soggetti per i quali é indicato eseguire lo screening per la trombofilia.

La relativa diffusione di condizioni congenite di trombofilia con minor peso

clinico-prognostico, oltre a considerazioni di economia sanitaria in ambito di
prevenzione, consigliano di non eseguire lo studio di screening sulla popolazione
generale ma di orientarlo sui soggetti che presentano queste condizioni:

eta di comparsa dell’evento trombotico entro la sesta decade

tromboembolismo venoso idiopatico
tromboembolismo venoso ricorrente
trombosi venose superficiali recidivanti

soggetti asintomatici con familiarita positiva per eventi tromboembolici
ricorrenti

familiari di primo grado di soggetti portatori di trombofilia eredo-familiare
associazione trombosi/perdita fetale
necrosi cutanea indotta da anticoagulanti orali

porpora fulminante neonatale

Test consigliati per lo screening della trombofilia

Per uno screening della condizione di trombofilia, da eseguire sui soggetti

sopra identificati, risultano validati da studi epidemiologici, e per tanto sono
consigliati, i seguenti test clinici:

- Test clinici funzionali (o fenotipici) intesi a identificare condizioni congenite:

antitrombina

proteina C

proteina S

resistenza alla proteina C attivata

omocisteina (vedi di seguito nel testo)
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- Test clinici funzionali intesi a identificare condizioni acquisite, da eseguire pertanto
solo in soggetti che abbiano evidenziato episodi di malattia tromboembolica o
patologia ostetrica ad essa riconducibile (sindrome da anticorpi antifosfolipidi):

e |upus anticoagulant
e anticorpi anti-cardiolipina

e anticorpi anti-beta2-glicoproteinal

- Test genetici:
e ricerca della mutazione G20210A del gene della protrombina

e ricerca della mutazione G1691A del gene del fattore V (cosiddetto di Leiden)

La interpretazione dei risultati di tutti questi esami richiede particolare
competenza.

La ricerca dei polimorfismi della protrombina e del fattore V puo esitare in
condizioni di eterozigosi, omozigosi o combinazioni delle stesse. |l dosaggio dei test
funzionali di antitrombina, proteina C e proteina S puo evidenziare un continuum
nelle variazioni dei livelli di concentrazione. Tutte queste condizioni hanno un peso
clinico e prognostico diverso (trombofilia maggiore o minore)[11].

Per quanto riguarda I'omocisteina, i cui livelli sono influenzati sia da condizioni
genetiche che acquisite (apporto nutrizionale di folati, B6 e B12, funzionalita renale
o tiroidea), non c’@ accordo su come valutare clinicamente gli incrementi definiti
“lievi” o “intermedi” [12].

Nell'elenco dei test clinici funzionali (fenotipici) non e riportato il dosaggio del
fattore VIl poiché non c’é accordo unanime sul suo impiego come test di screening
a causa della variabilita fisiologica delle sue concentrazioni ematiche. La
maggioranza delle linee guida infatti non lo riportano tra gli esami citati per lo studio
di screening.
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Condizioni cliniche opportune per I’esecuzione dei test.

Alcune condizioni cliniche possono interferire con la corretta determinazione
dei test funzionali (non di quelli genetici), per cui si raccomanda di NON eseguire lo
studio delle indagini fenotipiche (in particolare quelle coagulative) in queste
condizioni:

e durante la fase acuta di un evento trombotico, venoso o arterioso
e durante la terapia anticoagulante
e durante malattie intercorrenti acute
e durante la terapia estroprogestinica
e durante la gravidanza
e in presenza di epatopatie
Condizioni cliniche favorenti I’insorgenza di malattia tromboembolica.

Nella citata edizione delle linee guida SIMel si ricordava anche che gli episodi
di malattia tromboembolica possono manifestarsi senza causa apparente (idiopatici)
o in relazione a condizioni favorenti. | primi suggeriscono una maggiore
“costituzione trombofilica” nel paziente, con una prognosi piu delicata, e richiedono
un atteggiamento piu prudente nei confronti della durata ottimale di una terapia
anticoagulante. Per escludere una condizione idiopatica, nella valutazione clinica di
ogni episodio di tromboembolismo, vanno pertanto ricercati accuratamente i fattori
di rischio persistenti o transitori che possono aver concomitato e contribuito alla sua
comparsa. Tra queste condizioni di rischio vanno ricordati in particolare:

e immobilizzazione persistente

patologia neoplastica

e traumatismo

e interventi chirurgici

e gravidanza e puerperio

e terapia estroprogestinica
e tabagismo

e oObesita
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Valutazione clinica dei risultati

La selezione dei pazienti da studiare, la scelta del momento in cui eseguire i
test di screening, il peso prognostico di ciascuno dei test e le loro eventuali
combinazioni, la anamnesi personale e familiare del paziente, la possibile presenza
di condizioni di rischio transitorie: la considerazione di tutti questi aspetti rende
complessa la valutazione clinica dei risultati di uno screening per la trombofilia con
le conseguenti implicazioni diagnostiche, prognostiche e terapeutiche. Nella citata
edizione delle linee guida SIMelL si sottolineava gia la necessita di demandare a
personale medico esperto e competente in questo ambito la corretta valutazione
dei risultati, con la raccomandazione di avvalersi per questa di “Centri specialistici”
(counselling).

Nonostante la chiarezza e la articolazione delle raccomandazioni contenute in
qguella edizione di linee guida, a distanza di 12 anni c’e da constatare che la scarsa
conoscenza di questo argomento da parte di molti clinici genera ancora oggi una
grande mole di prescrizioni inappropriate. L'inappropriatezza delle richieste riguarda
tutti gli ambiti definiti dalle citate linee guida: i pazienti da studiare, il periodo in cui
eseguire lo studio, gli esami da richiedere.

A volte, non raramente, a questo conseguono prescrizioni di terapie
anticoagulanti e/o antiaggreganti inutili (e rischiose) o “proscrizioni” di trattamenti
utili (contraccezione ormonale), oppure ancora errate informazioni allarmanti
fornite ai pazienti in merito alla loro discendenza.

A complicare questo quadro si aggiunge, come abbiamo visto nella premessa,
la prescrizione di esami, spesso molto costosi come la ricerca dei polimorfismi, che
hanno solo una plausibilita teorica dal punto di vista fisiopatologico.

Ma l'introduzione di esami diagnostici nella pratica clinica richiede che alla
plausibilita fisiopatologica si aggiunga la dimostrazione della loro forza predittiva in
ambito diagnostico e prognostico derivante da studi epidemiologici.

Lo Stato dell'Arte sullo studio dei polimorfismi.

La revisione della letteratura scientifica, riferita allo studio della genetica della
trombofilia, conferma che gli unici due polimorfismi di cui & noto I'indice di rischio
relativo validato da studi epidemiologici significativi, e quindi impiegabili nella
pratica clinica, sono:

-9-
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ela mutazione del fattore V G1691A (cosiddetta di Leiden)
ela mutazione del fattore Il G20210A.

Viene confermata l'inutilita della ricerca dei polimorfismi del gene MTHFR,
dovuta alla loro grande diffusione nella popolazione e al fatto che non risultano
essere correlati in maniera significativa ad un aumento della omocisteinemia né
tanto meno alla insorgenza della malattia tromboembolica venosa [12-13].

La stessa considerazione vale per lo studio di polimorfismi riguardanti altri enzimi
del ciclo metabolico della omocisteina (CBS, metionina sintasi) poiche, in uno studio
di screening, e sufficiente individuare la sola espressione fenotipica dei livelli di
omocisteina ematica.

Vi sono altri polimorfismi, da anni oggetto di studi, che riguardano:

e il cofattore eparinico I, glicoproteina ad azione inibitrice della trombina mediata
dalla antitrombina, del quale, oltre alle concentrazioni ematiche, sono stati
analizzati gli effetti di alcuni polimorfismi [14-16].

e il plasminogeno, che e stato studiato sia nei difetti quantitativi di | tipo
(ipoplasminogenemia) che qualitativi di ll tipo (displasminogenemia) [17-18].

e linibitore dell’attivatore del plasminogeno (PAI-1), di cui sono stati studiati gli
effetti degli aumentati livelli circolanti dovuti al polimorfismo 4G/5G [19].

e il fibrinogeno, del quale sono note circa 300 varianti qualitatitive strutturali
(disfibrinogenemie) [20].

e il TAFI (inibitore della fibrinolisi attivato dalla trombina) di cui sono stati studiati
gli effetti degli aumentati livelli circolanti indotti da polimorfismi nella regione
"promoter" del gene [21].

o il fattore XIII di cui sono stati studiati gli effetti degli aumentati livelli circolanti
indotti dal polimorfismo Val34Leu della subunita catalitica A [22].

e |a liporoteina(a) che ha una struttura conformazionale analoga al plasminogeno,
per cui compete con esso nel legame con la fibrina inibendo la fibrinolisi, della
quale sono stati studiati due polimorfismi del gene strutturale (rs10455872 e
rs3798220) [23].

-10 -
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il TFPI (inibitore della "via" del fattore tissutale) cui sono stati studiati gli effetti
dei ridotti livelli circolanti correlati al polimorfismo C536T [24].

la trombomodulina (proteina di superficie delle cellule endoteliali con azione di
attivazione della proteina C mediata dalla trombina) della cui espressione
fenotipica sono stati studiati gli effetti di svariati polimorfismi (1418 C/T,
1748G/C, -133C/A, -33G/A 3545 G/A) [25-26].

il recettore endoteliale della proteina C (EPCR) di cui in particolare sono stati
studiati gli aplotipi H1 (4678G/C, rs9574) e H3 (4600A/G, rs867186) [27-28].

I'enzima di conversione della angiotensina (ACE) che, oltre alla importante
attivita regolatrice sul tono pressorio, eserciterebbe una inibizione sulla fibrinolisi
e del quale e stato studiato il polimorfismo D/D [29].

la proteina Z, cofattore della proteasi inibitrice del fattore X attivato (ZPl), di cui
sono stati studiati polimorfismi che ne inducono bassi livelli plasmatici [30].

la proteasi inibitrice del fattore X attivato proteina Z dipendente (ZPI), della quale
sono stati studiati polimorfismi con lo stesso significato [31].

la ADAMTS13 (A-Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin-1-like
domains), la metalloproteina responsabile della depolimerizzazione dei multimeri
"ultralarge" del fattore di von Willebrand. Sono stati identificati 12 polimorfismi
nella eziopatogenesi delle rare forme di porpora trombotica trombocitopenica
congenita, ma non ci sono ancora evidenze conclusive del suo ruolo nella
malattia tromboembolica venosa [32-33].

|'antigene piastrinico umano 1 (HPA-1), che fa parte della glicoproteina llb/Illa
della membrana piastrinica con funzione di adesione e aggregazione, del quale e
stato studiato il polimorfismo L33P [34-35].

Di tutti questi polimorfismi in letteratura non vi sono ancora conferme

epidemiologiche significative e conclusive che consentano di trasferire la loro ricerca
nella pratica clinica [36].

In particolare non viene confermata la utilita della ricerca del polimorfismo noto

come fattore V aplotipo HR2. Questo polimorfismo, se presente in concomitanza
con la mutazione fattore V Leiden, risulta a volte associato a valori piu bassi di APCR,
suggestivi di una aumentata espressione fenotipica di rischio. In assenza della
associazione con la mutazione fattore V Leiden invece non sembra predire un
incremento del rischio tromboembolico [37-47].

-11 -
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Alcuni studi, infine, propongono di valutare la combinazione dei diversi
polimorfismi, che da soli non hanno mostrato ancora un potere predittivo
significativo, nel tentativo di individuare dei possibili “cluster” con piu alto indice
prognostico [48], avvalendosi per questo di complessi sistemi di elaborazione dei
dati. Si tratta di un interessante argomento di ricerca, in vista anche dei percorsi e
delle tecnologie immaginate per il futuro della cosiddetta medicina personalizzata.
Mancano pero ancora, anche in questo caso, i riscontri epidemiologici sufficienti a
trasferire gia da adesso la ricerca di queste combinazioni di Polimorfismi nella
attivita di diagnostica quotidiana.

Conclusioni

Nonostante la interessante quantita di nuovi studi, non sono ancora emersi in
letteratura dati conclusivi tali da giustificare, nella diagnostica di screening della
pratica clinica quotidiana, la introduzione della ricerca di nuovi polimorfismi per la
valutazione genetica del rischio trombofilico.

La condivisione di questo messaggio da parte del mondo della medicina di
laboratorio, e della industria dei diagnostici, non sembra sufficientemente diffusa.
Molti laboratori infatti risultano attrezzati per fornire esami di genetica per la ricerca
di quei polimorfismi che non hanno una ricaduta clinica validata dalla letteratura
scientifica. Questo atteggiamento, unito spesso alla inadeguata informazione da
parte dei clinici non specialisti nell’lambito della diagnostica della trombofilia,
contribuisce a generare la produzione di richieste inappropriate e la esecuzione di
esami inutili di cui siamo testimoni quotidianamente.

La SIPMel, con le altre societa scientifiche, sia cliniche che di laboratorio, puo e
deve quindi ancora insistere nella attivita educativa e formativa in questo complesso
e delicato campo della diagnostica.

Conflitti di interesse Nessuno.

Studi condotti su esseri umani o animali L'articolo non contiene alcuno studio eseguito su
esseri umani e su animali da parte degli autori.

Consenso informato Non applicabile.
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Riassunto con il termine trombofilia si identifica una condizione clinica che determina
un aumento del rischio di malattia tromboembolica venosa e di alcune patologie della gravidanza.
Questa condizione pud essere associata ad alterazioni ematologiche, sia congenite sia acquisite,
che possono essere studiate con dosaggi quantitativi o con tecniche genetiche di biologia
molecolare. L’utilita di eseguire indagini di laboratorio per identificare una condizione ereditaria di
trombofilia e a tutt’oggi argomento di discussione. Da parte di diverse Societa scientifiche e Gruppi
di Lavoro sono state prodotte linee guida nelle quali si sostiene che gli unici esami validati per uno
studio di screening di primo livello per la trombofilia ereditaria sono: il dosaggio di antitrombina,
proteina C e proteina S e la ricerca delle mutazioni per fattore V di Leiden e protrombina G20210A.
Cio nonostante, a livello di indagini di screening, viene spesso richiesto o proposto lo studio di
molti altri polimorfismi con incerta utilita clinica, notevole aumento dei costi e produzione di ansie
e timori ingiustificati nella popolazione esaminata. Il Gruppo di Studio di Coagulazione della
SIPMel ha voluto eseguire una ricognizione della letteratura medica per aggiornare la precedente
edizione di Linee guida SIMEL sullo screening della trombofilia (2004) e in particolare per ampliare
le raccomandazioni in merito alla ricerca dei polimorfismi nello studio della diagnostica della
trombofilia ereditaria.

Parole chiave Trombofilia ¢ Marcatori genetici di trombofilia e Polimorfismi ¢ Indagini di
laboratorio e Linee guida

Summary The term thrombophilia refers to an abnormality of blood coagulation leading
to an increased risk of venous thromboembolism and obstetric complications. It may be associated
with inherited or acquired risk factors that can be measured in plasma or DNA testing. The utility
of laboratory investigation for inherited thrombophilia has been largely debated. Several
Guidelines from Scientific Societies and Working Groups are produced in which only deficencies of
antithrombin, protein C, protein S and mutations of Factor V Leiden and prothrombin G20210A
are established as validated biomarkers at the first-level laboratory screening test for inherited
thrombophilia. Nevertheless many others polymorphisms are often proposed as markers to be
investigated in a screening set with doubtful clinical benefits, increase of related costs and
production of anxiety and fear in the examined people. The Study Group on Coagulation of the
Italian Society of Clinical Pathology and Laboratory Medicine (SIPMel) reviewed the medical
literature to update the previous edition of SIMEL (Italian Society of Laboratory Medicine)
Guidelines for the screening of thrombophilia (2004) and to expand the recommendations about
the investigation of the related polymorphisms.

Keywords Thrombophilia ¢ Genetic thrombophilia markers ¢ Polymorphisms ¢ Laboratory
investigation ¢ Guidelines
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Premessa

Verso la fine del 2015 si sono verificati in alcuni ospedali italiani, anche di
elevata qualita assistenziale, cinque episodi di mortalita materno-fetale che hanno
suscitato allarmata attenzione nell’opinione pubblica e vasta eco nei mass-media,
producendo pero a volte informazioni e considerazioni infondate.

Si veda per esempio l'intervista in merito, riportata da “Repubblica” il 3
gennaio 2016, dove una docente universitaria sosteneva che quelle morti potevano
essere evitate con I'esecuzione di un esame di “Screening sulla trombofilia” esteso a
ben 15 mutazioni genetiche, peraltro non specificate. Nell'intervista i 15 test
venivano definiti come “salvavita” se eseguiti alle donne in gravidanza e il Ministero
della salute veniva definito inadempiente perché non dispone il rimborso di tali test
in attivita di routine.

L’episodio e sintomatico del grado di cultura sulla metodologia scientifica nel
nostro Paese, e non solo a livello di informazione di massa. Preoccupa perché a
sostenere quelle tesi € una docente universitaria. Ma delude maggiormente perché
I"organo di stampa non ha pubblicato in seguito le lettere di critica che la Societa
Italiana per lo Studio dell’Emostasi e della Trombosi (SISET) ha inviato al Ministro
della salute e al giornale.

Ciascuno di quei drammatici episodi di mortalita materno-fetale dovra essere
valutato individualmente e solo al termine delle indagini si potra sapere se
un’eventuale condizione di trombofilia sara da considerarsi concausa dell’evento.

La trombofilia, che nelle sue diverse forme cliniche puo esprimersi con peso
prognostico fortemente variabile, puo incidere sull’andamento della gravidanza, con
conseguenze di intensita variabile sulla madre e sul feto. Ma, come sostenuto da
numerose linee guida di Societa scientifiche e istituzioni sanitarie nazionali e
internazionali, non & dimostrato che l|’esecuzione dei test di screening sulla
popolazione generale possa prevenire sistematicamente tali complicanze [1-11].

Ma l'altro argomento di grosso sconcerto contenuto nella citata intervista, e
che e stato ulteriore stimolo per la redazione del presente articolo, ¢ il riferimento
alla necessita dello studio di ben 15 polimorfismi nella diagnostica di screening per
la trombofilia. La tesi rappresenta un atteggiamento di frequente riscontro nella
pratica quotidiana della Medicina di Laboratorio, dove si sperimentano spesso sia
richieste in tal senso da parte dei clinici, sia offerte di simili “pacchetti diagnostici”
da parte di alcuni Laboratori di analisi.

-4 -
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Il Gruppo di Studio di Coagulazione della SIPMel ha pertanto voluto eseguire
una revisione della letteratura scientifica nel particolare ambito dello studio dei
polimorfismi nella diagnostica di screening della trombofilia, per evidenziare se ci sia
la necessita di aggiornare quanto sostenuto nelle diverse linee guida attualmente
disponibili, o se invece vada intrapresa una piu incisiva attivita di contrasto a questo
inappropriato costume prescrittivo attraverso iniziative informative e formative.

Introduzione

Le ultime linee guida della SIMelL sulle procedure da seguire per lo screening
della trombofilia sono state pubblicate nella “Rivista di Medicina di Laboratorio” nel
2004 [7] a cura del Gruppo di Studio per la Coagulazione.

In esse veniva ricordata la definizione di trombofilia, intesa come la tendenza
al tromboembolismo venoso e/o arterioso, determinata da cause congenite e/o
acquisite, caratterizzata dalla comparsa di manifestazioni cliniche entro la sesta
decade di vita, non riconducibili a cause apparenti e con la tendenza a recidivare.
Venivano indicate le tipologie dei pazienti su cui e indicato eseguire lo studio di
screening. Venivano elencati gli esami consigliati per lo stesso. Venivano specificate
le condizioni cliniche in cui € opportuno eseguire lo screening. Infine veniva
sottolineata l'opportunita di una valutazione dei risultati da parte di personale
medico esperto nell’'inquadramento diagnostico e terapeutico.

A distanza di 12 anni risulta ancora del tutto condivisibile quanto sostenuto
nelle linee guida di quella edizione.

Le alterazioni trombofiliche attualmente diagnosticabili hanno una diversa
prevalenza nella popolazione generale. Alcune sono molto rare, come il deficit grave
di antitrombina stimato intorno allo 0,02%. Altre sono piu frequenti, come la
mutazione del fattore V di Leiden, stimata, allo stato eterozigote, intorno al 5% della
popolazione caucasica; o la mutazione G20210A del fattore Il che, allo stato
eterozigote, risulta presente nel 2-5% della stessa popolazione. Il loro peso clinico,
come condizioni predisponenti alla malattia tromboembolica, € molto variabile
(indice di rischio relativo): le condizioni pil rare risultano piu gravi, mentre accade il
contrario per quelle di riscontro piu frequente.



Soggetti per i quali é indicato eseguire lo screening per la trombofilia

1

g La relativa diffusione di condizioni congenite di trombofilia con minor peso
4 clinico-prognostico, oltre a considerazioni di economia sanitaria in ambito di
6 prevenzione, consiglia di non eseguire lo studio di screening sulla popolazione
; generale ma di orientarlo sui soggetti che presentano queste condizioni:

9 < .

10 e eta di comparsa dell’evento trombotico entro la sesta decade;

11

12 e tromboembolismo venoso idiopatico;

13

14 : : :

15 e tromboembolismo venoso ricorrente;

16

17 e trombosi venose superficiali recidivanti;

18

;g e soggetti asintomatici con familiarita positiva per eventi tromboembolici
21 ricorrenti;

22

gj e familiari di primo grado di soggetti portatori di trombofilia eredo-familiare;

25 . : .

26 e associazione trombosi/perdita fetale;

27

28 e necrosi cutanea indotta da anticoagulanti orali;

29

22 e porpora fulminante neonatale.

32

33

34

gg Test consigliati per lo screening della trombofilia

gg Per uno screening della condizione di trombofilia, da eseguire sui soggetti

39 sopra identificati, risultano validati da studi epidemiologici, e pertanto sono

41 consigliati, i seguenti test clinici:

42

43 - Test clinici funzionali (o fenotipici) intesi a identificare condizioni congenite:
44
45
46
47 _
48 e proteina C;

49

50 e proteina$;

51

52 . : .

53 e resistenza alla proteina C attivata;

54

55 e omocisteina (vedi di seguito nel testo).
56

57

58

59

60 -6-

61

62

63

64

65

e antitrombina;
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- Test clinici funzionali intesi a identificare condizioni acquisite, da eseguire pertanto
solo in soggetti che abbiano evidenziato episodi di malattia tromboembolica o
patologia ostetrica a essa riconducibile (sindrome da anticorpi antifosfolipidi):

e |upus anticoagulant;
e anticorpi anti-cardiolipina;

e anticorpi anti-beta2-glicoproteinal.

- Test genetici:
e ricerca della mutazione G20210A del gene della protrombina;

e ricerca della mutazione G1691A del gene del fattore V (cosiddetto di Leiden).

L'interpretazione dei risultati di tutti questi esami richiede particolare
competenza.

La ricerca dei polimorfismi della protrombina e del fattore V puo esitare in
condizioni di eterozigosi, omozigosi o combinazioni delle stesse. Il dosaggio dei test
funzionali di antitrombina, proteina C e proteina S puo evidenziare un continuum
nelle variazioni dei livelli di concentrazione. Tutte queste condizioni hanno un peso
clinico e prognostico diverso (trombofilia maggiore o minore) [11].

Per quanto riguarda I"'omocisteina, i cui livelli sono influenzati da condizioni sia
genetiche sia acquisite (apporto nutrizionale di folati, Bs € B12, funzionalita renale o
tiroidea), non c’e accordo su come valutare clinicamente gli incrementi definiti
“lievi” o “intermedi” [12].

Nell’elenco dei test clinici funzionali (fenotipici) non & riportato il dosaggio del
fattore VIII poiché non c’é accordo unanime sul suo impiego come test di screening
a causa della variabilita fisiologica delle sue concentrazioni ematiche. La
maggioranza delle linee guida infatti non lo riporta tra gli esami citati per lo studio di
screening.
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Condizioni cliniche opportune per I’esecuzione dei test

Alcune condizioni cliniche possono interferire con la corretta determinazione
dei test funzionali (non di quelli genetici), per cui si raccomanda di NON eseguire lo
studio delle indagini fenotipiche (in particolare quelle coagulative) in queste
condizioni:

e durante la fase acuta di un evento trombotico, venoso o arterioso;
e durante la terapia anticoagulante;

e durante malattie intercorrenti acute;

e durante la terapia estroprogestinica;

e durante la gravidanza;

e in presenza di epatopatie.

Condizioni cliniche favorenti I’insorgenza di malattia tromboembolica

Nella citata edizione delle linee guida SIMel si ricordava anche che gli episodi
di malattia tromboembolica possono manifestarsi senza causa apparente (idiopatici)
o in relazione a condizioni favorenti. | primi suggeriscono una maggiore
“costituzione trombofilica” nel paziente, con una prognosi piu delicata, e richiedono
un atteggiamento piu prudente nei confronti della durata ottimale di una terapia
anticoagulante. Per escludere una condizione idiopatica, nella valutazione clinica di
ogni episodio di tromboembolismo, vanno pertanto ricercati accuratamente i fattori
di rischio persistenti o transitori che possono aver concomitato e contribuito alla sua
comparsa. Tra queste condizioni di rischio vanno ricordati in particolare:

e immobilizzazione persistente;

patologia neoplastica;

e traumatismo;

e interventi chirurgici;

e gravidanza e puerperio;

e terapia estroprogestinica;
e tabagismo;

e oObesita.
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-8-
Valutazione clinica dei risultati

La selezione dei pazienti da studiare, la scelta del momento in cui eseguire i
test di screening, il peso prognostico di ciascuno dei test e le loro eventuali
combinazioni, 'lanamnesi personale e familiare del paziente, la possibile presenza di
condizioni di rischio transitorie: la considerazione di tutti questi aspetti rende
complessa la valutazione clinica dei risultati di uno screening per la trombofilia con
le conseguenti implicazioni diagnostiche, prognostiche e terapeutiche. Nella citata
edizione delle linee guida SIMelL si sottolineava gia la necessita di demandare a
personale medico esperto e competente in questo ambito la corretta valutazione
dei risultati, con la raccomandazione di avvalersi per questa di “Centri specialistici”
(counseling).

Nonostante la chiarezza e l'articolazione delle raccomandazioni contenute in
qguella edizione di linee guida, a distanza di 12 anni c’e da constatare che la scarsa
conoscenza di questo argomento da parte di molti clinici genera ancora oggi una
grande mole di prescrizioni inappropriate. L'inappropriatezza delle richieste riguarda
tutti gli ambiti definiti dalle citate linee guida: i pazienti da studiare, il periodo in cui
eseguire lo studio, gli esami da richiedere.

A volte, non raramente, a questo conseguono prescrizioni di terapie
anticoagulanti e/o antiaggreganti inutili (e rischiose) o “proscrizioni” di trattamenti
utili (contraccezione ormonale), oppure ancora errate informazioni allarmanti
fornite ai pazienti in merito alla loro discendenza.

A complicare questo quadro si aggiunge, come abbiamo visto nella premessa,
la prescrizione di esami, spesso molto costosi come la ricerca dei polimorfismi, che
hanno solo una plausibilita teorica dal punto di vista fisiopatologico.

Ma l'introduzione di esami diagnostici nella pratica clinica richiede che alla
plausibilita fisiopatologica si aggiunga la dimostrazione della loro forza predittiva in
ambito diagnostico e prognostico derivante da studi epidemiologici.

Lo stato dell'arte sullo studio dei polimorfismi

La revisione della letteratura scientifica, riferita allo studio della genetica della
trombofilia, conferma che gli unici due polimorfismi di cui & noto I'indice di rischio
relativo validato da studi epidemiologici significativi, e quindi impiegabili nella
pratica clinica, sono:
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ela mutazione del fattore V G1691A (cosiddetta di Leiden);
ela mutazione del fattore Il G20210A.

Viene confermata l'inutilita della ricerca dei polimorfismi del gene MTHFR,
dovuta alla loro grande diffusione nella popolazione e al fatto che non risultano
essere correlati in maniera significativa a un aumento dell’omocisteinemia né tanto
meno all’insorgenza della malattia tromboembolica venosa [12, 13].

La stessa considerazione vale per lo studio di polimorfismi riguardanti altri enzimi
del ciclo metabolico dell’omocisteina (CBS, metionina sintasi) poiché, in uno studio
di screening, e sufficiente individuare la sola espressione fenotipica dei livelli di
omocisteina ematica.

Vi sono altri polimorfismi, da anni oggetto di studi, che riguardano:

e il cofattore eparinico I, glicoproteina ad azione inibitrice della trombina mediata
dall’antitrombina, del quale, oltre alle concentrazioni ematiche, sono stati
analizzati gli effetti di alcuni polimorfismi [14-16];

e il plasminogeno, che e stato studiato nei difetti sia quantitativi di | tipo
(ipoplasminogenemia) sia qualitativi di Il tipo (displasminogenemia) [17, 18];

e linibitore dell’attivatore del plasminogeno (PAI-1), di cui sono stati studiati gli
effetti degli aumentati livelli circolanti dovuti al polimorfismo 4G/5G [19];

e il fibrinogeno, del quale sono note circa 300 varianti qualitatitive strutturali
(disfibrinogenemie) [20];

e il TAFI (inibitore della fibrinolisi attivato dalla trombina) di cui sono stati studiati
gli effetti degli aumentati livelli circolanti indotti da polimorfismi nella regione
"promoter" del gene [21];

e il fattore XIIlI di cui sono stati studiati gli effetti degli aumentati livelli circolanti
indotti dal polimorfismo Val34Leu della subunita catalitica A [22];

e |a liporoteina(a) che ha una struttura conformazionale analoga al plasminogeno,
per cui compete con esso nel legame con la fibrina inibendo la fibrinolisi, della
quale sono stati studiati due polimorfismi del gene strutturale (rs10455872 e
rs3798220) [23];

-10 -
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il TFPI (inibitore della “via” del fattore tissutale) cui sono stati studiati gli effetti
dei ridotti livelli circolanti correlati al polimorfismo C536T [24];

la trombomodulina (proteina di superficie delle cellule endoteliali con azione di
attivazione della proteina C mediata dalla trombina) della cui espressione
fenotipica sono stati studiati gli effetti di svariati polimorfismi (1418 C/T,
1748G/C, -133C/A, -33G/A 3545 G/A) [25, 26];

il recettore endoteliale della proteina C (EPCR) di cui in particolare sono stati
studiati gli aplotipi H1 (4678G/C, rs9574) e H3 (4600A/G, rs867186) [27, 28];

I’enzima di conversione dell’angiotensina (ACE) che, oltre all'importante attivita
regolatrice sul tono pressorio, eserciterebbe un’inibizione sulla fibrinolisi e del
quale é stato studiato il polimorfismo D/D [29];

la proteina Z, cofattore della proteasi inibitrice del fattore X attivato (ZPI), di cui
sono stati studiati polimorfismi che ne inducono bassi livelli plasmatici [30];

la proteasi inibitrice del fattore X attivato proteina Z dipendente (ZPI), della quale
sono stati studiati polimorfismi con lo stesso significato [31];

la ADAMTS13 (A-Disintegrin And Metalloprotease with ThromboSpondin-1-like
domains), la metalloproteina responsabile della depolimerizzazione dei multimeri
“ultralarge” del fattore di von Willebrand. Sono stati identificati 12 polimorfismi
nell’eziopatogenesi delle rare forme di porpora trombotica trombocitopenica
congenita, ma non ci sono ancora evidenze conclusive del suo ruolo nella
malattia tromboembolica venosa [32, 33];

I’antigene piastrinico umano 1 (HPA-1), che fa parte della glicoproteina lIb/llla
della membrana piastrinica con funzione di adesione e aggregazione, del quale e
stato studiato il polimorfismo L33P [34, 35].

Di tutti questi polimorfismi in letteratura non vi sono ancora conferme

epidemiologiche significative e conclusive che consentano di trasferire la loro ricerca
nella pratica clinica [36].

In particolare non viene confermata I'utilita della ricerca del polimorfismo noto

come fattore V aplotipo HR2. Questo polimorfismo, se presente in concomitanza
con la mutazione fattore V di Leiden, risulta a volte associato a valori piu bassi di
APCR, suggestivi di un’aumentata espressione fenotipica di rischio. In assenza
dell’associazione con la mutazione fattore V di Leiden invece non sembra predire un
incremento del rischio tromboembolico [37-47].

-11 -
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Alcuni studi, infine, propongono di valutare la combinazione dei diversi
polimorfismi, che da soli non hanno mostrato ancora un potere predittivo
significativo, nel tentativo di individuare dei possibili “cluster” con piu alto indice
prognostico [48], avvalendosi per questo di complessi sistemi di elaborazione dei
dati. Si tratta di un interessante argomento di ricerca, in vista anche dei percorsi e
delle tecnologie immaginate per il futuro della cosiddetta medicina personalizzata.
Mancano pero ancora, anche in questo caso, i riscontri epidemiologici sufficienti a
trasferire gia da adesso la ricerca di queste combinazioni di polimorfismi nell’attivita
di diagnostica quotidiana.

Conclusioni

Nonostante l'interessante quantita di nuovi studi, non sono ancora emersi in
letteratura dati conclusivi tali da giustificare, nella diagnostica di screening della
pratica clinica quotidiana, l'introduzione della ricerca di nuovi polimorfismi per la
valutazione genetica del rischio trombofilico.

La condivisione di questo messaggio da parte del mondo della Medicina di
Laboratorio, e della industria dei diagnostici, non sembra sufficientemente diffusa.
Molti Laboratori, infatti, risultano attrezzati per fornire esami di genetica per la
ricerca di quei polimorfismi che non hanno una ricaduta clinica validata dalla
letteratura scientifica. Questo atteggiamento, unito spesso all'inadeguata
informazione da parte dei clinici non specialisti nell’lambito della diagnostica della
trombofilia, contribuisce a generare la produzione di richieste inappropriate e
I’esecuzione di esami inutili di cui siamo testimoni quotidianamente.

La SIPMel, con le altre Societa scientifiche, sia cliniche sia di laboratorio, puo e
deve quindi ancora insistere nella attivita educativa e formativa in questo complesso
e delicato campo della diagnostica.

Conflitti di interesse Nessuno

Studi condotti su esseri umani o animali L’articolo non contiene alcuno studio eseguito su
esseri umani e su animali da parte degli autori

Consenso informato Non applicabile
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