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ADNOTARE

Visternicean Elena
»Rolul dereglarilor metabolismului metioninei la femeile cu avortspontan recurent:
diagnosticsi corijare” , tez de doctor irgtiinte medicale, Chinau, 2018.

Teza este constitagidin introducere, 4 capitole, conclugiirecomandri, bibliografie cu 200 de
surse, 9 anexe, 128 pagini de Ha35 tabelesi 25 figuri. Rezultatele amute sunt publicate n
10 lucari stiintifice, inclusiv 4 articole ra coautor, 3 teze Tn materialele comunior
stiintifice internaionale, 1 indrumare metodic

Cuvinte-cheie avort spontan recurent, homocistgipolimorfism, MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, trombofilie

Domeniul de studiu: Obstetri@ si ginecologie.

Scopul cercedrii: Diagnosticul deregtilor metabolismului metioninei la femeile cu avort
spontan recurent pentru optimizarea managemenarapeutic.

Obiectivele cercedrii: (1) evaluarea particulaitilor medico-sociale a femeilor cu avort
spontan recurent; (2) aprecierea nivelului serib@hocisteinei, vitaminei 8, acidului folic,
frecvenei polimorfismelor genetice MTHFR C677T, MTHFR ABX®, MTRR A66G, MTR
A2756G, si impactul lor asupra avortului spontan recureij identificarea relglor dintre
nivelul seric al homocisteinei, vitaminei B acidului folicsi polimorfismele genetice MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MTRR A66G, MTR A2756G la feeecu avort spontan recurent;
(4) evaluarea eficadifii terapeutice, monitorizarea parametrilor hemositazhomocisteinei la
gravidele cu deregtile metabolismului metioninei; (5) elaborarea m@amdirilor privind
managementul clinic al pacientelor cu deiggle metabolismului metioninei.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Lucrareaoferda date cu privire la identificareai
interpretarea prevales, precum si stabilirea corelgilor dintre parametrii  biochimici
(homocisteina, acidul folic, vitamina;B si polimorfismele genetice MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTRR A66G, MTR A2756G cu avortul spontacwentsi determinarea eficigai
terapiei de cora® a metabolismului homocisteingi tromboprofilaxiei la pacientele cu avort
spontan recurent deregéiri ale metabolismului metioningi homocisteinei.

Problema stiintifica solutionata in tezi const Tn aprecierea rolului factorilor genetigi
biochimici in dezvoltarea avortului spontan recty@fentificarea arora contribuie la evaluarea
riscului pentru apatiee. complicaiilor obstetricalesi optimizarea managementului terapeutic,
printr-o abordare individualizat la pacientele cu mufa genetice a enzimelor implicate in
metabolismul homocisteingi metioninei.

Semnificaia teoretica a luchrii rezida in faptul & rezultatele cercatii ofera perspective in
cunogterea rolului parametrilor biochimici (homocisteinacidul folic, vitamina Bp) si
polimorfismelor genetice MTHFR C677T, MTHFR A1298&TRR A66G, MTR A2756G in
fiziopatologia avortului spontan recurent.

Valoarea aplicativa a lucrarii consti in evaluarea deregllor metabolismului metioninegi
homocisteinei, determinareairora este necesarpentru stratificarea riscului obstetricail
individualizarea conduitei obstetricale ulterioai@® pacientele cu avort recurent. in baza
cercelirii efectuate a fost argumentat paiatul terapeutic al tromboprofilaxieii terapiei de
coregie a metabolismului homocisteinei prin survenirgaevoluia sarcinii, si depisirea
termenului de 22aptamani de gestse.

Implementarea rezultatelor stiin tifice. Rezultatele studiului au fost implementate in atetiea
curativa a Centrului medical ,Repromedi IMSP Institutul Mameisi Copilului, or. Chginau,
Republica Moldova.



AHHOTALIIUA
Bucrepanuan Enena
«Posap HapymeHHii MeTa00JIM3Ma METHOHUHA Yy KEHITUH ¢ IPUBBIYHBIM
HEeBbIHAIIMBAHHEM 0ePEeMEHHOCTH. JUATHOCTHKA H KOPPEKIH», Ha COUCKaHUE HayYHOU
CTENeH! KaHau1aTa MeIUuInHCKuX HayK, Kummunes, 2018.
Jluccepramusi COCTOMT W3 BBeACHUs, 4-€X TJaB, OOIMMX BBIBOJAOB M MPAKTHUYECKUX
pexomenpanuii, OuOimorpadguu Brmouaromed 200 ucrounmkoB, 9 mnpunoxkenwuit, 128¥x
CTpaHUI[ OCHOBHOTO TekcTa, 35# pucyHKoB u 25# Tabnwmi. Ha ocHoBe amccepramuu ObLIO
omy6nmkoBano 10 HaydHBIX padboOT.
KiroueBble ci10Ba: IpUBBIYHOE HEBBIHAIIMBAHUE O€PEMEHHOCTH, TOMOIIMCTENH, TOTUMOP(H3M,
MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR A66&hombo¢umms
Ob6JacTh HeciegoBanus. AKyIIEPCTBO U THHEKOJIOTHSL.
Heap ucesieqoBanus: 1UarHo3 HapylmeHi MeTad0in3Ma METUOHIHA Y KEHIIUH ¢ TPUBBIYHBIM
HeBbIHammBaHueM OepemenHoctn ([THB) s onmrtummsanum TepaneBTHYECKOTO JICUCHHS.
3agaun uccaenoBanns. (1) Onenka MeIUKO-CONUANBHBIX XapakTepucTrK xenmwH ¢ [THB; (2)
OneHka ypoBHsI TOMOIIMCTEMHA B CHIBOPOTKE KpOBH, BUTaMUHa Bis, (onmeBoil KHCIOTHI 1
ompejeNieHue TeHeTndeckux moimmMopdmmos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR
A2756Gu MTRR A66G y xenmun ¢ [THB; (3) Onpenencaue Koppessiuu MEKIY YPOBHEM
TOMOIIUCTEMHA B CHIBOPOTKE KpOBH, BUTaMHHA By, (onmeBoit KHCIOTHI W Te€HETHYECKUX
nomumopdmmos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR A66@G ux
pausare y naruentok ¢ [THB; (4) Ouenka tepameBTH4ecKoil 3G (GEKTHBHOCTH, MOHHTOPHUHT
COCTOSIHUSI CHCTEMBI TeéMOCTa3a U TOMOIIUCTenHa Yy OepeMEHHBIX C HapylleHUil Meraboin3ma
meTtronuna; (5) Paspaborku pekomenmanuii u MeHeKMeHTa keHiuH ¢ [IHB u Hapymenuit
MeTaboIM3Ma METHOHUHA.
HayuHasi HOBH3HA H OPHIHHAJBHOCTH HccjenoBaHusi. PabGorta comepxut wHOpMAIHIO O
UIACHTUGUKAMM W MHTEpIpeTaliy, a TakXke, O KOpPesIIUA MeXAy OHOXUMHYECKUMHU
napamerpamu  (rOMOIUCTEeWH, (HOJMEBOSI KHUCIOTA, BUTaMHH Bjy) W TreHeTHYeCKHMH
nommmMopdmmamu MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTRR A66G, MTR A27566I1Hb.
OTH pe3ynbTaThl JMAIOT IICHHYI0 WHQPOPMANHUIO C TMPAKTHUYECKUMH ITOCIEACTBHSIMHU, KOTOpas
MOKET OBITh HCIOJIb30BaHa KIMHUIMCTaMu B cBs3u ¢ IIHDB, nns ompenenenuss mpuuuH u
CO3/IaHUSI COOTBETCTBYIOIINX TEPANIEBTUYECKUX CTpATErHil.
Pemennas HayyHasi mpo0/emMa CBHUJIETEIBCTBYET O POJM T€HETHUECKUX M OMOXMMHYECKUX
¢dakropoB B maroreHese [THB. DTo moMokeT ONTUMHU3NPOBATh M YCTAHOBUTH OIEHKY CTETICHU
pHCKa aKymEepCKUX OCJIOKHEHUH y MAaIMeHTOB ¢ TEeHETHMUYECKUMHM MYTalusMH (pepMeHTOB,
Y4acTBYIOUIMX B MeTaboIM3Me FOMOILUCTENHA U METHOHWHA, U ONPEACNUTh TepalneBTHUYECKHE
MIO/IXO0/IbI BO BpeMsl MOCIeyIolIel OepeMeHHOCTH.
Teopernueckass 3HAYHMOCTH PadOTHI 3aKIIOYACTCS B TOM, YTO pe3yJbTaTbl HCCIEIOBaHUN
JIAtOT TIPEJICTABICHUE O POJIM 3HAHHS OMOXUMHYECKUX MapaMeTpoB (TOMOIMCTEHH, BUTaMuH B,
(donmeBas kucnoTa) U reierudecknx nommopdumos MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR
A2756Gu MTRR A66GB narodusnonorun [THB.
I[IpakTHyeckas 3HAYMMOCTH PadOTHI 3aKIIOYACTCS B OLIEHKE METa0OJIMYEeCKUX HapylleHHH
METHOHHMHA U TOMOIIUCTEHNHA, ONpeJesieHne KOTOPhIX HEOOXOIUMO JUIsl OLEHKU CTEIEHH pUcKa
OCJIO’)KHEHUN OEpeMEHHOCTH M IPOBEACHHUS JIedeOHBIX MepolnpusThil y nanueHntoB c ITHD.
OcHOBBIBasiCb Ha pe3yjbTaraX HcCCIeOBaHUs, aHau3 dS(P(HEKTUBHOCTH TPUMEHEHHUS
KOMIUIEKCHOW MPO(MIAKTUKN KOAryJIONaTHi U JIedeHUe THIeproMOLUCTEMHEMUH KOPPEIUpOBal
C Pa3BUTHEM H JIOCTHKEHHEM 22-HeeIBHOTO CpoKa OEpeMEHHOCTH.
Buenpenmne pe3yibTaToB HecJeA0BaHUs. Pe3ynbTaThl JaHHOTO UCCIE0BaHUS ObUTH BHEIPEHBI
B MPaKTUYECKYIO JESTEJbHOCTh MeIUIUHCKOro 1ieHTpa «Pempomen» u  Hayuno-
UccnenoBatensHoro Mucturyra Oxpansl 310poBbs Matepu u Pebenka, Kummunes, Pecrry6nnka
Momnnosa.



SUMMARY
Visternicean Elena
“Role of methionine metabolism disorders in women Vth recurrent spontaneous abortion:
diagnostic and correction”,
PhD thesis in Medical Sciences, Chisinau, 2018.

The thesis consists of introduction, 4 chaptersncksions and recommendations, 200
bibliographical sources, 9 annexes, 128 basic p&fesables and 25 figures. Obtained results
were published in 10 scientific publications, irdihg 4 articles without co-authors, 3 article in
international scientific publications, 1 methoddpnce.

Keywords: recurrent pregnancy loss, homocysteine, polymemhMTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, thrombophilia

The research areaObstetrics and gynecology.

Study aim: diagnosis of methionine metabolism disorders omen with idiopathic recurrent
pregnancy losfor optimizing therapeutic management.

Study objectives (1) evaluation of medico-social particularitie$ women with recurrent
pregnancy loss; (2) assessment of serum homocgskeuels, vitamin B, folic acid and the
frequency of the MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G and RIR A66G
polymorphisms in women with recurrent pregnancy;]d8) identification of relations between
serum homocysteine levels, vitamimBolic acid and MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR
A2756G and MTRR A66G polymorphisms and their imgtions in women with recurrent
pregnancy loss; (4) evaluation of therapeutic atfic monitoring of hemostasis parameters and
homocysteine in pregnant women with methionine bwia disorders; (5) developing
recommendations for clinical managemehthese patients.

The novelty and the scientific originality. The study provides information on prevalence and
incidence, as well as correlations between biocbainparameters (homocysteine, vitamig, B
folic acid) and MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR AZ6G and MTRR A66G
polymorphisms with recurrent pregnancy loss. THegbngs provide valuable information with
practical implications for health care providetsttcan be linked to recurrent pregnancy loss in
orderto identify the etiology and to establish a projp@rapeutic strategy.

The scientific solved problemevidence the role of genetic and biochemical facia the
pathogenesis of recurrent pregnancy loss. This alp to optimize and identify the risk of
obstetric complications in patients with genetictations of enzymes involved in homocysteine
and methionine metabolismand will determine theuéipe approaches during the next
pregnancy.

The theoretical significance of the studyis that the research results provide insights th&o
role of knowlodge of biochemical parameters (honst&ye, vitamin B, and folic acid) and
MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G and MTRR A6&@netic polymorphisms in
the pathophysiology of recurrent pregnancy loss.

The applicable value of the studyis to evaluate the metabolic disturbances of mathe and
homocysteine metabolism, the determination of wischecessary for the risk stratification and
individualized approach to prophylaxis and therapy in patient$ witcurrent pregnancy loss.
Based on the research, the efficacy of thrombopdegls and correction of
hyperhomocysteinemia was argued by the evolutiorprefjnancy and exceeding 22 weeks
gestation.

Implementation of scientific results The sudy results were implemented in clinical kvof
Medical center “Repromed’and Scientific Researdttitute of Mother and Child Health Care,
Chisinau, Republic of Moldova.



LISTA ABREVIERILOR

5,1C-MTHF - 5,10-metilentetrahidrofolat MAT — Metionin adenozil-transferaza

5-MTHF - 5-metilterahidrofolat

A — adenina

ADMA - Dimetil arginina asimetric
ADN - Acid dezoxiribonucleic

ARN — Acid ribonucleic

Ala — Alanin

APTT — Timpul de tromboplastipatial
activat

BHMT - Betain-homocistein-metil-
transferaza

Cbl — Cobalamia

CBS - CistationinB-sintetaz

C - citozina

CGL - Cistationin+y-liaza

COC - Contraceptive orale combinate
DFE — Echivalent dietetic de folat

DIU — Dispozitiv intrauterin

EDTA — Acid etilendiaminotetraacetic
FIV — Fertilizare in vitro

GAMT - Guanidinoacetate
metiltransferaza

GIn — Glutamira

G — guanina

GNMT — Glicin N-metil-transferaza

IT — Interval de incredere

IMC - Indicele de mascorporal

IMSP — Instituie Medico-Sanitar Publica
ITGA2 — Integrin alpha 2

ITGB3 — Integrin beta 3

MTHFR — Metilentetrahidrofolat reductaza
MTR — Metionin-sintetaza

MTRR — Metionin-sintetaza-reductaza

NO — Oxid nitric

O, — Oxigen molecular

OMS - Organizdga Mondiahk a Sinatatii

OR - raportulsanselor

PAI-1 — Inhibitor al activatorului de plasminogen
PCR/RFLP — Reagile de polimerizare in larsi
polimorfismul lungimii fragmentelor de resctie
PCR — Reaga de polimerizare in lan

PEMT - Fosfatidiletanolamin-N-metiltransferaza
PLAT — Activator tisular al plasminogenului
RR — riscul relativ

SAH — S-adenozil-homocistein

SAHH — Adenozil-homocisteinaza

SAM - S-adenozil metionin

SHMT - Serin-hidroximetil-transferaza

SNF — Schimbarea unei singure nucleotide
THF — Tetrahidrofolat

T — timina

TORCH — Complexul TORCH: Toxoplasmoza,
Alte infeqii (sifilis, Varicella zoster, parvovirus
R18), Rubella,Cytomegalovirus, Herpes

Val — Valina



INTRODUCERE

Actualitatea si importan ta temei abordate

Avortul spontan repreziato probleni medicak frecvent [2; 15; 22]. Pierderea spontan
a sarcinii amane, pam in prezent, una dintre cele mai complexeactuale probleme ale
medicinii moderne [29].

Rata pierderilor reproductive este dificil de estindar se considirca mai mult de 50%
din nunarul total de sarcini care survin, se intrerup Tnmiene timpurii, adeseori nefiind
suspectatai inregistrate de femei. Aproximativ 10-20% dinalle inregistrate se terndrcu
pierderea spontara sarcinii pamla 20 gptamani de geste. Din ele, 80% se intrerup Tn primul
trimestru de sarcin[15].

Pierderea spontéamecureni a sarcinii este defiriitdrept pierderea a dasau mai multe
sarcini consecutive [2; 22; 78; 117; 164; 174,1. Studiile epidemiologice au#at ;i aceast
patologie a sarcinii afecteaaproximativ 1% dintre toate femeile [2; 15; 22;; 289; 167].
Datele empirice demonstréazi prezema in anamndza unui avort spontan gte riscul de
recuremi pentru sarcinile ulterioare de la 14% paa 21% dup un avort spontan, dapdoua
avorturi spontane riscul de recutgmeste de 29%, 43% darei avorturi spontang para la
53% dup@ sasesi mai multe avorturi spontane [15; 22; 35, p. 341p. 12]. Daa factorii
nefavorabili pregravidari persistriscul avortului spontan este mult mai mare [15].

Cauzele cunoscute ale avortului spontan recurent swltiple si complexe (cauze
infeioase, endocrine, imunologice, anatomice, geneticd [35, p. 3; 42; 164; 165; 167]. In
pofida eforturilor cercatorilor de a soltona aceast problend, incidena patologiei date
ramane crescétpari in prezent, astfelacin 60% din cazuri etiologia pierderii spontane a
sarcinii nu poate fi precizaf2; 22; 23, p. 3; 29; 42; 149; 174, p. 11; 189].

In acest context, cercetarea medicil focuseaz atenia in ultimii ani spre diverse
mecanisme care ar putea ®ondud la elucidarea cauzelor avortului spontan [29]. [grdin
aceste mecanisme vizéarezvoltareasi functionarea placentei, vasculariea acesteia sau
alterarea altor procese fiziologiee moleculare care pot influga in sens negativ dezvoltarea
produsului de conceje [12; 23, p. 4; 63; 75].

Sistemul hemostatic joaan rol important in sarcin respectiv in procesul de embrio —
implantaresi dezvoltarea placentei [5; 12, p. 6].

Dintre cauzele genetice asociate avorturilor spanterombofilia reprezi@tin ultimii ani
un domeniu mai nou de cercetare atat la nivel nandi2, p. 6; 59], casi in Republica
Moldova. Trombofilile reprezirdt afeciuni hematologice ereditare sau dobandite, care



predispun la fenomene trombo-ocluzive sau boalanlicembolid, avand drept substrat
anomalii moleculare ale procesului de hemast®e parcursul sarcinii, potgaiul trombogenic
este mai mare decat in afara perioadei de sarfiind amplificat de modifigrile specifice ai
factorilor de coagulare, la care se poateugd statusul trombofilic congenital sau dobandif[9

Astfel, Tn ultimii 10 ani, interesul studiilor carelateaz despre asocierea trombofiliei cu
pierderile recurente de sargia sporit remarcabil, iar recent trombofilia eradita fost postulat
ca o0 cauZ a avortului spontan recurent [2; 44; 46, p. 18;629; 115; 117; 125; 149; 192].

In ultimii ani studiile genetice s-au concentrat igentificarea genelogi a variantelor
alelice care ar putea conferi susceptibilitate peatvortul spontan recurent, precgnasocierea
lor cu factorii de risc, ce pot avea un efect pgttnm in fenotipul acestei patologii [42; 115].
Trombofilile ereditare, implicand difgrifactori ai coagurii, pot fi cauz de avort spontan prin
afectarea circulei placentaresi fetale [36; 37, p.3]. In timpul sarcinii, potgalul
tromboembolic al acestor tulldr este amplificat de modificile factorilor de coagulare
asociate grii de gestde [14]. Polimorfismele cele mai studiate in cadrambofiliilor ereditare
sunt la nivelul genelor factorului V Leiden (G1619A inhibitorului activatorului
plasminogenului (PAI — 1 5G/4G), factorului 1l (G220A) si enzimei metilentetrahidrofolat
reductazei (MTHFR) [10; 20; 37, p. 4; 39; 44, 48; 525, 192].

in ultimul deceniu a devenit evident ¢ulburrile din metabolismul homocisteingi
metioninei, in relae cu polimorfismul MTHFR, ambele asociate bolit@rdiovasculare [3; 45;
87; 96; 99; 131; 136; 162; 185; 192], sunt impkcat apatia complicaiilor sarcinii, legate de
tulburarea microcircutgei si hipercoagulare [55; 59; 64]. Exdstun nunar relativ mare de
complicaii considerate asti ca fiind cauzate de aiterea nivelului plasmatic de homocistein
anomalii cromozomiale, defecte de tub neural, hbgueiunea arterial indusi de sarcia,
decolarea prematiira placentei normal insesatrestrigia de cretere intrauteria a fatului,
moartea intrauterina fatului si pierderea recureitde sarcia [7; 39; 47, p. 35; 54; 57; 58, p.
188; 65; 66; 93; 113; 118; 125; 129; 139; 153; 169]

Ultimii ani au inregistrat o cggere dramatit in cercetareai intelegerea notoriggi
aminoacidului homocisteina, gedovezile sunt incompletgi multe ntrekiri raman iné fara
raspuns [32]. Homocisteina, fiind un aminoacid nepimtabsent in dieta natusaderivat din
metabolismul metioninei, este cofidnati nu doar de aportul extern de acid falicvitamina
Bio, dar se afl si sub influena modului in care funoneaz o serie de enzime implicate in
metabolismul homocisteinei [55; 83; 119; 139; 1504].

Hiperhomocistinemia este considaérain prezent, un factor de risc protrombotic,ains

relativ slab[171]. Studiile demonstre&zrolul protrombogen al homocisteinei prin mai multe
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mecanisme, cum ar fi expresia cregatfactorului tisular, atenuarea proceselor angatante,
favorizarea agregii plachetare, generarea cregcde trombir, activitatea factorului V Leiden,
potenial fibrinolitic deficitar si dezvoltarea leziunilor endoteliale, inclusiv disftia endotelial
[128; 183; 184]. Homocisteingi expresia genelor metionin—sintetaza (MTR), matile
tetrahidrofolat—-reductaza (MTHFR}i metionin—sintetaza—reductaza (MTRR) ce codific
proteinele implicate in metabolismul homocisteigiemetioninei sunt subiecte importante de
studiu.

Cele mai intens studiate vatiacare afecteaz gena MTHFR includ schimbarea unei
singure nucleotide (SNP): C677di A1298C [95]. Genotipul determinat de aceste aou
polimorfisme au fost sugerate a fi implicate Tnggmneza avortului spontan recurent,ains
rezultatele studiilor de specialitate suntiicontradictorii. Polimorfismele genelor MTRR A66G
si MTR A2756G produc o activitate &uta a enzimelosi provoad hiperhomocisteinemie [88].
Aceste mutgi, cu impact asupra metabolismului homocisteigeimetioninei, sunt raresi
semnificaia lor clinica este practic neexploeat

In ultimii 20 de ani, literatura de specialitateaaluat rolul acidului foligi vitaminei By,
asupra embriogenezei [91]. Auaapt studii despre deficitul acidului folic la fenteingircinate,
care condioneaa acumularea homocisteingiireducerea metioninei, iar la etapele timpurii de
dezvoltare a embrionului dereglaaziteza de divideresi migraie celulad, sporind riscul
apariiei celor mai necorijabilgi grave malformgi congenitale — defecte ale tubului neuralda f
[7; 25].

Conform unor studii recente, au fost raportate dispre asocierea polimorfismului
homozigot mutant MTHFR T677T, nivelul &ut al folatului seric, hiperhomocisteinemie
avort spontan precoce [22; 139]. Starea de hetggzicompus ale polimorfismelor genelor
MTRR A66G si MTR A2756G cu polimorfismul MTHFR C677T reprezinin factor de risc
pentru viabilitatea fetal[109].

Existai motive biologice plauzibile & nivelul crescut al homocisteinei serice totale,
deficitul de acid folicsi genotipul MTHFR 677TT sunt factori de risc penéfiegiunile mediate
de insuficiema placentar [75; 86; 97; 152; 154]. Cu toate acestea, sunesae investiga
suplimentare pentru a confirma aceste cofstgita ghida misurile preventivai terapeutice.

Studiul efectuat in Republica Moldova ddtre Centrul N@gonal de Snatate a
Reproduceriisi Genetiad Medicak (2009) a evaluat particulatilte populaional — genetice ale
frecvenei alelei C677Tsi variantele polimorfismului genei MTHFR, stabilingh frecvena
genotipurilor polimorfismului MTHFRC677T in populaia Republicii Moldova este de 44,0%
pentru genotipul heterozig@677T si 15,0% pentru genotipul homozigot mutant T677T][25
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in condiiile social — demografice contemporane, problenttavilor spontane ocupun
loc special Tn domeniulagratatii reproducerii. Incideta intreruperilor spontane de sakciim
Republica Moldova pentru anul 2014 a constituit8% [190], iar pentru anul 2015 - 20,44%
[191]. Analiza comparativ a incidemei avorturilor spontane in ultimii ani s-a redusrd
nesemnificativ.

in acest context, identificarea genotipului hetggozC677T a genei MTHFR in valoare
de 44,0%, frecvea relativ inali a genotipului homozigot mutant T677T — 15,8Péncidena
avorturilor spontane n jur de 20,0% in popald&epublicii Moldova, repreziattemeiuri pentru
evaluarea gradului de implicare a polimorfismelenglor implicate in metabolismul metioninei
si homocisteinei in patogeneza avortului spontannesd.

Asocierea mai multor polimorfisme ale unor genesli€, sau chiar ale acelgiayene,
pot influena patogeneza unei afemi cu etiologie genetic [59]. Polimorfismele genelor
MTHFR, MTR si MTRR au un impact in embriogeza timpurie, cu ¢oatestea, interagnea
dintre aceste polimorfisme, nivelul homocisteifeiatului sericsi vitaminei B, nu au fost
investigate Tn etiologia avortului spontan recurémtRepublica Moldova. in popula din
Republica Moldova aceste variante genetice aupagt studiate, efectuate sporadic, iar studii
care 4 reflecte interconexiunea cu avortul spontan retusant aproape absente. Prin cercetarea
de fga s-a incercat extinderea sferei de cytera a particularitilor patogenetice a avortului
spontan recurent. Astfel, rezultatele studiuluirdfi@formaii legate atat de distribia celor 4
polimorfisme investigatgi valoarea serica homocisteinei, precugh despre asocierea acestora
cu avortul spontan recurent pentru pogaldin Republica Moldova.

Teza de fdi vine ca #spuns la problemele existenteaasin patologia avortului spontan
recurent: informai insuficiente legate de identificarea unor paraiméiochimici, posibil
implicati in etiologia avortului spontan recurent; infotindn ceea ce privge explicarea
mecanismelor care stau la baza deganavortului spontan recurest identificarea &spunsului
terapeutic practic in aceastliregie, si nu in ultimul rand, perspectiva utifidi datelor in
practica clini@, ceea ce ar putea Bnburiitateasa prognosticul acestei afgani.

Stabilirea diagnosticului etiologic reprezind necesitate in vederea instituirii unei terapii
adecvate. Studiul reprezintastfel, o interveiie diagnostig, ce ar putea duce la profilaxsa
diagnosticul prenatal, prin stabilirea coradafactorilor etiologici analizg cu apariia avortului
spontan recurent.

Studiul prezent va evalua pacientele cu avort gorgcurent, care includ combinale
istoric al pacientelor cu markerii biochimici serst caracteristici de profil genetic, Th vederea

evidenierii rolului factorilor clinicisi genetici in etiopatogenia avortului spontan reatir
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Astfel, este evide#it necesitatea unei abard comprehensive (clinig biochimia,
geneti@, nutrtionak) a particulariitilor metabolismului metioninei prin  evaluarea
homocisteinei, statutului folatului serig vitaminei B, polimorfismelor genetice MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G in rngéacu avortul spontan pentru
identificarea cauzei implicatg stabilirea unei strategii terapeutice adecvate.

Scopul cerceiirii consti in diagnosticul dereglilor metabolismului metioninei la
femeile cu avort spontan recurent pentru optimaan@anagementului terapeutic.

Obiectivele cerceidrii

1. Evaluarea particulatitilor medico-sociale a femeilor cu avort spontarureat.

2. Aprecierea nivelului seric al homocisteinei, vitamii By,, acidului folic, frecvertei
polimorfismelor genetice MTHFR C677T, MTHFR A1298®ITRR A66G si MTR
A2756Gsi impactul lor asupra avortului spontan recurent.

3. Identificarea relgilor dintre nivelul seric al homocisteinei, vitangi B,,, acidului folicsi
polimorfismele genetice MTHFR C677T, MTHFR A1298®MTRR A66G, MTR
A2756G la femeile cu avort spontan recurent.

4. Evaluarea eficaditii terapeutice, monitorizarea parametrilor hemasitaizbiochimici la
gravidele cu deregti ale metabolismului metioninei.

5. Elaborarea recomaadlor privind managementul clinic al pacientelor auort spontan
recurentsi deregtiri ale metabolismului metioninei.

Noutateastiin tifica a rezultatelor oktinute

A fost realizat un studiu de cohaytcare a permis identificareg interpretarea
prevalenei, precumsi stabilirea corelgilor dintre parametrii biochimici (homocisteinagidul
folic, vitamina By) si polimorfismele genetice MTHFR C677T, MTHFR A1298GITRR
A66G, MTR A2756G la pacientele cu avort spontarurect. Prin rezultatele @ghbute a fost
elucidat rolul lor in veriga etiopatogendtia declagarii avortului spontarsi a fost argumentat
importanta terapiei de cor¢gie a metabolismului homocisteinai tromboprofilaxiei prin
diminuarea riscului de recurgima bolii, iar aspunsul terapeutic fiind cuantificat prin surveaire
si evoluia normak a sarcinii cu degirea termenului de 22aptaimani de gestee la pacientele
cu avort spontan recuregit dereghri ale metabolismului metioninai homocisteinei. Aceste
rezultate aduc informia cu implicaii practice, care pot fi folosite detce clinicieni in rel@e cu
avortul spontan recurent pentru identificarea cauzestabilirea unei strategii terapeutice
adecvate.

Problemastiin tifica solutionati in tezi const n aprecierea rolului factorilor genetigi

biochimici in dezvoltarea avortului spontan recty@fentificarea arora contribuie la evaluarea
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riscului pentru apatie. complicaiilor obstetricalesi optimizarea managementului terapeutic,
printr-o abordare individualizat la pacientele cu mufa genetice a enzimelor implicate in
metabolismul homocisteingi metioninei.

Importan ta teoretici si valoarea aplicativa a lucririi

Semnificaia teoreti@ a luctirii rezida in faptul & rezultatele cercetii ofera perspective
in cunoaterea rolului parametrilor biochimici (homocisteinacidul folic, vitamina Bp) si
polimorfismelor genetice MTHFR C677T, MTHFR A1298&TRR A66G, MTR A2756G in
fiziopatogenia avortului spontan recurent. Dateliginnite completeaw viziunea patogenetic
asupra avortului spontan recurent. De asemenealtaigte pot servi in calitate de material
educaional — didactic pentru instruirea universitamnclusiv pentru perf@mnarea programelor
de studii postuniversitare destinate rezfiden doctoranzilor, medicilor obstetricieni —
ginecologi la Catedrele Obstetrig ginecologie nr. ki nr. 2, USMF ,Nicolae Testeranu”.

Valoarea aplicati¥v a luctrii consg n evaluarea deregllor metabolismului metioninei
si homocisteinei, determinaredrora este necesampentru stratificarea riscului obstetricgl
individualizarea conduitei obstetricale ulterioai® pacientele cu avort recurent. in baza
cercefrii efectuate a fost argumentat paiatul terapeutic al tromboprofilaxieii terapiei de
coregie a metabolismului homocisteinei prin survenirgaevoluia sarcinii, si depasirea
termenului de 22 itimani de gest#e. In acest context, evaluarea acestor paramste e
necesat pentru prediga si prevenirea riscului de avort spontan, instituisti@tegiei terapeutice
optimesi imburatatirea prognosticului.

Totoda#, studiul actual argumenteamecesitatea evaltii a altor factori tromboembolici
cu implicgie posibik Tn avorturile spontang asocieri dintre factorii mgiongi, precum sunt:
factorul de coagulare V, proteina C, factorul dagrdare Il, antitrombina, proteina S, receptorul
endotelial de proteinC, trombomodulina, cofactorul Il al heparinei, ilnitorul activatorului de
plasminogen tip - 1, glicoproteina lIb/llla, actigeul tisular al plasminogenului, factorul de
coagulare XllI, fibrinogenul.

Rezultatelestiin tifice principale inaintate spre suginere.

1. Studiul actual demonstreaza genotipurile mutante: heteroziggit homozigot mutant
pentru polimorfismele MTHFR C677T, MTHFR A1298C, RTA2756G si MTRR
A66G, precunsi frecvena asocierii dintre polimorfisme, este semnificatatistic mai
mare in lotul pacientelor cu avort spontan recudect in lotul martor.

2. La pacientele cu avort spontan recurginprezena polimorfismelor genetice MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G, conaetih homocisteinei

serice totale este semnificativ statistic mai ntan@parativ cu lotul martor.
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3. Rezultatele cercatii confirma importana stratificrii riscului obstetrical la pacientele cu
hiperhomocisteinemiesi mutgii genetice a enzimelor implicate Tn metabolismul
homocisteinegi metioninei pentru individualizarea conduitei adistale ulterioare.

4. A fost apreciat eficacitatea administrii terapiei de corgte a metabolismului
homocisteinesi terapiei anticoagulante cu viprofilactici la pacientele cu avort spontan
recurentsi dereghri ale metabolismului metioninei in perioada decpreepie si pe
parcursul sarcinii, prin evofia sarcinii si depsirea termenului de 22aptaimani de
gestaie In 75,43+5,70% cazuri.

Aprobarea rezultatelor

Rezultatele preliminarg finale, precumsi concluziile teoreticei practice formulate in
cercetare au fost comunicataliscutate in cadrul:

* Sedinele Catedrei Obstetticsi ginecologie nr. 2 a USMF ,Nicolae Testeamu”
(Chisinau, 2014-2017);

* Conferina Stiintifica a Tinerilor Cerceitori si Studeni (cu participare interngnalki)
.Modern Solutions of Current Scientific Issues iredlicine”, edjia a lll-a, 15-16 martie
2017, Niznij Novgorod, Rusia.

» Conferina Stiintifica a Doctoranzilor ,Tendif@ contemporane ale dezwit stiintei:
viziuni ale tinerilor cercetori” (cu participare interngonak), edtia a Vl-a, 15 iunie
2017, Chginau, Republica Moldova.

» Conferinastiintifica anuak a USMF ,Nicolae Testerranu”, 19 octombrie 2017.

Teza a fost discutatsi recomanddt spre sugnere laSedina Catedrei de obstetHiGi
ginecologie nr. 2 a USMF ,Nicolae Testeariu” (Proces-verbal nr. 2 din 2 octombrie 204i7)
la Sedinta SeminaruluBtiintific de Profil Obstetrig si ginecologie din cadrul USMF ,Nicolae
Testemianu” (Proces-verbal nr. 6 din 21 noiembrie 2017).

in baza materialelor tezei au fost publicate 10Qagtiintifice, inclusiv 4 articole #ra
co-autor si 3 articole in materialele comu@idor stiintifice internaionale, 1 indrumare
metodici.

Sumarul compartimentelor tezei

Teza este constitditdin introducere, 4 capitole, conclugiirecomandri, bibliografie cu
200 de surse, 9 anexe.

Compartimentulntroduceredescrie actualitateg importarta problemei abordate, scopul
si obiectivele tezei, noutategdiintifica a rezultatelor ofnute, importara teoreti@ si valoarea

aplicativa a luctirii, aprobarea rezultatelar sumarul compartimentelor tezei.

15



Capitolul 1 este structurat in 4 subcapitgieeontiine analiza materialelagtiintifice la
tema tezei, cuprinzand date din literatura autahtorstraina autenti@, care reflec ultimele
cerceiiri in domeniul obstetricisi ginecologiei asupra problemei studiate. Am abbrdizte
generale privind metabolismsil rolul metioninei, homocisteinei, acidului folit vitaminei By,
precumsi variantele alelice ale genelor MTHFR, MBRMTRR ce codifié compyi implicagi
n metabolismul folglor si homocisteinei. Am eviderat mecanismele prin care homocisteina
genereaz disfungia endotelial si exercia agiuni protrombogene, detaliind acele mecanisme
care sunt cel mai bine evaluaiesuginute experimental, p&dnin acest moment. Ulterior, sunt
descrise diverse studii ce au analizat asocierden@dismelor MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTR A2756Gsi MTRR A66G, homocisteinei, acidului foligi vitaminei By, si
impactul clinic al acestora asupra embriogenezei.

In capitolul 2 este prezentataracteristica genetah metodologiei de cercetare, precum
si descrierea detaliata loturilor de studiu in baza criteriilor de indresi excludere. in acest
capitol este prezentat designul ceidetsi sunt redate etapele de dasfrare ale cercatii,
precumsi metodele de cercetare, care au inclus: anchetar@minarea clinicsi biochimici
(homocisteina, acidul folic, vitamina;8 nunirul de trombocite, concentra fibrinogenului
plasmatic, timpul de protromhirsi timpul patial de tromboplastih activat). De asemenea,
sunt descrise metodele molecular — genetice uglipantru aprecierea polimorfismelor genetice
MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTRR A66G, MTR A2756Gyepum si prezentarea
instrumentelor de procesare statistacrezultatelor afnute.

Capitolul 3, structurat in 3 subcapitole, refieanaliza loturilor de studiu din punct de
vedere demografic, clinigi rezultatele investigalor biochimice, unde se elucideanivelul
seric al homocisteinei, acidului folit vitaminei By,. Tot Th acest capitol, se incearealizarea
unor coreldi statistice intre o serie de parametri de exp®iaiochimié si clinica legate de
metabolismul homocisteinei, precwinde a preciza impligéle si importanta lor ca factori de
risc pentru producerea avortului spontan recurent.

Capitolul 4, structurat in 4 subcapitole, prezximariantele mutgonale observate la
nivelul polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR A1298QVITRR A66G, MTR A2756G,
frecvena si analiza asocierii polimorfismelor genetice invgate in loturile de cercetare,
precumsi corelgii privind frecvena genotipurilor polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTRR A66G, MTR A2756G identificatg@ concentrga serié@ a homocisteinei cu
avortul spontan la pacientele cu avort sopontaarest. De asemenea, in cadrul acestui capitol
s-a efectuat stratificarea riscului obstetrical pirezema hiperhomocisteinemiegi mutaiilor

genetice implicate in metabolismul homocisteimenetioninei,si stabilirea strategiei terapeutice
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adecvate, cu evaluarea in dinaingc parametrilor clinicisi biochimici: homocisteina se#ic
totak, parametrii hemostazei (nhdnal de trombocite, concentra fibrinogenului plasmatic,
timpul de protrombia si timpul patial de tromboplasti activati) in scopul prelungirii sarcinii
peste termenul de 2aamani de gestee.

Analiza rezultatelor aimute in cadrul tezei sunt expuse in 6 concluzinegalesi 4
recomandri practice. Compartimentul final al tezei inclutliografia cu 200 referge, 9

anexe, declate privind asumareaispunderiisi CV-ul autorului.
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1. DEREGLARILE METABOLISMULUI METIONINEI, VITAMINELE GRUPULUI B
SI ROLUL LOR IN AVORTUL SPONTAN
1.1. Metabolismul metionineisi homocisteinei. Impactul clinic al hiperhomocistememiei

Homocisteina (acid 2-amino 4-mercapto butiric) este aminoacid neproteinogen cu
grupare tiolig, absent in dieta natuialderivat din metabolismul metioninei [16; 54; B3;, 89;
92; 101; 135; 158; 175, p. 17; 184].

Metionina este un aminoacid esiahce cofine sulf, care este activat de enzima metionin
adenozil — transferaza (MAT) adenozin trifosfat (ATP) pentru a forma S-adehozetionira
(SAM), un donator puternic de grup metil [55; 62; 9407; 108; 155, p. 23; 158; 162; 174, p.
40].

SAM este principalul donor de grup metil in muléagii biologice de metilare, precum
metilarea ADN-uluisi ARN-ului, proteinelor, lipidelorsi neurotransmiitorilor, excepie fiind
reagia de remetilare a homocisteinei [65; 90; 92; 1&7; 158; 162; 193].

La transmetilare, ca rezultat al transferului depgmetil éatre alte grupri R-CHs (in
catecolamine, ADN, ARN etc.), sub influeanenzimei glicin-metiltransferaza, SAM este
convertit in S-adenozil-homocist&ir{SAH), care este scindat in continuare d&ecenzima
adenozil-homocisteinaza (SAHH) pentru a produce dwsteinasi adenozina (Figura 1.1) [89;
90; 92; 93; 103; 162].

Homocisteina este un intermediar metabgiicpoate fi remetilat la metionia prin
reagia de remetilare sau degratlateversibil Tn cisteia prin rea¢ia de transsulfurare (Figura
1.1) [8; 9; 76; 81; 84; 90; 91; 93; 175, p. 18]. dsemi, acest metabolit intermediar —
homocisteina este situat intr-un punct metaboliticcri, de aceea, direct sau indirect
influenteaz metabolismul compgilor metabolici metilicisi cu sulf [9; 65].

Reagia de transsulfurare cofisin condensarea homocisteinei cu sepentru a forma
cistationina. Aceastreagie este catalizatde enzima cistationifi-sintetaz (CBS), dependeit
de piridoxal fosfat (vitamina &, in calitate de cofactor [55]. Cistationina estetabolizat, in
continuare, sub influga enzimei cistationin-liaza (CGL), in cisteil si a-cetobutirat [16; 54;
89; 92; 158; 162; 175, p. 18]. Cisteina, reprezim precursor al glutationului, un antioxidant
celular utilizat in detoxifierea multor xenobioti§é6; 162]. Reaga de transsulfurare este
prezent doar in catevgesuturi: ficat, rinichi, intestinul sgipe si pancreas [92].

Reagia de remetilare este formiatlin dou cii biochimice, care se intersectéag
constau din transferul unui grup metil (gJHtitre homocisteis de la 5-metiltetrahidrofolat (5-
MTHF) sau betaina [64; 89; 90-93; 158; 177].
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Reatgia de remetilare a homocisteinei, care pttaegrupul metil din 5-MTHF, leag
ciclul folatului de metabolismul homocisteinei (Brg 1.1) [174, p. 40]. Grupul metil de la 5-
MTHF este transferat la homocistgidin care rezudt metioninasi tetrahidrofolat (THF) [155, p.
24]. Reaga este catalizatde enzima MTRsi necesii in calitate de cofactor vitamina, H89;
92; 93; 175, p. 18]. THF este apoi reciclat la Syi€tilentetrahidrofolat (5,10-MTHF), in
prezema serineki vitaminei B de cétre enzima serin-hidroximetil-transferaza (SHMTY[93;
155, p. 23]. Restabilirea donatorului de grup metdcesar pentru remetilarea homocisteinei i
revine enzimei MTHFR care reduce 5,10-MTHF in 5-MA ldofactor fiind vitamina B[90; 91,
94; 175, p. 18].

Pentru activitatea enzimei MTR este necggaezema cofactorului cobalamin(Chbl),
care formeax impreura complexul Cbl(IMTR. Complexul CbI()MTR intrebugaz grupa
metil din 5-MTHF pentru rea@ de remetilare a homocisteinei in metianiformand complexul
CbI(IIMTR. In aceast reagie cofactorul Cbl(l) poate fi gor oxidat la Cbl(ll), inactivand
complexul CbI(I)MTR. Enzima MTRR are ftia de a restabili activitatea enzimei MTR prin
metilarea reductiva Cbl(ll) folosind ca donor de metil SAM [16; 6824; 140].

Calea de remetilare a homocisteinei folat — depatideste preze#tin aproape toate
celulele, cu excafa eritrocitelor [16; 155, p. 24; 162].

in ficat si in rinichi, betaina (cunoscutasi trimetilglicini) agioneaz ca un donor de
grup metil in reaga de remetilare a homocistinei la metianiintr-o reagde catalizai de enzima
betain-homocistein-metil-transferaza (BHMsl)este folat — independen{Figura 1.1) [65; 89;
175, p. 18; 196].

Reacia cu 5-MTHF apare in toatesuturilesi este dependeinide vitamina By, in timp
ce reaga cu betain este limital in special la ficagi este vitamina B independerit[90; 196].

SAM reprezini un factor determinant in reglarea metabolismutumbcisteinei [89; 155,
p. 24]. Acesta este un inhibitor alosteric al er@iMTHFR si un activator al enzimei CBS [91;
177]. Cand nivelul tisular SAM este suficient pen&r mefine reada de transmetilare, SAM
reduce rata redei de remetilare a homocisteinei in metiagniprin 5-MTHF, inhiband
activitatea enzimei MTHFR [89]. SAM reglementeéade asemenegj reacia de remetilare
hepati@ a homocisteinei prin inhibarea actiitit enzimei BHMT [155, p. 25]. La un nivel
crescut de metioniiy se constatexces de SAMi pentru a evita acumularea de homocigtein
SAM este un efector pozitiv asupra sintezei cigtatiei, stimuland proddi@ de cisteia si a-
cetobutirat. Totgi, Tn cazul Tn care metionina este in cantitatelfinenta, SAM se va forma

numai Tn cantitti mici, limitand astfel activitatea enzimei CBS BL5. 25]. In aceste coniij
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homocisteina acumukaeste remetilatla metionir, folosind grupul metil din 5-MTHF [55; 89;
162].

Metionina
MAT ATP
Serina
Dimetilglicina
BHMT THF SAM
Glicina R
B12 IT siaw.
510-MTHF MTRR <> MTR rchs | BHMT
SAH
MTHFR 5-MTHF Trimetilglicina
(Betaina)
SAHH
Adenozina
Homocisteina
Serina
CBS
Calea de remetilare Calea de remetilare
folat-dependenta folat-independenta
Cistationina
CGL
Cisteina

Fig. 1.1. Schema metabolismului metionigigaomocisteinei [155].

Ficatul si rinichii sunt organele majore in m@merea nivelului seric optim al
homocisteinei. In ficat, in special caspuns la un cainut ridicat de proteinei aportul
alimentar de metion#) concentraa SAM este supusreglemertrii. Dupa cum s-a megionat
deja, SAM este produs din metionirsub agunea enzimelor MATsi ATP. in tesuturile
mamiferelor, trei izoforme ale enzimei MAT au fadentificate: MAT 1, Il si Ill. Tn tesuturile
extra — hepatice, predondinzoforma MAT II, care preziato afinitate relativ sizuta pentru
metionira si este inhibat de SAM. Izoformele: MAT Isi MAT Ill, specifice pentru ficat,
raspund la nivelul crescut de metiofjigenerand SAM hepatic [92; 155, p. 25].

in ficat, la transmetilare, rata de conversie SAMSAH este determinatle activitatea a
trei metil-transferaze SAM dependente: (1) guamidoetate metiltransferaza (GAMT) -

responsabil pentru metilarea  guanidinoacetatului, formandu-sereatinina; (2)
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fosfatidiletanolamin-N-metiltransferaza (PEMT) —  responsalil pentru  metilarea
fosfatidiletanolaminei in fosfatidilcolify si (3) Glicin N-metil-transferaza (GNMT), subtamea
careia glicina se transforinin sarcoizii. Enzimele GMATsi PEMT consura cantititi mari de
SAM si astfel, contribuie Tn mod semnificativ la migerea concentteei plasmatice de
homocisteii. Enzima GNMT asigur conservarea grupurilor metil atunci cand dispdititea
lor este compromis sau de eliminare a acestora in cazul In care aofeste excesiv in
comparde cu celelalte metiltransferaze, GNMT este maimpsensibif la inhibarea SAHi este
inhibag alosteric de 5-MTHF. Tn timpul aportului crescug thetionir, nivelurile crescute de
SAM limiteaz sinteza 5-MTHF, activand astfel GNMT, ulterior produda de sarcozin Pe de
alta parte, lipsa grupurilor metil deterndiractivarea enzimei MTHFRi 5-MTHF, care inhil
activitatea enzimei GNMT, gstrand astfel grupurile metil pentru alte néiade metilare. Prin
urmare, enzima GNMT a fost propuga o0 enzid cheie responsahilde stabilitateasi
merninerea profilului de metilare la nivel celular paptimizarea raportului SAM/SAH [53; 81,
155, p. 26; 162].

Folatul intracelular, de asemenea, este implicaé@area metabolismului homocisteinei
prin furnizarea de 5-MTHF [155, p. 26]. 5-MTHF miee nivelele tisulare optime de SAM
atunci cand exigto aprovizionare deficitarcu grupe metil din metiondnsi colina. Mai mult
decat atat, in conglie aportului crescut de acid folic, 5-MTHF reduedtenativ calea de
transmetilare prin inhibarea actiii enzimei GNMT. Crgterea nivelului SAM tisular limitediz
folatul intracelular in rea@ de remetilare a homocisteinei. Invers, @dece a biodisponibilitii
5-MTHF genereazo reducere a regei de remetilare a homocisteingio accelerare a regei
de transmetilare. Sderea concenttidor tisulare SAM determinatde séderea sau epuizarea
rezervelor de acid folic, induc inhibarea négiade transsulfurare [89; 131; 155, p. 26].

Cercetrile au demonstrat faptub@cumularea unor cariit ridicate de homocisteinla
nivel celular fac ca toate reéle de metilare % fie inhibate [9].

Homocisteina totak. Valorile normale. Hiperhomocisteinemia

Homocisteina, in plasma sangvjirse gseste in diferite forme: forma redasi forma
oxidati [112; 151; 152; 161; 162]. Termenul de homocistaseria totah se folosgte pentru a
defini suma tuturor formelor de homocistenfin plasna [1; 112; 151; 161].

Homocisteina in forma rediisse gseste in propogie extrem de mig aproximativ 1%si
se prezird cu gruparea sulfhidril in forma homocisteigaH.

Homocisteina in forma oxidatcuprinde homocisteina legaide ati compui prin
intermediul legturilor disulfidice, prezentin aproximativ 98-99%:

(1) legati de proteine, in propge de 80-90%, cel mai des albumina;
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(2) legat de ati tioli, inclusiv cisteir, Tn propotie de 5-10%;

(3) dimer de homocistein- dod molecule de homocisteinunite cu o punte disulfidic
[92; 112; 151; 152; 161, 162].

Nivelul homocisteinei preziato anumii variabilitate dat de sex, varstsi mai ales de
tipul de alimentae si aportul de vitamine [162]. Concenfisade homocistemplasmatié creste
cu varsta, datogit declinului metabolic al homocisteinei in rinichkemeile de varst
reproductiv au un nivel plasmatic al homocisteinei maizat decat brbaii, parial din cauza
influentei hormonilor sexuali feminini (estrogeni), careste dug@ menopauz [15; 151; 152;
161; 162].

Valorile de referifd pentru homocisteina sefiitotak sunt cuprinse intre & 12 pmol/l
[152; 161; 162]. In norm homocisteina sericeste In concentria foarte mici (< 10pmol/l)
(Tabelul 1.1) [112; 161; 177].

Utilizarea mai multor metode de determinare a hasteimemieisi, implicit, necesitatea
interpretirii unitare a semnifiggei si incadrarea valorilor homocisteinemiei, a dusl&berarea
in 2003 a unui Consens Paper European cu ghidurirecomandri legate de
hiperhomocisteinemie (D.A.C.H. — Liga Homocyste@®@erman, Austrian and Swiss Society)
[161]. Hiperhomocisteinemia a fost clasificéh [42; 51; 125; 152; 161; 162; 184]:

* Moderati — valorile homocisteinei serice sunt cuprinseeintt2-30umol/l, prevalerga in

populaia genera ~ 5-10%.

* Intermediat — valorile homocisteinei serice sunt cuprinse €intr30-100 pmol/l,

prevalena in populda genera ~ 1%.

* Sevell — valorile homocisteinei serice mai mari de 1000l/l, prevalema in populga

generai 0,02%.

Tabelul 1.1. Homocisteina setitotak: valori de referig

Domeniu de normalitate 5-4inol/l

Admisibil < 10umol/l

Hiperhomocisteinemia >12 umol/l
Moderati >12-30umol/l
Intermedias >30-100umol/l
Seved >100umol/l
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Datorita influentei semnificative pe care o are varsitaarcina trebuiesc stabilite limite
normale pentru diferite categorii: femei de varsproductiv, femei de varsta a treia (> 60 ani),
femei ingrcinate (Tabelul 1.2) [154].

Tabelul 1.2. Valori limit de referima pentru homocisteinpentru diferite de categorii

Categoria Nivelul homocisteinei
Varsta < 30 ani 4,6 — 8,lumol/l
Varsta 30 — 59 ani 6,3 —11,2umol/l
Varsta > 60 ani 5,9 — 15,3umol/Il
Sarcina 8 — 16aptamani 3,9 —7,3umol/l
Sarcina 20 — 28ptamani 3,5-5,3mol/l
Sarcina 36 — 42aptamani 3,3 —=7,5umol/l

in timpul sarcinii, atat concentie medii, catsi limita superioat de referima pentru
homocisteina serictotak sunt semnificativ mai mici (< gmol/l) [152]. S@éderea homocisteinei
nu pare a fi influetati de nivelul estrogenilor sau progesteronului. Hetlogid, albumina seric
redus in timpul gestgei, catsi rata sporit a readei de remetilare a homocistinei, datarit
cererilor crescute de metiodinde dtre fit, ar putea contribui la valorile reduse ale
homocisteinei in timpul sarcinii [68; 152].

La femeile de varstreproductii, homocisteina serictotak este influerati de statutul
seric al acidului foligi vitaminei B, [152]. Suplimentarea cu acid folic poate redgiaaai mult
concentrda totak de homocistein seri@ in perioada preconcgpnali si pe parcursul sarcinii
[137]. Studiul Framingham (1989 - 1990) sublidiamportana alimentgiei cu cerealesi
derivate de acid folic care produciderea concentti@i plasmatice a homocisteinei cu 48%ifa
de pacietii cu consum deficitar al vitaminelor din grupul Beficiene ale vitaminelor B Bz si
acid folic ca urmare a unei alimetitadeficitare conduc la o cgtere a valorilor
homocisteinemiei [82; 152; 157; 198].

Limita superioax de referim pentru homocisteiheste cu 20-25% mai nadn cazul
administarii suplimentelor cu acid folic sau consumul proglos alimentare fortificate cu acid
folic (Tabelul 1.3) [152]. Dietasi suplimentarea cu acid folic pot determina temparnaele
plasmatice fiziologice de homocisteinMetabolismul acidului folicsi homocisteinei sunt
interdependente, deoarece folatul este un cofastoesar pentru enzima MTR care meidliaz

conversia homocisteinei la metioaifi8; 86;].
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Tabelul 1.3. Valoarea lintitde referiga pentru homocisteiin raport cu suplimentele cu

acid folic
Homocisteina serictotak ,a jeun”
Categoria Suplimenatrea cu Suplimenatrea cu
acid folic (+) acid folic (-)
Sarciri 8 umol/l 10 umol/l
Femei de varstreproductivi 12 umol/l 15umol/l
Varsta > 60 ani 1amol/l 20 umol/l
Testul de n@rcare cu metionin Cresterea concentteei homocisteinei serice
totale dug 2 ore cu 4Qumol/l sau de 5 ori peste
nivelul homocisteinei serice totale ,a jeun”

Prevalema in populéa general a hiperhomocisteinemiei este de 5-10% [1€1¢u o
incidenta de 20-40% la persoanele cu patologie cardiovasciila2; 161].

Nivelul plasmatic al homocisteinei este reglemed&ab multitudine de factori: genetici,
stilul de viaa, dieta deficitat si alte condiii clinice, rezumate in Anexa 2 [55; 65; 75; 89; 90
101; 103; 148, p. 17; 153; 184].

Schimlari ale unui factor sau combitiade factori pot determina gea nivelul de
homocisteifi seric totak [11]. Studiile efectuate de Stegidcolab. (2011) justifis dezvoltarea
hiperhomocisteinemiei prin intermediul a catorvaistl) dieta bogdi in metionird; 2) anomalii
genetice in genele MTHFR, MTR, MTRR, CBS; 3) de&fita de vitamine (B, Bs si acid folic);
4) disfurtii renale [16; 162].

Dieta boga in metionid@. Carnea, pgelesi produsele lactate constituie surse alimentare
de metionid. Aportul alimetar excesiv de metiodinfavorizeaz cresterea concentteei
intracelulare SAM. SAM va reduce nivelul homocistiprin stimularea activitii enzimei CBS
si, prin urmare, crge catabolismul homocisteinei prin calea de trafissare. in acest moment,
remetilarea homocisteinei in metiodineste inhibat datorii abundetei de metionia
disponibik si donorului de grup metil SAM [16; 162].

Concentrgda serié a homocisteinei se poateisura suplimentar prin testul de dncare
cu metionira, probele de séange recoltandu-se Tnagntdupi administrarea de metior@nPrin
testul de n@rcare cu metionih se pot identifica o perturbare aiicde transsulfurare prin
compararea concentiidor de homocisteia inaintesi dupa administrarea de metiorai89; 106;
175, p. 23; 184].
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Contrar celor expuse anterior, Finkelstgincolab. (1998) memoneaz ci, avand in
vedere capacitatea reglor de transmetilargi transsulfurare a organismului pentru a se adapta
la excesul de metionin nici ingestia excesiivde metioni#i, si nici produgia excesiu de
homocisteii, ca rezultat al unui aport alimetar excesiv deionéta, sunt pgin probabil de a fi
cauza hiperhomocisteinemiei [92].

Studiile efectuate pe animale sugeteex dieta bogat in metionira si deficitul de acid
folic, pot crate riscul aterosclerozai patologiilor coronare vasculare prin majorarezehului
de colesteroki homocisteid din sange, in timp ce dieta bogah produse vegetalg fructe
limiteazi cantitatea de metionirsi homocisteia [16].

Anomalii genetice in genele MTHFR, MTR, MTRR, C&®malii genetice in genele
metabolismului homocisteingi metioninei pot determina cyterea concenttei nivelului de
homocisteisi totak, iar severitatea modificilor depinde de sediul mutai genetice [41].

MTHFR — enzima cheie implicafn metabolismul folatulugi homocisteinei, catalizeaz
conversia 5,10-MTHF in acid 5-MTHF [91; 130; 198imbolul genei care codificenzima
metilentetrahidrofolat reductaza este MTHFR [X1B¢na este localizata nivelul cromozomului
1, braul scurt, Tn pozia 36.3 — 1p36.3. Este &taitd din 20374 bpsi constituith din 11 exoni
[10; 11; 91; 117]. Cele mai bine studiate sunt SNile C677Tsi A1298C [55; 77; 116].
Ambele produc o schimbare de aminoacid cu caratitgriochimice diferite [10; 11; 91].

Cel mai comun polimorfisngi, totodat, cu cel mai important rol in patologia cliaieste
C677T, situat la nivelul exonului 4. Este o migau sens ggdt, in care citozina este nlociit
cu timina Tn pozia 677 a genei MTHFR. Consecutiv, acest locus \vead alele: alela C sau
alela normal si alela T sau alela mutan(C677T) [38; 76; 84; 93; 110; 149]. Codonul machfi
(Ala222Val) va codifica in loc de alanirfAla) valina (Val), rezultdnd o proteintermolabifi cu
activitate enzimatic redug [10; 11; 16; 25; 84; 89; 93; 108; 124; 158; 174,44; 192].
Activitatea enzimati€ in cazul genotipului heterozigot 677CT se reduee36%si in cazul
genotipului homozigot 677TT cu 70%, iar forma telabdia este un marker genetic al
hiperhomocisteinemiei moderate la suljiexu genotipul 677TT [16; 47, p. 37; 91, 93; 148
raportea o incidena de 5-25% in popute caucaziah a statusului homozigot pentru acaast
mutgie, iar statusul heterozigot cu o frecwere 50% [59; 96; 130; 158] practic nu se
determird la rasa negroid[157].

Al doilea cel mai studiat polimorfism al genei MTRFeste A1298C, situat la nivelul
exonului 7. Este o muia in care adenina este nlo@udu citozina in pozia 1298 a genei
MTHFR, iar codonul rezultat va codifica in loc daranid (Ala) glutamina (GlIn), rezultand o
proteiri cu activitate enzimaticscézuti, fara termolabilitate [10; 11; 16; 47, p. 37; 76; 10871
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124; 192]. Conform unor studii, se elucidg#azi aceast mutgie nu se asociéz cu
hiperhomocisteinemie (indiferent de statusul hefigt sau homozigot) [76; 192], thstatusul
heterozigot combinat pentru cele dauautgii MTHFR poate genera manifasit clinice similare
cu cele induse de statusul homozigot pentru fiau@677T [10; 16; 59; 60, p. 34; 63; 76; 77,
117; 118; 158].

Alela 1298C se aflin dezechilibru de Tahtuire cu alela 677C [10; 34, p. 289; 108]. In
total sunt posibile nau combinaii de genotipuri ale celor 2 alele: C677C/A1298A;
C677C/A1298C; C677C/C1298C; C677T/A1298A; C677T/982; C677T/C1298C;
T677T/AL1298A; T677T/A1298C; T677T/C1298C. Comhia genotipurilor T677T/A1298C,
C677T/C1298Csi T677T/C1298C sunt foarte rar observate [10; 1(jecvema diferitor
genotipuri variaz in diferite zone ale lumii in diferite grupuri etnice [10].

Remetilarea homocisteinei Tn metiohiaste catalizdtde enzima citoplasmasidTR
[89; 91; 92]. Simbolul genei care codificenzima metionin-sintetaza este MTR. Gena este
localizati pe braul lung al cromozomului 1 in pgma 43 — 1943 [92]. Singurul polimorfism
comun raportat in gena MTR este acel in care adegste inlocuit in guanid in nucleotida
2756, o pozie cu poternal fungional al proteinei, iar codonul rezultat va codifim loc de acid
aspatrtic glicina [133]. Mutaa homozigot mutaéitMTR 2756GG determino cretere a fungei
enzimatice care dezvaltiscul de deplge a grupului metil 5-MTHFi epuizarea vitaminei B,
folosind-o intr-un ritm mai rapidi rezultand in crgerea nivelului de homocisteinj45, p. 38;
76; 91]. Se raporteazo incidena mai mica de 5% pentru statusul homozigot mutant al
polimorfismului MTR A2756G [90; 173].

Unele studii au demonstrai combinaia MTHFR C677Tsi MTR A2756G determis un
nivel ridicat de homocisteiip cu excepa cazului in care se administréaatat vitamina B, cat
si acid folic [124; 133].

Simbolul genei care codificenzima metionin-sintetataza-reductaza este MTRR )6
23]. Enzima MTRR are fuma de a reactiva enzima MTR prin metilarea redacivobalaminei,
folosind ca donor de metil SAM [16; 73; 91]. Genatee localizat pe braul scurt al
cromozomului 5 Tn poga 15.12-15.13 — 5p15.12-15.13 [61, p. 23; 91]. @l frecvent
polimorfism in gena MTRR este acel in care ademesia Tnlocuit in guanii in poziia 66,
aceast mutgie implica substitgia aminoacidului izoleucinei cu metionina [16; 9133].
Defectul rezultat determino scédere a fungei enzimatice de patru ori [26], iar acest luceu s
traduce prin stderea capaditii de a regenera metilcobalanjii, prin urmare, este considetat
ca un factor de risc genetic pentru hiperhomocisteie [98]. In plus, unele studii au sugerat un

efect sinergic ale polimorfismelor MTHFR C6773% MTRR A66G asupra nivelului de
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homocisteiti in plasna [133; 173]. Frecveg@a haplotipului heterozigot MTRR 66AG este de 45-
50%, iar haplotipul homozigot mutant MTRR 66GG ee25-30% [47, p. 37; 90; 173].

Deficitul de enzima CBS este cea mai frecierduz geneti@ a hiperhomocisteinemiei
ereditaresi este considerato boah autozomal recesiv La inhibare activittii enzimatice a CBS,
homocisteina este redingmnati spre calea de remetilare pentru a genera metiocéea ce duce
la o cratere intracelular SAM, care va inhiba prin calea feedback-ului ermiMTHFR,
inhiband astfel reaia de remetilare. In consecin ambele & sunt inhibate, fapt asociat cu un
nivel inalt de homocistedn Indivizii homozigai prezinta o frecveni de 1:200.000 de gieri si
manifest din copikria timpurie afeguni trombotice fatale [89; 161].

Deficienra de vitamine B, Bs si folayi. Valorile plasmatice ale homocisteinei sesa&gc
intr-un raport invers propponal cu valorile plasmatice ale acidului folt vitaminei By
intrucat aceste vitamine intervin direct, in caéditde cofactori, in metabolismul homocisteinei
[76; 82; 103; 161]. Mai multe studii demonstreaz indivizii cu hiperhomocisteinemie prezint
concentrdi inadecvate ale unor sau mai multor cofactoriieratici [101; 108; 153; 157; 161;
175, p. 22].

Disfungii renale. Rinichii constituie sediul major al metabolismulaiomocisteinei,
posedand trei enzime — MTR, CB% CGL [16; 161]. Disfungile renale sunt ingge de
cresterea nivelului homocisteinei plasmatice [161].d#ita efectuate de Arnadottii colab. au
determinat un raport invers progional dintre rata de filtrare glomerufarsi nivelul
homocisteinei totale [16]. Studiile lui Guttormsen colab. au demonstrataceliminarea
metaboli@ hepati@ a homocisteinei este mult mai afeatat insuficiena renad, stadiu terminal,
datoriti altegrii caii de transsulfurare [161; 175, p. 22].

Mecanismele patologice vasculare induse de homoe@sta

Endoteliul vascular normal, reprezinun organ autocrin, paracrigi endocrin, care
regleaz homeostazia vascufaprin eliberarea substgaor cu rol vasodilatator,sa ca: oxidul
nitric (NO), prostaciclina, factorul hiperpolarizadin endoteliusi a altora substaa cu rol
vasoconstrictor, precum ar fi: angiotensina Il, @etina 1, anionii superoxig noradrenalina
[13; 24].

Cel mai important rol apane NO [24; 148, p. 12]. NO prezinproprietiti antiateroge
prin intermediul mai multor mecanisme: inhibarealiperarii celulelor musculare netede,
permeabilifitii vascularesi proceselor inflamatoriisi scade agregares adeziunea plachetar
[24].

Disfunaia endotelial reprezini o tulburare complexcare implia sciderea produgei

sau disponibilitii de NO si/sau un dezechilibru intre fi@le vasoconstictorii/vasodilatatorii,
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constituind o reae de aprare a organismului prin “activarea endotéalialiar endoteliul
dobandste un status proinflamater procoagulant [13; 24].

Primele evidete despre posibilile efecte negative ale homocistieasupra peretelui
vascular au fost relatate dare McCully in anul 1969 [131]. Studiile sugera&z homocisteina
ataé initial endoteliul vasculari initiaza o cascaasl de complicdi vasculare [16; 131].
Observdile clinice si studiile pe animale au stabilit posibilefiate ale homocisteinei: celule
endoteliale, celule musculargesuturi conective, factori de coagulare, trombgclipide,
molecule de transducere a semnalelor prin NO [1688; 105; 163; 183].

Exista numeroase mecanisme biomoleculare care au festsrstudiatgi propuse pentru
a explica modifigrile patologice asociate cu niveluri crescute denbaisteird. S-a sugeratac
homocisteina atdc initial endoteliul vascularsi incepe cascada negdtiva complicailor
vasculare, inclusiv intarzierea gerii endoteliului [175, p. 25]. Este, prin urmaneportant &
se examineze fiecare mecanism molecsilarelular propussi rolul lor potenial in disfungia
vasculai mediat de homocistein Efectele la nivel molecularsi celular ale

hipehomocisteinemiei sunt reflectate in tabelul[16} 161].

Tabelul 1.4. Mecanismele biomoleculare ale hiperbhageteinemiei

Efecte moleculare Efecte celulare
Reducerea prodiei de NO Disfunga endotelial
Reducerea cantiiii de NO disponibil Afectarea vasorekak celulelor endoteliale
Stresul oxidativ Lezarea mitocondriilor
Peroxidarea lipidelor Proliferarea celulelor musceinetede
Inflamaia Degradarea matrixului extracelular
Coagularea Lezarea ADN-ulgiiARN-ului
Formarea trombilor Apoptoza

Mecanismul pentru leziunile produse de homocistasupra endoteliului vascular sunt
legate de crgerea stresului oxidativ [64; 87; 132]. Homocisteiare capacitatea de a genera
specii reactive de oxigen contribuand la patolagisculai prin séiderea biodisponibilitii NO
[89; 93; 114; 134].

Homocisteina in serul sangvin se supune @Xidu formarea de radicali liberi, datarit
grupului $u sulfhidril foarte reactiv. Gruparea tiali@ homocisteinei interactiongazu NO n

prezema oxigenului molecular formand S-nitrozo homociseicompus ce produce vasodifegta
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si genereax peroxid de hidrogen [54; 182] &terea clearance-ul homocisteigeacumularea ei
continw, creste n continuare producerea de radicali lib&kici pentru endoteliul vascular,
influentand propriettile endoteliului intr-un mod negativ [45; 57; 645t 114; 115; 158; 183].

Explicaia const in faptul & homocisteina, aturi de ati tioli, prezinti activitate
prooxidativa, iar in prezeta oxigenului molecular (§), homocisteina preziat capacitate
autooxidatid. La nivel intracelulattintele sunt: aparatul Golgi, reticolul endoplasmatiNO
[9]. Homocisteina prin intermediul grapi sulfhidril (-SH), casi alti tioli (R-SH), sufe# oxidare
cu formare de leduri disulfidice (R-S-S-R) la un pH fiziologic inrgzena O, [9; 148, p. 19;
153; 183].

2 Homocisteina (R-SH) + £»> Homocisteina (RSSR) + [@] — HO»

Reagia este catalizatde metale de trani (cuprusi cobalt)si sunt produse o varietate de specii
reactive de oxigen, precum: peroxid de hidrogempran superoxidsi in anumite condii —
anionul hidroxil. Astfel, efectul nociv al homoa#tei se datoredzgeneidrii de peroxid de
hidrogen via autooxidarea catalizale metale [9; 89].

Disfunaia endotelial in prezera homocisteinei crescute, poate fi mediatprin stresul
oxidativ ca urmare a dimifdi activitatii si expresiei enzimei glutation peroxidazei [9; 5361
182]. Acest efect scade capacitatea celulelor efidtt de a elimina radicalii hidroxil,
permtand in continuare leziuni oxidative [9; 47, p. 344].

Homocisteina scade, de asemenea, statusul redmxitiaccelulele endoteliale vasculare,
evaluat prin raportul glutation intracelular redlisdlfit glutation prin oxidarea glutationului
intracelular redus, dezvoltand un deficit relates@bsubstrat pentru glutation peroxigla&stfel,
scade potagarea inactigrii radicalilor peroxil media de NO si scad mecanismele oxidative
endoteliale de apare, rezultatul fiind disfuni@ endotelial [9].

S-a demonstrat &chomocisteina inhib enzima superoxiddismutaza poate stimula
peroxidarea lipidelorsi oxidarea liporpoteinelor de densitate ja®; 54; 55; 89; 183].
Peroxidarea liporpoteinelor de densitate jodstermii activarea plachetarsi formarea de
trombus [9; 183].

Homocisteina scade vasodilgéa dependeidt de endoteliu prin majorarea nivelului
dimetil arginina asimetric (ADMA), care reprezirit un inhibitor al NO-sintazeisi sciderea
produgiei de endotelin 1 (Figura 1.2) [9; 54; 175, p..26]

Cercetirile demonstreaz rolul protrombogen al homocisteinei, aceasta danmul
activitatea factorului Vsi Xll, cu cresterea expresiei factorului tisular endotelial lavahil
endoteliului, deregland mecanismul antitrombaficfibrinolitic [3; 9; 64]. Studiile recente

demonstreazci homocisteina activeazagregarea trombocitelor, infiflungia antitrombinei 1l
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si proteinei C, deregledzZungia activatorului tisular al plasminogenului, stireat factorii V,
X si XIl de coagulare (Figura 1.2) [3; 42; 53; 57; 8®; 99; 117; 136; 193; 148, p. 21].

Adeziune $i migrare
Dezechilibru intre fortele

HOMOCISTEINA AR : : leucocitara
vasoconstictorit \'350(1113!8[0(1
Activarea si agregarea Status protrombotic
trombocitelor
/ A
. s, - - ...'
0, | Oxid nitric A
... 1Factorul tisular
A |, Prostaciclina {Factorul V,
|Trombomodulina
| Functia activatorului tisular al plasminogenului
‘l/ ADMA Inhiba functia antitrombinei III
Inhiba functia proteinei C
v / A

~—

-

Celulele endoteliale vasculare

Fig.1.2. Mecanismele patogenice dd@wate a homocisteinei asupra peretelui vascular][148

Homocisteina poate, de asemenea, inflaendisfungia endotelial prin sd&derea
factorului de necraztumorah. Acesta este capabif sndua, la nivel endotelial, molecule de
adeziune intracelularcum ar fi ICAM 1, VCAM 1si E-selectinele, incitand infiltrare@sutului
afectatsi initierea inflamaei [9].

Cresterea endoteliél poate fi alterdt de nivele crescute ale homocisteinei plasmatice.
Studiile in vitro au demonstrat tlomocisteina inhibsinteza protei; cum ar fi ciclina A cu rol
n ciclul celular de crgere. Acest lucru are impact asupra refacerii exldoti deteriorat [9].

Steedsi colab. (2011) descriu trei mecanisme patologee stau la baza compligkor
vasculare induse de homocisteinstresul oxidativ, disfun@ endotelial si remodelarea
vasculai — incluse Tn ,Triada toxi€’ [161].

Astfel, mecanismele patogenice d¢i@re a homocisteinei asupra peretelui vascular. sunt
dereglarea vasoditati legate de endoteliu, oxidarea lipidelgr proteinelor, stresul oxidativ,
care contribuie la apaia unui climat favorabil trombogenezgia coagulabiliitii sangelui [3;

39; 51; 58, p. 188; 64; 78; 81; 89; 134].
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Hiperhomocisteinemia in patologie

Homocisteina a fost prezertgientru prima datde Butzsi de Vigneaud in anul 1932 ca
un aminoacid cu sulf, In legatuapropial cu metioninasi cisteina. In anul 1962 CarsanNeil
au sugerat o asogia@ intre nivelul crescut de homocisteigi patologie. Ei au determinat
concentrdi crescute de homocisteirin urina unor copii diagnostigecu retard mintal. Cauza
acestor observin era prezeta unui defect enzimatic sever care inhiba metatolis
homocisteinei [9]. Teoria vascuiaa homocisteinei apare ca urmare a unei obgerealizat
de McCully Tn anul 1969 [131].

Cresterea concentteei homocisteinei serice este corélatu crgtea semnificatiy a
riscului dezvolirii si apartiei bolii arteriale coronariene [65; 66; 69; 89;;, 498; 116; 193],
bolii vasculare periferice [65; 66; 81; 90; 99; 1AD8; 116; 144; 175, p. 23], bolii ocluzive
cerebralesi retiniene [65; 66; 89; 90; 99; 107; 118]infarctului miocardic [42; 65; 66; 70; 89;
193; 99; 109; 116; 121; 157; 162]. Eviderxperimentale ateéstaptul & inclingia aterogenig
atribuita hiperhomocisteinemiei rezaldin lezarea endoteliulyl disfungia endoteliad, urmat
de activare plachetaccu formare de trombus [1; 9]. Hiperhomocisteinenejarezini un factor
de risc independent pentru aterosclérez aterotromboz [40; 60, p. 33; 70; 80; 81; 128].
Cercetirile din ultimii ani demonstredztot mai convingtor rolul homocisteinei in af@anile
vasculare [1; 69; 80; 175, p. 25]. In acest senfosaurealizate diverse studiar rezultatele lor
sugereax faptul @&, cresteri plasmatice ale homocisteinei ar putea aveat gfeotrombotic,
predispunand la hipercoagulabilitate. O serie dalistcare demonstreazcorelaia intre
hiperhomocisteinemigi patologia vascularsunt expuse in Anexa 3 [85; 90; 116; 136]. D& dat
mai recert este corelga hiperhomocisteinemiegi cu tromboza venoas nu doar cu cea
arteriah [85; 105]. Studii mari de tip caz-control au eviglat hiperhomocisteinemia ca factor de
risc pentru tromboza venadagprofundi [8]. O recent meta-analiz a identificat 24 studii
retrospectivesi 3 studii prospective in literatura electraficpublicate Tnainte de 2003.
Rezultatele ei au evidgat ci o cratere a homocisteinemiei pestepfnol/l fata de nivelul
considerat normal s-a asociat cu 27% risc creseutramboz venoasd profundi in studiile
prospectivesi cu 60% Tn studiile retrospective [85]. Studiubgpectiv LITE, pe o duratde 11
ani, a aftat & hiperhomocisteinemia se asocdiaanui risc relativ de 1.55 de recuten
trombotice venoase [150].

Managementul hiperhomocisteinemiei

Managementul hiperhomocisteinemie se tefer un sistem de asuri de ingrijire,
pornind de la risuri de prevenire a forini excesului de homocisteininclusivsi, in perioada

preconceponal, si continuand cu megmerea valorilor serice adecvate pe tot parcurasidisii.
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1. Terapia nuttionak. Adoptarea unui regim alimentar ce are laabarncipiile unei
alimentaii sanatoase, cu scopul de atol®e un echilibru nuttional. Aportul nutritiv
trebuie & presupua aportul de macronutrigingi micronutrieni in cantititi si propotii
optime, consum alimentar pmnat, moderat, din toate grupele alimentare, bdgat
legumesi fructe, fira consum de alcool, consum moderat de sare (2-3 glfeira in
cantiiti moderate sau deloc [193].

2. Activitatea fizica. Exerciiul fizic este desemnat ca foi#mde terapie adjuvaitin
managementul hiperhomocisteinemiei, utilizand ddéettipuri de exergii fizice cu
variaii ale frecveneli, intensiitii si duratei [64; 85].

3. Tratamentul medicamentos al hiperhomocisteinentigista dowa strategii utilizate in
prezent in vederea reducerii concefitiecrescute de homocistainprevenirea forrdrii
excesului de homocistéginsau creterea ratei de metabolizare [9]. Managementul
hiperhomocisteinemiei incepe cu acid folic, vitamB, si vitamina B. Acidul folic si
vitamina B, participi in reagia de remetilare a homocisteinei, stimuland-oyitamina
Bs este necesar pentru conversia homocisteinei in preiddinali ai reagiei de
transsulfurare (Figura 1.3) [161; 163; 176].

Dozarea seri@ a homocisteinei
A 4 A 4 A 4
< 10umol/l >10-12umol/l > 12umol/l
v v v
Acid folic: 0,2-0,8 mg Acid folic: 1-5 mg
Vitamina B2: 3-30ug Vitamina B;2: 100-600ug
Vitamina Bs: 2-6 mg Vitamina Bs: 6-25 mg
A 4&
Y A
Femei de varstreproducti, Femei de varstreproductii cu anamneza obstetrigal
sanatoase agravai

Fig. 1.3.Profilaxiasi tratamentul medicamentos al hiperhomocisteine[i&].
O analiz a unor trialuri care aveau drept scop reducereaastraiei de homocistein a

demonstrat £ acidul folic a fost agentul cel mai eficient inngoaraie cu vitaminele B si Be.

Acidul folic reduce concentfia plasmati@ a homocisteinei cu o medie de 25%, cu efecte
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similare in intervalul 0,5-5 mg. Terapia suplimeatau vitamina B, la acid folic prezirit un
efect semnificativ mai vizibil de 8dere a concentti@i homocisteinei, in schimb asocierea
vitaminei Bsla acidul folic nu a influefat mai mult nivelul homocisteinemiei In sensuldsrii
acesteia [9].

1.2. Vitaminele din grupul B si rolul lor in dezvoltarea hiperhomocisteinemiei

Acidul folic si rolul lui coenzimatic

Termenul ,acid folic” reunge o familie de compii cu proprieiti fiziologice
aseninatoare, al grei reprezentant de haeste acidul pteroilglutamic. Acidul folarticipi sub
forma de coenzith in numeroase procese metabolice: (1) este indigpdnin transferul
grupelor monocarboxilice (metil, metilen, metoxyrhil) in cadrul biosintezei bazelor purinice
si pirimidinice; (2) este implicat in sinteza ADN12p. 68; 65; 91; 158; 165].

Acidul folic are o structdrcomplex, avand molecula compauslin trei fragmente: (1) un
inel pteridinic, pe care seiggste grefal o grupare amino n pam 2 si 0 grupare hidroxil n
poziia 4 (2-amino-4-hidroxipteridina); (2) un radicdl acidului para-amino-benzoig (3) un
rest peptidic rezultat din una sau mai multe mdkede acid glutamic [67; 160; 175, p. 27].

Folaii reprezini o mare familie de molecule naturale formate priodiicari a
moleculei de acid folic, structura de Baa grupului. Derivai naturali ai acidului folic difex
intre ei prin: (1) starea de oxidare a cicluluirigli@ic; (2) natura substituigibor de la carbonul
din pozitiile N5 si N1g si (3) nunirul resturilor de acid glutamic din moleay#7, p. 33; 158].

Folatul alimentar este poliglutamsgit necesii conversie in monoglutamat pentru a fi
absorbit. Aceast hidroliza are loc la nivelul jejunului proximal, dapaceea monoglutamia
rezultgi sunt absorhi in circulgie, unde se ledignespecificsi cu afinitate mia de albumig; 1/3
circuld in forma libera si numai o fragune foarte mia se leag specific de proteina de legare a
folatului, derivas din membrana celulaf158; 193].

Folaii plasmatici se afl sub forni de monoglutamat (INmetil-tetrahidrofolat)si sunt
transportd in celule printr-un “transportator” care este @gpe pentru formele reduse (EH
Odat ajuns in celdl, folatul trece in forma poliglutantatdupi pierderea grugii Ns-CHs intr-o
reagie de transfer a grupului metil. Forma poliglutainadre a fi forma in care celulelgiresi
depoziteaz folatii. Formele poliglutamice sunt cele care predamintracelularsi sunt mai
eficiente Tn reagle enzimatice. Formele metabolic active sunt: 3#F (forma majoi din
organism), 10-formiltetrahidrofolatgl THF [64; 158; 175, p. 27; 193].

Folatul este eseial pentru sinteza de novo a purinelor, deoxitimaidimonofosfatsi
metionira, avand rol de transportor intermediar al radioalihonocarbonici fologiin biosinteza

acestor comp [38; 46, p. 33]. Metabolismul foldor si homocisteinesunt strans legate intre
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ele (Figura 1.1). in sinteza metioninei, radicatoktii de la 5-MTHF este transferat la
homocisteii din care rezult metioninasi THF. Reag@a este catalizatde enzima MTRyi
necesii n caliate de cofactor vitaminaH47, p. 33; 65; 157; 158; 168, p. 17; 193].

Anumite alimentereprezini o suré naturaf de folai. Alimentele cele mai bogate in
folati sunt legumele cu frunze verzi, in special de atdanchig (salate, spanac, varxerde),
precumsi in ficat, mychi de mamifere, branzeturi fermentate, cergapgoduse de cereale. De
asemenea, fofisunt sintetizé de dcitre bacteriile intestinale [21, p. 68; 67; 72; 1298].

Biodisponibilitatea folalor alimentari este mai micdecat biodisponibilitatea acidului
folic sintetic gisit in suplimentelgi alimentele fortificate. Astfel, fold alimentari se absorb n
procent de aproximativ 50%, in timp ce acidul falare este folosit la fortificarea alimentelor se
absoarbe n procent de aproximativ 85% [67; 71; 155, p. 27; 193; 198]. Acidul folic din
suplimentesi alimente fortificate este redus la tetrahidrofodectiv si este chimic identic cu
folatii alimentari [193]. Acest lucru a dus la introduea conceptului de "echivalent dietetic de
folat" (DFE), ca 0 modalitate de a exprima apomntitt de folai naturalisi acid folic. Astfel [67;
72; 175, p. 27; 193]:

e 1 pug de folat care seiggste in natuk = 1 pg DFE;

* 1 g de acid folic folosit la fortificarea alimetdge= 1,7 ug DFE.
Necesarul zilnic de acid folic constituie 400 pe zi pentru adolesceni aduki [67; 121, p. 68;
155; 193].

Vitamina B2 si rolul ei coenzimatic

Vitamina By, este o vitamii care se distinge printr-o mare complexitate, daraat
prin prezema unui atom de cobalt (€9 in structus [196]. Molecula vitaminei B este
constituitt din: (1) patru nuclee pirolice (nucleul tetrapicdlreduse, din care trei sunt legate
coordinativ de cobalt, iar al patrulea printr-odéga covalens; (2) gruparea nucelotidiq(5,6-
dimetilbenzimidazol) legat de nucleul tetrapirolpcin ribozo-fosfatsi aminopropanol; (3)
atomul de cobalt este legat de un radical ciarENHC precumsi de un atom de azot de la 5,6-
dimetilbenzimidazol [123; 158; 160]. Gruparea cidim molecula vitaminei B poate fi
substituiti cu ati radicali OH, SG;, Br etc.), formand derité& cobalaminelor, mul dintre care
posed activitate biologid. Formele active ale vitaminei;Bsunt: (1) metilcobalamina, care
predomird Tn plasni si Tn citoplasna; (2) adenozilcobalamina, care predoanimtramitocondrial
si (3) ciancobalamina, care este un preparat fartogmostabil, care trebuie convertit in alte
forme pentru a fi activ metabolic [65; 160].

Vitamina By, din alimente este absorbila nivelul intestinului sufire, Tn prezeta unei
glicoproteine care seagete in sucul gastricsi se numete “factorul intrinsec”. Aceasta
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faciliteaz legarea vitaminei B de mucoasa intestiriaki trecerea ei prin peretele intestinal.
Vitamina By, este necesampentru crgteresi este esgmla pentru funga metabolid normah a
tuturor celulelor, in special a celulelor aparatdligestiv, miduvii osoasei ale tesutului nervos
[21, p. 68]. Vitamina B, particip la doui grupe de reat biochimice: reagile de transformare,
care constau n transportul hidrogenygiuormarea unei noi leguri carbon-hidrogeni reagiile
de transmetilare. Probabil, una din cele mai inmgu# fungi a vitaminei B, este relaa pe care
aceasta o stabife n raport cu fol@, in reglarea nivelului homocisteinei din san@d;[123;
157].

Forma coenzimatic a vitaminei B, — metilcobalamina este necesgentru sinteza
metioninei din homocistein[91]. EnzimaMTR impreura cu Cbl formeaz impreura complexul
CblI(IMTR. Complexul Cbl()MTRintrebuineaz grupa metil din 5-MTHF pentru rega de
remetilare a homocisteinei in metiomirformand complexul CbI(II)MTR. In aceasteagie
cofactorul Cbl(l) poate fi gor oxidat la Cbl(ll), inactivand complexul CbI(Il)MR. Enzima
MTRR are fumia de a restabili activitatea enzimei MTR prin ragga reducti a Cbl(ll)
folosind ca donor de metil SAM [161].

Sursa alimentarde vitamina B, este reprezentatde produsele animale (@ulactate,
branzeturi, ficat, pge, carne). Necesitatea didrde vitamina B, este de 2,49 pentru adui
[21, p. 68; 67, 160].

Statusul seric al acidului folicsi vitaminei B2

Determinarea concentrai de folat se realizeazrin evaluarea nivelului folatului ser§c
folatului eritrocitar. Organizgia Mondiak a Sinatatii (OMS) propune urritoarele valori de
departajare pentru evaluarea concerarde acid folic (Tabelul 1.5) [198].

Tabelul 1.5. Folatul serig eritrocitar pentru determinarea nivelului de aftilic

Nivelul folatului seric Nivelul folatului eritrocitar Interpretare
ng/mL (nmol/L) * ng/mL (nmol/L)
> 20 (> 45.3) Crescut
6 - 20 (13.5 - 45.3) Valoare de refedin
3-5.9(6.8-13.4) Deficig¢iposibik
<3(<6.8) < 100 (< 226.5) Deficign

*Factor de conversie: 1 ng/mL = 2.265 nmol/L
Aceste valori de departajare au fost revizuitégea unor indicatori metabolici. In 2005,

the Third National Health and Nutrition ExaminatiSurvey (NHANES IIl) evaluedzrelaia

dintre homocisteina setigi folatul seric sau eritrocitagj nivelul seric al acidului metilmalonic,

35



si al vitaminei B, si a identificat valori de departajare pentru deficde acid folicsi vitamina

Bi2> sub care concentia de homocisteihincepe & creasé [82; 84; 198]. Nivelul ridicat de
homocisteifi este considerat un indicator feional de deficit de acid foligi vitamina B, care

rezuls din incapacitatea fofdor de a dona gruparea metil necésgrentru a converti
homocisteina la metionin (Tabelul 1.6) [79; 137; 198]. Aceste valori se i@pltuturor

categoriilor de varst[67; 79; 101; 157].

Tabelul 1.6. Valori de departajare pentru detern@aaleficitului de acid foligi vitamina B,

raportat la concenttia serié de homocistein

Indicator Valori de departajare
Folat seric <4 (<10) ng/mL (nmol /L)
Folat eritrocitar <151 (<340) ng/mL (nmol /L)
Nivelul seric al vitaminei B < 150 pmol/L (203 pg/mL)*

*Factor de conversie: 1 pg/mL = 0.737 pmol/L

Nivelul homocisteinei Tn sangeste invers propg@onal cu nivelul plasmatic al fajior,
vitaminei By, si implicit cu aportul exogen al acestora [82; 9011157].

1.3. Implicatiile homocisteineisi vitaminelor grupului B in pierderea fetala

In ultimii ani, mutaiile trombofilice au dobandit unul dintre locurifeuntase printre
factorii de risc #spunztori de pierderile recurente de saic[B0; 37; 62, p. 19]. In literatura de
specialitate exidt lucrari care sugere#@zo stransg interrelaie intre trombofilile ereditarsi
pierderile recurente de sargirCu toate acestea, exisi cerceitori care nu sus o cauzalitate
intre ele [20].

in timpul sarcinii, potefialul trombogenic este cu 0,5-3% mai mare decaafara
sarcinii, fiind favorizat de schinable specifice ale factorilor de coagulare, redeeeactivititii
anticoagulatilor endogeni, precursi o suprimare a fibrinolizei, la care se poateuayh prezeta
trombofiliei congenitale sau dobandite [5, p. 2; f219]. Toate aceste coridse asociax cu
leziuni trombotice la nivelul patului placentar [b,3].

Studii mai recente au evidgat ca 0 serie de patologii obstetricale, inclusiv piesde
recurend de sarcid sunt condionate de mutd ereditare si polimorfisme cu potegmal
trombofilic, manifestate prin hiperhomocisteinernfii8; 53].

Hiperhomocisteinemia este impligain aparnia si dezvoltarea patologiilor obstetricale,
legate de insuficiga placentat, precum: preeclampsia, avortul spontan, rgsiride cretere

intrauterira a fatului, decolarea de placénhormal inserdi pierderea recurefnta sarciniisi
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nasterea prematar[7; 39; 47, p. 35; 54; 57; 58, p. 188; 65; 66; 983; 118; 125; 129; 139; 153;
169].

Femeile in&rcinate prezirit valori a homocisteinei serice totale mai mici deéicéafara
perioadei de sarcin[68; 152]. Concenttaa medie a homocisteinei serice totale la femeile
gravide este de 5-@mol/l, iar concentrgile > 10 umol/l sunt rareori observate [152].
Mecanismele care contribuie laaderea homocisteinei serice totale in timpul saraemclud
cerina sporit de metionidd pentru crgetreasi dezvoltarea fetédl fenomenul de hemodiiie,
secundar crgerii volumului plasmatic, modifi@i endocrine, crgerea clearance-ului renal al
homocisteineisi sciderea albuminei serice, la care este kegamocisteina [166].

Cercetirile au demonstratachomocisteina sericmateri in plasma sangvineste cu
putin mai mare decat cea din cordonul ombilical, dategiseste cu mult pe cea din lichidul
amniotic. Malinow si colab. (1998) au descoperit difetenmari ntre nivelul seric al
homocisteinei din venai arterele ombilicale, astfel argumentand abgarki metabolizarea
homocisteinei la nivel fetal. Aceste constasunt Tn concordga cu sinteza intrauterinsporit
de metionid. Nu a fost detectatcalea de transsulfurare in ficatul fetal, iar\atatea enzimei
CBS inregistreazdoar 20% din activitatea enzimei la un adult, ceeaugeredzdesfisurarea
reagiei de remetilare Intr-un ritm mai intens decéatcigade transsulfurare [166]. in acest
context, devine evident impactul hiperhomocisteil@materne asupra dezvaidi si cresterii
fetale.

Implicatia homocisteinei in patologia vascula fost dovedit in numeroase studii [18;
87; 93; 128]. Exist dovezi circumstaiale relevante care sugeréaz concentrdile sporite de
homocisteii conduc la disfunta endoteliadl, mediai prin stresul oxidativ,si lezarea
endoteliului, urmat de activare plachetarsi formare de trombus [18; 107; 137]. In timpul
sarcinii dereglrile de microcirculde afecteaz fungia placentat [39; 40; 45; 47, p. 35; 52, p.
39; 137; 194]. Acumularea homocisteinei serice ri@te tromboza vaselor placentare, care se
dezvolt pe fundal de necroza fibringigvasculiti, tromboza intraluminalale arterelor spiralate
placentare, reducand fluxul sangvitre placent [32; 51; 163].

Di Simonesi colab. (2004) au demonstrai placenta umanreprezind o tinta pentru
homocisteifi. Atunci cand celulele trofoblastice au fost explaskomocistein, a fost observat
0 cascadl de evenimente precum: eliberarea citocromului rc gpaiul intermitocondrial n
citosol, clivajul internucleosomal al ADN-ului Tmalgmente caracteristice de 180-200 pb, celula
fiind antrenai Tn procesul apoptoticsi scaderea seck@i de gonadotropih corionic.
Administrarea acidului folic a demonstrat inhibaegactelor homocisteinei asupra trofoblastului

uman [86].
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Nelen si colab. (2000) au raportat combinarea defigenserice de foka si
hiperhomocisteinemia ca factori ce duc la defitaethe vascularizare a vililor corionici, posibil
de remediat cu doze mari de acid folic [22; 143]Js@ colab. (2003) au raportat, de asemenea,
0 asociere intre concenfilacrescut de homocisteisi avortul spontan precoce [102].

n sarciri, homocisteina gor traverseax bariera placentarsi poate avea efect fetotoxic
si teratogen [49; 50, p. 39; 54; 55; 186]. Efectuibeiotoxic direct al homocisteinei a fost
evaluat Tn numeroase studii, dintre care uneleoat testate experimental [64]. Rosenquyist
colab. au estimat apé@d malformaiilor cardiacesi defectului de tub neural la embrionii de pui
expwi la homocisteid. Greenssi colab.si Vanaertssi colab. au determinat intarzierea steeii
la embrionii desoarecisi sobolani expsi la homocisteia [130].

Folaii si vitamina B au fost mult timp cunoscute de a avea efecte advasupra
sanatatii, deficitul lor manifestdndu-se prin anemie medipdstié si neuropatie [132; 134].
Asocierile intre nivelul szut al acestor vitaminei impactul negativ asupra futiei
reproductive la femei au fost descoperite receht 6 19; 124; 132; 134; 137; 156; 168, p. 19;
170; 182].

In ultimii 20 de ani, a fost cuantificat rolul acidi folic asupra embriogenezei, in special
in dezvoltarea tubului neural [21, p. 84; 91; 133judiile randomizate au demonstrdt c
suplimentarea preconggnak si prenatai cu acid folic reduce riscul de asta un copil cu
defect de tub neural. Extinderea rolului acidulolid in prote¢ia sanatatii si prevenirea
maladiilor a avut o implicare magbin ultimii ani, cu o evidegd a efectului protectiv al utilézii
suplimentelor de acid folic anterior gravidit asupra defectelor tubului neural [21, p. 84].iMa
mult, aceste evidea au determinat la revizuirea rolului acidului éoln timpul sarcinii, atat in
ceea ce privge prevenirea compligidor fetale, cum ar fi malformdle congenitale, precursi
reevaluarea nivelului inadecvat de acid folic pendiezvoltarea unor compligain sarciri,
precum preeclampsia, decolarea preniaie placerii normal inserdt avortul spontarsi
pierderea recureitle sarcia [52, p. 39; 61, p. 19; 91; 137; 138; 158].

Sarcina poate conduce la defigeere folat, motiv pentru care trebuiefse asociat cu
un aport crescut de acid folic [137]. Necesaruscue de fol@ de care are necesitate organismul
in timpul sarcinii se datoreazresterii fatului [19; 137]. Concenttaa adecvat de acid folic este
esemiala in embriogenex si cresterea fetal [84; 137]. Acest lucru a fost gusut de céva
cerceftori, care au determinati mivelul sézut al acidului folic este legat de avorturile sgzore

si ar putea reprezenta un factor de risc pentru ilencare au pierdut sarcina [19].
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Georgesi col. au raportatxfemeile cu un nivel seric &zut al folatului (< 4,9 nmol/L)
au prezentat un risc mai mare de avort spontart decéile cu un nivel crescut al folatului, in
special, cand anomaliile cromozomiale fetale atidepistate [19; 84; 93; 166].

Exista tot mai multe doveziaconcentrga serié joas a vitaminei B, ar putea fi asociat
cu complicai ale sarcinii [111; 137; 149]. O serie de stutlim ultimii 50 de ani au demonstrat
legatura dintre nivelul seric dzut al vitaminei B, cu pierderea precoce a sarcinii. Astfel,
Bennettsi colab. (2001) au observat o incig&rcrescud a pierderii recurente de sargigi
infertilitate la pacientele cu deficit sever deawitin B, [74]. Rezinkoff Efievantsi colab.
estimeaz ca deficitul de vitamina B poate fi implicat in geneza avortului spontan rent
precocesi trebuie efectudtdozarea serica vitaminei B, preconcefonal la aceastcategorie
de paciente [136]. Deficitul de vitaminaBn timpul sarcinii determihconcentréa ridicat de
homocisteist la nivelul embrionuluii creste incidena defectului de tub neural [200].

Acumularea homocisteinei in circtilmeste generade polimorfismele genelor MTHFR,
MTR si MTRR [41; 47, p. 36; 64; 67; 124; 149; 165]. Demge procesele celulare vitale, cum ar
fi proliferareasi diferertierea sunt dependente de metabolismultifolasi vitamina B, —
indispensabil in transferul grupelor monocarbogilicecesare pentru sinteza ABNARN,
aceste efecte pot fi deosebit de praatenin embriogeneza timpurie atunci cand celuletd s
supuse diferarerii celulare si proliferarii rapide [130]. Efectul toxic al homocisteinei se
datoreaz acumuirii in exces al S-adenosil homocisteina, care &aginhiba critic reggle de
metilaresi duc la sinteza defectuasle ADN, reagi fundamentale pentru embrionul Tn curs de
dezvoltare [200].

Un nunar mare de cercaétori au furnizat date privind refa dinte polimorfismele
genelor sus meionatesi diferite tulbutiri de reproducere, inclusiv avortul spontan [505;16
192].

Schimbarea C in T la pozitia 677 nucleotidac genei MTHFR a fost intensiv studiat
consecitele sale clinice fiind dependente de starea falatgle cand al doilea polimorfism —
schimbarea A in C in pam 1298 nucleotidit este mai ptin clar conturat [139]. Este relevant
faptul & starea de heterozige compusg pentru C677Tsi A1298C se asocidzcu activitate
enzimati@ redug, nivel ridicat de homocisteinsi concentrai serice sazute de folat [17; 83;
139]. Statusul heterozigot combinat 677CT/1298A€ an impact clinic similar ca statusul
homozigot mutant 677TT, fapt confirmat in celicéd efectuate deatre Changosi colab. si
Chensi colab. [17].
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Polimorfismele la nivelul genei MTHFR afectéametabolismul homocisteinesi
acidului folic, si reprezina factori de risc independgrpentru avort spontan [76; 110; 158; 192].
Efectul lor asupra riscului de avort spontan eatawativ [165].

Nelensi colab. (2000) au raportat o prevateiinalta a genotipului homozigot mutant
MTHFR T677T (20%) in randul femeilor olandeze cav@rturi spontane consecutive [142]. O
prevalema similaid a polimorfismului homozigot mutant C677T MTHFR @sf constatagi in
randul pacientelor franceze cu avort spontan reture studiul retrospectiv de tip caz-control
efectuat de Quérg colab. [149].

Rezultate aseamatoare au fost raportat@ in studiile efectuate de Lissak colab. si
Durnwald si colab. despre asocierea polimorfismului homoziguitant C677T MTHFRsi
nivelul s&zut al folatului seric, hiperhomocisteinergievort precoce [22].

Rezultatele unei analize sistematice efeatubd Raysi colab. indi@ faptul exist un
consens general bazat pe numeroase stadieficitul de acid folic, hiperhomocisteinemja
statusul homoziggbtentru mutga C677T de la nivelul genei MTHFR sunt factorirde pentru
preeclampsie, decolarea de plagemdirmal inserditsi avortul spontan [45].

Un studiu recent efectuat de Goodmarolab. (2006), a analizat 10 gene implicate in
trombofilie, cu posibile impact asupra avorturilgpontanesi a evidemiat genotipul 677TT
MTHFR avand semnifiggée statistia (p <0.04) in asociere cu avorturile spontane [1@&jt
confirmatsi de Coulamsi colab (2006) [83].

De asemenea, unele studii aétair ca statusul homozigot mutant pentru mat&€677T
confei un risc de 2-3 ori mai mare pentru defecte denabral, cum ar fi spina bifidai
anencefalie in compagra cu persoanele care nu preziateast mutgie, iar statusul heterozigot
combinat pentru C6773i A1298C constituie de asemenea un factor de estrp defectele de
tub neural [91].

Studiul efectuat de Klaji colab. (2011) a atat & polimorfismul MTHFR A1298C, dar
nu polimorfismul C677T MTHFR a fost asociat cu nigeescut de homocisteii vasculopatie
placentai [119].

Mtiraoui si colab. (2006) au demonstrata cstatusul homozigot mutant pentru
polimorfismlele C677Tsi A1298C ale genei MTHFR reprezintactori de risc pentru pierderea
recurent a sarcinii, indiferent de concenfeaserié@ a homocisteinei [139].

Makarmapust A. JI. si colab. (2005) au studiat muita MTHFR si au constatat &
polimorfismul matern MTHFRsi hiperhomocisteinemia au fost detectate in 45%ucaa

pacientele cu avort spontan habitual in anamz; 49].
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Cercetrile genetice au demonstrat ou doar polimorfismul matern MTHFR, dsircel
fetal joa@ un rol important in apgra pierderii recurente spontane a sarcinii. Zeteghi col.
(2002) au examinat distriia polimorfismelor C677T&i A1298C in 80 de probe diesut fetal,
provenite din avorturile spontane care s-au prddtre giptimanile 6si 20 de sarcia [189].
Aceste probe au fost comparate cu 125 de probdtagxde la grupul de control. Doar unul din
80 de embrioni avortaa prezentat combiia genotipurilor slbatice 677CC/1298AA in
comparge cu 19 din 125 din grupul de control. Combiik@ genotipurilor cu trei sau patru alele
mutante nu au fost detectate in nici una din gilgowtudiate, sugerand un dezechilibru de
inlantuire ntre cele dau polimorfisme. Zetterbergi col. au raportat, de asemenea, un risc
crescut de avorturi spontane pentru genotipurildante fetale 677TTsi 677TC ale genei
MTHFR [188;200]. Concluzia a fostaqrezema uneia sau mai multor alele mutante in gena
MTHFR afectea procesul de embriogengzatunci cand concentra folatului este joas fapt
confirmatsi Tn alte studii [19; 77; 95; 200].

Cercetitorii Ogino si Wilson au apreciat frecveam polimorfismelor C677Tsi A1298C
intr-o popul@e general, utilizand date din 16 articoke au constatatacalela 677T este asociat
mai frecvent cu alela 1298A, iar alela 1298C estefrecvent asociatcu alela 677C [19; 77].

Rezultate aseamatoare au fost dinute si de Reyes-Engali colab., care au presupus c
lipsa dezechilibrului de Tahtuire Tn cazul acestor dayolimorfisme poate avea un rol important
in fertilitatea umai [103]. Isotalosi colab. au gpatat un procent ridicat de genotipuri cu tgei
patru alele mutante Tn probele fetale avortaie au constatat & genotipurile fetale
677CT/1298CC sau 677TT/1298CC ale genei MTHFR cnssal de avort spontan. Volcik
colab. au oferit date care simsconcluzia lui Isotalai colab. cu privire la viabilitate gzuti in
randul fetgilor cu genotipul 677TT/1298CC [77; 138].

Callejonsi colab. (2007) au sesizat lipsa dezechilibruluiidintuire intre cele dau
polimorfisme C677T/A1298C. Deasemenesy evidefgiat efectul protectiv algenotipului
silbatic CC al polimorfismului C677T, in timp ce geiparile cu trei sau patru alele mutante
reprezind un factor de risc determinat pentru viabilitatetah si avortul spontan [77].

Reducerea actiwitii functionale a enzimei MTRR ca rezultat al nigain codonul 66
A>G conduce la afectarea procesului de embriogerigez asemenea, a fost identificaelaia
dintre mutgia genetia MTRR 66 A>Gsi avortul spontan recurent [61, p. 23]. Studiulctfat
de Popp Rsi colab. (2009) determinlegitura de cauzalitate intre prexampolimorfismului
MTRR A66G si pierderea recureita sarcinii [147]. Polimorfismele C677T MTHRR A66G
MTRR au fost studiate mai intens. Studii recentgeseaz asocierea acestor polimorfisme cu

avortul spontan habitual, sindromul Dowrspina bifida [50; 88; 91].
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Reducerea activitii functionale a enzimei MTR cgee riscul de avort spontasi
determird dereglarea procesului de embriogenfs0; 61, p. 25]. Furnesg colab. au studiat
implicarea polimorfismele genelor MTRR A6666 MTR A2756G n dezvolatrea insuficign
utero-placentargi au relevat asocieri semnificative intre alelelatamte ale acestor mtiiasi
insufienta utero-placentédy ceea ce reprezitun important factor de risc in dezvoltarea
insuficiertei utero-placentare [97]. Recent, s-a constatadtifap genotipurile heterozigote MTR
2756AGsi MTRR 66AG reprezirt un risc crescut pentru apgati defectului de tub neural [91].

Datele din acest capitol al tezei sunt culese idanatura de specialitate intetfitnah,
existand foarte pine studii n@onale asupra impactului homocisteigerolul polimorfismelor
MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G fameile diagnosticate cu
avort spontan recurrent. Cercetand sursele biladfagr, am constatatigolimorfismele genetice
la nivelul genelor MTHFR, MTR, MTRRsi homocisteina sunt sugerate a fi implicate n
patogeneza avortului spontan recurenta irezultatele ofinute sunt contradictorii. Pe baza
analizei acestor date, am conchis este necesarasse efectueze o cercetare complex
implicarii dereghrilor metabolismului metioninei la femeile cu avepontan recurent.

Scopul cerceirii consti in diagnosticul deregifilor metabolismului metioninei la femeile
cu avort spontan recurent pentru optimizarea managtilui terapeutic. Scopul a fost realizat
prin urmitoarele obiective: (1) evaluarea particubaiior medico-sociale a femeilor cu avort
spontan recurent; (2) aprecierea nivelului serib@hocisteinei, vitaminei 8, acidului folic,
frecvenei polimorfismelor genetice MTHFR C677T, MTHFR AB, MTRR A66Gsi MTR
A2756G, si impactul lor asupra avortului spontan recure®} identificarea relglor dintre
nivelul seric al homocisteinei, vitaminei B acidului folicsi polimorfismele genetice MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MTRR A66G, MTR A2756G la feeecu avort spontan recurent;
(4) evaluarea eficaaifi terapeutice, monitorizarea parametrilor hemasitaz biochimici la
gravidele cu deregti ale metabolismului metioninei; (5) elaborarezamandrilor privind
managementul clinic al pacientelor cu avort sponmturentsi dereghiri ale metabolismului
metioninei.

1.4. Concluzii la capitolul 1
1. Homocisteina este un aminoacid neproteinogen cupageu tiolic, derivat din
metabolismul metioninei, absent in dieta naturdlivelul homocisteinei plasmatice
variazz in funaie de cele dau cai de metabolizare: rega de transsulfurare, in care

homocisteina este degraslda cisteird, si reagia de remetilare a homocieteinei n

metionira, care necegitprezema enzimelor MTHFR, MTRi MTRR, avand in calitate

de cosubstrat acidul folig coenzima vitamina B.
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2. Hiperhomocisteinemia este o conse¢tia deficiemelor enzimatice (muta la nivelul
genelor ce codifit enzimele: MTHFR, MTR, MTRR, CBS}ki/sau a caregelor
nutritionale de vitamine care interferaazu metabolismul normal al metionigi
homocisteinei.

3. Cresterea concentfeei de homocisteihextracelulax este toxig pentru celulai tesuturi,
si poate infia o cascatl de complicdi vasculare: dereglarea vasodildit legate de
endoteliu, stresul oxidativ, oxidarea lipideler proteinelor, de asemenea gierea
coagulabilititii sangelui, care induce trombogeneza.

4. Hiperhomocisteinemia este implidain dezvoltaregi apartia patologiilor obstetricale,
legate de insuficiga placentat, precum: preeclampsia, restigcde crgtere intrauteria
a fatului, avortul spontan, pierderea recugeat sarcinii, decolarea de placemormal

inserai si nasterea prematar
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2. MATERIALE $I METODE DE CERCETARE

2.1. Caracteristica generah a cercetfirii. grupul de cercetare, etapele si design-ul
studiului

Pentru a realiza scopul cerdndt si obiectivele inaintate, a fost proiectatrealizat un
studiu de cohoiit Lucrarea repreziato cercetare integrgtin care au fost incluse femei de
varst fertila, care au fost recrutate din randul pacienteloe Gaau prezentat pentru un consult
medicalsi investigaii in perioada mai 2014 — decembrie 2016.

Cercetarea actualare drept scop de a evalua detalgl metabolismului metioninei la
pacientele cu avort spontan recurent prin evaluaaentréei serice a homocisteinaii
factorilor implicgi in metabolismul ei: stilul de via valorile serice ale acidului foligi
vitaminei By, céatsi deficienele enzimatice induse de muila genetice in genele MTHFR,
MTR si MTRR.

Cercetarea a fost organizaii realizati la Catedra Obstetiicsi ginecologie nr. 2 din
cadrul USMF ,Nicolae Testenanu”, Centrul medical ,Repromedsi laboratorul clinic-
diagnostic al IMSP Centrul Republican de DiagnesgcMedical din Republica Moldova in
perioada 2014-2014 a previzut toate etapele ceraat statistice: (1) elaborarea programugui
planului cercetrii; (2) determinarea gantionului; (3) observarea materialului statist{d)
prelucrareasi prezentarea materialului statistic; (5) analizaultatelor obnute si elaborarea
concluziilorsi recomandrilor (Figura 2.1).

Cercetarea a fost avizapozitiv de d@tre Comisia de Etic a Cercetrii din cadrul
Universititii de Stat de Medicinsi Farmacie ,Nicolae Testegainu” (proces verbal nr. 26 din
08.05.2014).

Etapa |. Elaborarea programuluyi planului cercedrii
La aceast etaph de lucru s-a realizat identificargadocumentareatiintifica in domeniu prin
studierea literaturii stiigifice pe tema ce vizeazxercetarea. S-au determinat scapuobiectivele
cercefrii. S-a precizat perioada de studits-a elaborat planul ceréeii.

Etapa Il. Determinareasantionului

Calcularea gantionului reprezentativ a fostduta prin utilizarea formulei:

12z, +z,PxP-P)
) I Y

unde;:
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P, - Conform datelor bibliografice [49; 55; 73] @@ 60,0% de femei cu avort spontan recurent
apare sarcina dagratament saug0,60.

P:1 - Presupunem,adn lotul de cercetare valoarea vor fi de 85,0%Ra0,85.

P = (R + P)/2=0,725
Zo — valoarea tabelarcand semnifigga statistia este de 95,0%, atunci coeficientu Z1,96
Zg— valoarea tabelaycand puterea statisiie compargei este de 80,0%, atuncj Z 0,84

f = Propotia subieg@lor care se gieapti si abandoneze studiului din motive diferite de efectu
investigat q = 1/(1-f), f=10,0% (0,1).

introducand datele in formula amtiiut

1 4196+ 084f'x07250275_
(1-01) (060- 085)

Astfel, pentru realizarea studiului, volumul optahunui lot de cercetare este de 56 de femei.

56

in cadrul cerceirii, au fost selegonate un nurr total de 114, care au fost repartizate Tnadou
loturi, dug cum urmeax
» Lotul de cercetareila inclus 57 femei cu avorturi spontane in antectege
» Lotul de control |y a inclus 57 femeiifa avorturi spontane in antecedente.
Etapa Ill. Observareai acumularea materialului statistic
Lotul de cercetarela fost constituit in baza uatoarelor criterii:
Criteriile de includere in studiu:
1. Varsta femeilor — 20-45 ani;
2. Paciente cu cel pm 2 avorturi spontane consecutive de éangprecizat in antecedente;
3. Lipsa administirii suplimentelor cu vitamine;
4. Acordul femeii pentru participarea in studiu.
Criteriile de excludere:
1. Femei cu varsta sub 20 ani;
Femei cu avorturi de alte cauze cunoscute (morfcdo@ndocrine, infgmoase etc.);
Femei cu sarcinstagnat sau FIV guat in anamnéz

Femei cu antecedente personale de disieinenah sevetd si boli sistemice autoimune;

a bk 0N

Lipsa acordului pentru participarea in studiu.
Astfel, pacientele din lotul de cercetare au pregteccel pgin 2 avorturi spontane
consecutive in antecedente, in priniuél doilea trimestru de sarcincalificat ca idiopatic n

urma anamnezei, investigbor clinice si paraclinice — imagistice, hormonale, dozarea
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anticorpilor antifosfolipidici, investiga pentru complexul TORCH;i, la necesitate, analiza
cariotipului ambilor parteneri.

Lotul de control a fost format din 57 femei de ¥argproductiv, fard pierderi spontane
de sarcia in antecedente. Pacientele au fost selectatezaeupaitoarelor criterii:

Criteriile de includere in studiu:

1. Varsta femeilor — 20-45 ani;

2. Femei cu cel piin 1 sarcin fiziologica si nastere la termen in antecedente;

3. Acordul femeii pentru participarea in studiu.

Criteriile de excludere:

1. Femei cu antecedente obstetricale in sar@nastere prematur, hipertensiune arteril
indusi de sarcin, restrigia de crgtere intrauteriai a fatului, decolarea de placeénhormal
inseradi, moartea intrauterina fatului);

Femei cu sarcina ¢ibuta dupa FIV;

Lipsa acordului pentru participarea in studiu.

Pacientele au fost supuse unei exdmirtomplexe care a inclus: culegerea datelor
anamnestice, examenul clinic, examenul antropométrasa, talia, indicele de naasorpora)
si examenul ginecologic cu evaluarea organelor genitexterne, aprecierea gradului de
maturitate al acestorh eventualele abateri de la natrale uterului, starea anexelor, fornixurile
vaginale, evaluarea elintinlor vaginale.

Programul de examinare a inclus: culegerea datdinico-anamnestice, determinarea
serici a homocisteinei, acidului folic, vitaminei;Bsi efectuarea testelor molecular-genetice
pentru identificarea polimorfismelor MTHFR C677T,TMFR A1298C, MTR A2756Gsi
MTRR A66G, evaluarea scorului de risc obstetrieapacientele cu avort spontan recurent cu
aprecierea tacticii ulterioare de conduit tratament la etapa precongepak si pe parcursul
sarcinii in vederea evitii avortului spontaryi depasirea termenului de 2Zptamani de gestée,
evoluia sarcinii prezente, compligide survenite.

Etapa IV. Evaluarea in dinamica pacientelor cu avort spontan recurent incluse in
studiu

La aceast etafi a fost determinat scorul de risc obstetrical leigraele cu avort spontan
recurentsi s-a apreciat strategia terapeatia sarcina ulterioarin scopul evalirii importartei
fiziopatologicesi practice a terapiei anticoagulante.

Etapa V. Prelucrareai prezentarea materialului statistic

Etapa VI. Analiza rezultatelor gibutesi elaborarea concluziilogi recomandrilor
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Etapa I. Elaborarea programului si planului cercetarii

y
Determinarea scopulyi Elaborarea planului de
obiectivelor cerceitii cercetare

Etapa Il. Determinarea esantionului
Studiu de cohoiit
» Lotul de cercetarela inclus 57 de femei cu avorturi spontane in auente

» Lotul de control |y a inclus 57 de feme#ifa avorturi spontane in antecedente

y
Etapa Ill. Observarea si acumularea materialului statistic

y

Lotul de cercetare Ly Lotul de control Lg
- Criterii de includere - Criterii de includere
- Criterii de excludere - Criterii de excludere

Programul de examinare: culegerea datelor clinf@yaestice, determinarea seri@a
homocisteinei, acidului folic, vitaminei B si efectuarea testelor molecular-genetice pe

identificarea polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR A228C, MTR A2756Gsi MTRR
A66G

Etapa IV. Evaluarea in dinamica a pacientelor cu avort spontan recurent incluse istudiu
- Aprecierea scorului de risc obstetrigaldeterminarea strategiei terapeutice in sar
ulterioat
- Evaluarea parametrilor biochimici (homocisteinaagpaetrii hemostazei) in dinaric
- Depasirea termenului de 22igtamani de gestee

Etapa V. Prelucrareasi prezentarea materialului statistic

Etapa VI. Analiza rezultatelor obtinute si elaborarea concluziilorsi recomandarilor

Fig. 2.1. Design-ul general al cerandt

Subiegcilor studiului, premergtor oltinerii consimamantului de participare in studiu, le-

au fost aduse la custintd, in baza fiei de informare, aspectele ga de scopul cercétii,
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drepturile si responsabilittile din timpul studiului, riscurile si beneficille potenale,
confidenialitatea datelor. Acceptul participi in cercetare a fost consemnat prin acord infdrm

Criteriile de evaluare nu au fost modificate pecpesul studiului.
2.2. Metodele clinico-paraclinice de examinargi cercetare

Ipoteza cercétii este argumentatde: (1) Impactul hiperhomocisteinemigi rolul
polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A286, MTRR A66G in patogeneza
pierderii recurente a sarcinii; (2) Lipsa studiite&ionale privind rolul homocisteinei, vitaminei
B1,, acidului folicsi polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A86G, MTRR
A66G la femeile cu avort spontan recurent; (3) A&ipslatelor asupra incidgn
hiperhomocisteinemieji frecvenei polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR
A2756G, MTRR A66G la femeile cu avort spontan rectidin Republica Moldova.

Pentru demonstrarea ipotezei cetdetu fost aplicate urétoarele metode de acumulare
a datelor: metoda istotic metoda compatie@i, metoda analiti; metoda obse#vii statistice,
metoda matematic Metoda istorigd a permis documentarea cu datele literaturii deiapetesi
studierea ngunilor generale privind derefgile metabolismului metioninei in diferite ertit
nosologice. Metoda compaii a permis evaluared compararea fenomenului studiat la diferite
categorii (femei de varstreproductid, femei Tndrcinate, femei cu anamneza obstettical
comlicat in antecedente etc.) din diferif@i. Metoda analitia a fost aplicat pentru a studia
deregirile metabolismului metioninesi homocisteinei la femeiele cu pierderea recuremt
sarcinii, cu scopul de a realiza caracterizareastacédenomen. Metoda obsérni statistice a
studiat deregkile metabolismului metioninei la femeile cu avepgontan recurent. S-au folosit
urmitoarele metode de colectare a infotimia metoda de anchetare, tip desckiismetoda
extragerii inform@ei din documentele medicale. Metoda mateniatgza folosit pentru
apreciereai prelucrarea inform@gei acumulate.

Pentru o investigare multilate#iagi tinand cont de scopul propus s-au aplicat metodele
direct si indirecta de cercetare.
A. Metoda direc#:

A.1.Anchetarea

Examinarea pacientelor a inceput cu intervievateadsrd, care a avut drept scop
ohtinerea datelor referitor la vaist distribyia demografig, statutul social, antecedente
personale, anamneza obstetrical-ginecolpginamneza somaiic

Analiza antecedentelor personale cuprindeatwarele informéi: date antropometrice -
inaltimea (cm)si greutatea (kg), fumat, consum de alcool, tipuhahtaiei. S-a calculat indicele

de mas corporadi (IMC), care reprezitraportul intre greutate (kg) Tnaltimea la gtrat (nf).
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Masurarea gredtii corporale s-a realizat prin céinte cu un cantar standardizat, pentru fiecare
participant la studiu.

Anamneza obstetricals-a axat pe colecatrea datelor privind paritateayarul de
avorturi spontane, termenul la care s-a produsiprea spontdna sarcinii, nuriirul de avorturi
la cerere, evolia sarcinilor precedentg complicgiile survenite. Anamneza ginecologia
inclus varsta menarhei, caracterul ciclului meradt(duratra, intervalul, cantitatea), contragep
utilizata. Analizand anamneza somaticie-am referit la colectarea infortiga despre maladiile
aparatelor respirator, cardiovascular, despre tatbwastrointestinale, maladii neurologice,
patologii nefro-urinare, patologii oculare etc.

A.2.Determinarea parametrilor de laborator
Recoltarea probelor de sange s-a efectuat din@npa nemancate.

2.1. Determinarea concenim plasmatice a homocisteinei. Specimen recokahge
venos recoltat pe EDTA, in tuburi de unfolosina, prin pungie venoas. Investigaia efectuat
la analizatorul IMMULITE 2000XPi prin metoda cheomhiniscemd pe aparatul Immulite
Siemens, valori de refetinintre 5-12umol/l. Toate probele au fostagtrate la ghga dup
prelevaresi inainte de prelucrare. Centrifugarea probelosé@iege a fost efectuiain maxim 30
minute de la momentul recatti. Metoda chemiluminiscai de determinare a homocisteinei
include 2 cicluri de incubare a cate 30 minutelLit — etapa preliminérde reducere, necesar
pentru eliberarea homocisteinei libere din difegmmplexe in care este legatrin ledituri
disulfidice, iar apoi prin conversie este transfatmin S-adenozin-L-homocisteina. Agen
reduditori sunt: ditiotreitolsi S-adenozin-L-homocisteina hidrolaza, enzimplicat in sinteza
homocisteinei in organism. Ciclul 2 — readmunologié@ de determinare a homocisteinei are la
baz legarea specific la un anticorp anti-S-adenozin-L-homocisteina raarcu fosfataza
alcalim. Complexul format este cuantificat folosind suattl de dioxetan pentru a produce
lumina. Lumina a fost emésatunci cand substratul chemiluminiscent a fieaat cu marker-ul
fosfataza alacalih Emisia de lumia a fost detectétde Tubul de Fotomultiplicare.

2.2. Determinarea concenim serice a acidului folic. Specimen recoltat: géirvenos
recoltat Tn vacutainer de ugicfolosina, prin pungie venoas. Investigaia efectuat la
analizatorul IMMULITE 2000XPi prin metoda chemilumsceni pe aparatul Immulite
Siemens, valori de refetin intre 13,5-45,3 nmol/L. Centrifugarea probelor shinge a fost
efectuai in maxim 30 minute de la momentul re&olt Metoda chemiluminiscea de
determinare a acidului folic include 4 cicluri deciubare a cate 30 minute. Ciclurilesil2 —
reprezini etapele de denaturare alcalia proteinelor endogene, in care acidul folic &t

initial cu agentul redutor ditiotreitol, ulterior cu hidroxid de sodiuméeiura de potasiu. Ciclul
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3 — etapa de legare: acidului folic eliberat foraiaean complex cu o proteincare leag folatul

si ciclul 4 — reaga imunologié care are la badegarea specifica la un anticorp anti-folat marcat
cu fosfataza alcalih Complexul format este cuantificat folosind suditt de dioxetan pentru a
produce lumi. Lumina a fost emisatunci cand substratul chemiluminiscent a tieaat cu
marker-ul fosfataza alacalinEmisia de lumia a fost detectétde Tubul de Fotomultiplicare.

2.3. Determinarea concenir serice a vitaminei B. Specimen recoltat: sange venos
recoltat Tn vacutainer de ugicfolosina, prin pungie venoas. Investigaia efectuat la
analizatorul IMMULITE 2000XPi prin metoda chemilumsceni pe aparatul Immulite
Siemens, valori de refefin intre 259-725 pmol/L. Centrifugarea probelor degsa a fost
efectuai in maxim 30 minute de la momentul re&olt Metoda chemiluminiscea de
determinare a acidului folic include 3 cicluri decubare a cate 30 minute. Ciclul 1 — etapa de
denaturare alcaliha proteinelor endogene, in care vitaminadste tratdit cu agefii reducatori:
ditiotreitol si hidroxid de sodium/cianura de potasiu. Ciclugllgi 3 reprezini reagii imulogice
care au la bazformarea complexului vitaminBfactorul intrisec hogi legarea specifica la un
anticorp anti-factor intrisec hog, marcat cu fostat alcalia. Complexul format este cuantificat
folosind substratul de dioxetan pentru a produceinda. Lumina a fost emis atunci cand
substratul chemiluminiscent a r@aoat cu marker-ul fosfataza alacalirEmisia de lumia a
fost detectat de Tubul de Fotomultiplicare.

2.4. Determinarea parametrilor hemostazei. Par@nfieliositi in evaluarea hemostazei
sunt: nunirul de trombocite (valoarea de refeiin180-320x18&1) cu ajutorul metodei
microscopice tragionale in frotiul sangvin, timpul de protrombir metoda Quick (norma 70-
100%), timpul de tromboplastirpatial activat (APTT) — metoda coagulometii¢valoarea de
referina 35-50 sec.}i fibrinogenul — metoda Clauss (valoarea de refria4 g/l).

A.3.Testarea molecular-genedic

Identificarea polimorfismelor MTHFR C677T (rs 18@B), MTHFR A1298C (rs
1801133), MTR A2756G (rs 180508%) MTRR A66G (rs 180139) s-au realizat in cadrul
laboratorului medical al Centrului medical ,Repratihe

Etapele analizei: (a) recoltarea probelor ale nmeltéui biologic (sange periferic); (b)
extragerea ADN-ului din sange; (c) efectuareatreade polimerizare in lan(PCR) utilizand
primeri specifici; (d) verificarea amplifici ADN-ului prin electroforez Tn gel de
poliacrilamich de 7,5%; (e) resti@ ampliconului cu restrictaza specifiGn termostat la
temperatura de 37 °C timp de 3 ore; (f) verificareatrigiei prin electroforez in gel de

poliacrilamici de 7.5%; (g) fotodocumentarea geluiuinterpretarea rezultatelor.
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Specimen recoltat: sange venos recoltat pe EDTAulburi de unig folosint, prin
pungie venoas. ADN-ul genomic a fost extras utilizand chituriegjmlizate (GeneJet Whole
Genomic DNA Purification Mini Kit, Fermentas) diredcocitele sangelui periferic. Pentru
testarea genetica polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR2AR56Gsi MTRR
A66G s-au realizat reaite de polimerizare n lgnsi polimorfismul lungimii fragmentelor de
resctrigie (PCR/RFLP).

Pentru efectuarea rgaa de polimerizare in lgnpentru polimorfismul C677T a genei
MTHFR s-au utilizat urritorii primeri:

- Forward primer cu secvenGCCCATGTCGGTGCATGCCTTCA;

- Reverse primer cu secvalCCTTGAACAGGTGGAGGCCAGCC.

Pentru efectuarea rg@ de polimerizare in lgrpentru polimorfismul A1298C a genei
MTHFR s-au utilizat urritorii primeri:

- Forward primer cu secv@alCTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTAC,;

- Reverse primer cu secMaltCACTTTGTGACCATTCCGGTTTG.

Pentru efectuarea rga de polimerizare in larpentru polimorfismul A2756G a genei
MTR s-au utilizat urratorii primeri:

- Forward primer cu secvenlGGTGCCAGGTATACAGTGACTCT,

- Reverse primer cu secMatGATCCAAAGCCTTTTACACTCCTC.

Pentru efectuarea rg@a de polimerizare in lgnpentru polimorfismul A66G a genei
MTRR s-au utilizat urrétorii primeri:

- Forward primer cu secvenAAGGCCATCGCAGAAGACAT,;

- Reverse primer cu secyailCACTTCCCAACCAAAATTCTTCAAAG.

ADN-ul genomic a fost amplificat folosind polimeeBPream Taq (,Fermentas”, USA),
la termociclul , Tprofessional Basic 96” (Biomet@ermania).

Regimul de amplificare pentru polimorfismele MTHER 77T, MTHFR A1298C, MTR
A2756Gsi MTRR A66G 1n termociclu este prezentat in tabeldl.

Condtiiile reaaiei au fost aset#natoare pentru toate cele patru polimorfismele, cu
excepia temperaturii de aliniere a primelor: 60.4°C pergolimorfismul MTHFR C677T, 61°C
pentru polimorfismul MTHFR A1298C, 58.4°C pentrulipwrfismul MTR A2756Gsi 57.6°C
pentru polimorfismul MTRR A66G. Conglie protocolului standard au fost: (1) ciclul 1 —
denaturarea iginla la 95°C — 3 minute; (2) ciclul 2 — 33 cicluri: 94> 30 secunde, 57.6°C -
61°C — 30 secunde, 72°C — 30 secunde; (3) ciclkue®ngaa finak la 72°C — 5 minute.
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Tabelul 2.1. Regimul de amplificare pentru polingrfele MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTR A2756Gi MTRR A66G

. , , ) Munarul de repetri ale
Polimorfismul Ciclul Temperatura, °C Timpul o
ciclurilor
1 95 3 min 1
94 30 sec
2 60.4 0 sec 33
MTHFR C677T
72 30 sec
72 5 min 1
16 fira limita 1
95 3 min 1
94 30 sec
2 61 30 sec 33
MTHFR A1298C
72 50 sec
72 5 min 1
4 16 fira limita 1
1 95 3 min 1
94 30 sec
2 58.4 30 sec 33
MTR A2756G
72 30 sec
72 5 min 1
4 16 fira limita 1
95 3 min 1
94 30 sec
2 57.6 30 sec 33
MTRR A66G
72 30 sec
72 5 min 1
16 fra limita 1

Fragmentele amplificate de ADN au fost analizaie pretoda separii electroforetice,
ADN-ul fiind separat in gel de poliacrilamiidde 7,5%. In urma confiranii amplificarii
fragmentelor, ampliconii au fost supuestrigiei timp de 3 ore la 37°C cu enzimele de reg#ic

specifice. S-au utilizat uriitoarele enzime: Hinf 1 pentru polimorfismul MTHFRSTZT, Mbo
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Il pentru polimorfismul MTHFR A1298C, Hae Il pentpolimorfismul MTR A2756Gsi Nde |
pentru polimorfismul MTRR A66G. Verificarea examinarea prodilor de restrigie s-a
realizat prin electroforeizin gel de poliacrilamigicu concentrga de 7,5% - in conglile: 200 V
pe parcursul a 3 ore. Gelul a fost colorat cutsolde etidiu. Rezultatele au fost vizualizaite
interpretate la sistemul UV SOLO (Germania).

Evaluarea riscului de compligia obstetricale in prezea mutaiilor trombofilice la
pacientele cu avort spontan recurent din studiumciigii genetice a enzimelor implicate n
metabolismul homocisteingi metioninei a fost efectuatprin acordarea unui punctaj fiai

polimorfism identificat conform tabelului 2.2 [423; 55].

Tabelul 2.2. Evaluarea riscului de compficabstetricale in prezea mutaiilor trombofilice

Factori de risc Punctaj

Polimorfismul heterozigot I/D in gena PLAT 0
Polimorfismul heterozigot G/A in gena fibrinogenulu

Polimorfismul heterozigot ale genelor ITGA2 (807Q>MMTGB3 (1565T>C}i
PAI-1 (4G/5G)

Polimorfismul homozigot A/A in gena fibrinogenului 1
Polimorfismul heterozigot ale genelor MTR (2756A>GITRR (66A>G)

Polimorfismul homozigot I/l in gena PLAT

Polimorfismul heterozigot a genei MTHFR (677CstTL.298 A>C)
Polimorfismul homozigot ale genelor ITGA2 (807C>TGB3 (1565T>Cki

PAI-1 (4G/5G) :
Polimorfismul homozigot mutant ale genelor MTR (BA5G), MTRR (66A>G)
Polimorfismul homozigot mutant a genei MTHFR (6771G#1298 A>C)

Polimorfismul heterozigot a genei F5 - factorul ®iden (1691 G>A) 3
Polimorfismul heterozigot a genei protrombinei E8Z10 G>A)

Polimorfismul homozigot a genei F5 - factorul V den (1691 G>A) 4

Polimorfismul homozigot a genei protrombinei F5420 G>A)

Acumularea observilor a fost realizat in baza unei anchete elaborate pentru cercetare
(Anexa 1). In scopul asigini principiului confidenialitatii, chestionarul a fost de tip
depersonalizati nu a inclus in structura sa rubrici care sdlicitentionarea informailor cu

caracter personal .
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Chestionarul utilizat a inclus un ndamtotal de 80 intrefsi si a fost structurat pe
urmatoarele compartimente: (1) date personale despceernis (2) antecedente obstetrical-
ginecologice; (3) antecedente personale patolog(d¢; antecedente heredocolaterale; (5)
investigaii de laborator, care au inclus: parametri biockimanalize molecular-geneticg
parametri hemostazei; (6) tratament precofioepl si in sarciri; (7) anamneza obstetrigal
actuah; (8) investigai de laborator: I-ul trimestru de sarg&in9) investigai de laborator: al Il-a
trimestru de sarcin

Rezultatele cercatilor clinice, de laboratosi rezultatul tegtrilor molecular-genetice au
fost incluse in cadrul chestionarului.

B. Metoda indirect:

B.1.Date bibliografice
Au permis o sintez succini a datelor literaturii cu referire la realfde domeniului de interes
investigaional. A fost efectuat in doui etape: cercetarea bibliograficpropriu-zig si
metaanaliza materialului studiat.

B.2. Extragerea datelor din documentele medicale

B.3. Statistica oficiad
2.3. Metodele de evaluare statisti& pentru analiza rezultatelor

Datele primare au fost procesate prin intermediitaiei Excel (din pachetul Microsoft
Office 2010)si online, cu aplicaa OpenEpi v.2.3.1 [195]. Pentru fiecare set dewvau fost
calculate elemente de statigtidescriptii. Analiza s-a efectuat prin grupargiadeterminarea
mediei aritmetice, veridicitatea rezultatelor sedediminat prin evaluarea abaterii mediératica
si a erorii standard pentru valorile medii, cu céhcea ratelosi propotiilor.

Semnificaia statisti@ pentru valorile relative a fost stahiliprin intervalul de incredere
pentru 95% (ds). Semnificaia statistia pentru compatg valorilor mediisi relative n limitele
a dow populaii analizate a fost apreciprin calcularea testului de semnifiiea(t-Studentsi
pragului de semnifigée (p) prin intermediul programului MedCalc.

Pentru a determina corgkdintre indicii obinuti Tn studiu, a fost utilizat coeficientul de
corelaie (ryy), fiind calculat prin intermediul funidor statistice MS Excel 2010. Coeficientul de
corelgie indica puterea de cordie dintre do@ variabile cu evoltie liniara. In medicir,
intalnim de obicei valori ale coeficientului de elaie intermediare valorilor —4i +1 [27].

Genotipurile au fost introduse in baza de dateigléexcel. Frecverele alelicesi ale
genotipurilor au fost calculate pentru ambele gruputestuly2 a fost aplicat pentru a stabili
daa distribuia genotipurilor este Tn echilibru Hardy-Weinbedy.fost realizai compararea

frecvenelor variantelor genice intre cele dogrupuri pentru a vedea dadliferenele sunt
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semnificative statistic. Riscul este prezentagiddaportulsanselor (OR), pentru un interval de
incredere de 95%, cu respectarea semuidicaOR (lls) < 1 factor protectiv, OR @) = 1
factor neutrusi OR (ligs) > 1 factor de risc.

Riscul relativ (RR) este prezgnlegditurii dintre o boal si prezena unui factor de risc,
presupus a influga aparia ei. RR repreziatraportul dintre riscul la cei expuusi riscul la cei
neexpui (Tabelul 2.3).

Tabelul 2.3. Tabelul de conting&r2x2

Rezultat
. Total
Factor de risc prezeni absert
Expusi a b m
Neexpyi c d np
Total n n, t

RR india de céate ori este mai mare probabilitatea de aractat boala cand persoana este
expus, decat atunci cand nu este exp(RR = a/(a+b):c/(c+d)). Valori ale RR apropiate de
arat aproximativ aceea probabilitate de a face boala, atat la expuaat si la neexpui, si
trebuie consideratadactorul de risc respectiv nu are o inflgeereak asupra apaiei bolii. Dac
RR are valori mult mai mari decéat 1, este o ingkcai intre factorul de risgi boak este o
legatura de corelde care, de obicei este interprétad fiind cauzal.

Reprezentarea grafica rezultatelor (diferite tipuri de tabele, grafigediagrame) s-a
realizat prin intermediul aplic&i Excel (din pachetul Microsoft Office 2010).
2.4. Concluzii la capitolul 2

1. Cercetarea reprezinuun studiu de cohattcare are drept scop de a evalua dérigl
metabolismului metioninei la pacientele cu avorbrgan recurent prin evaluarea
concentrdei serice a homocisteingi factorilor implicgi in metabolismul ei: stilul de
viata, valorile serice ale acidului foligi vitaminei By, cétsi deficierntele enzimatice
induse de mutale genetice in genele MTHFR, MTRMTRR.

2. Cercetarea a fost realizain perioada mai 2014 — decembrie 2G1L& previzut toate
etapele cercétii statistice: (1) elaborarea programulgi planului cercetrii; (2)
determinarea santionului; (3) observarea materialului statistigl) prelucrareasi
prezentarea materialului statistic; (5) analiza ulatelor obinute si elaborarea

concluziilorsi recomandrilor.
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3. Acumularea obserwi@or a fost instrumentét in baza unei anchete elaborate pentru
studiu. Tn scopul asigani principiului confidenialitatii, chestionarul a fost de tip
depersonalizat.

4. Datele primare au fost procesate prin intermedilicaiei Excel (din pachetul Microsoft

Office 2010)si online, cu aplicaa OpenEpi v.2.3.1si programului MedCalc.
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3. PARTICULARIT ATILE ANAMNESTICE OBSTETRICAL-GINECOLOGICE Sl
ANALIZELE DE LABORATOR LA PACIENTELE CU AVORT SPONT AN
RECURENT

3.1. Caracteristicile socio-demografice si particularit atile anamnezei obstetrical-
ginecologice ale pacientelor incluse in studiu

Studiile statistice au dovedis exist o s@adere fiziologié a fertilitatii feminine odai cu
avansarea in vaistaceasta fiind maxinintre 20si 24 ani, se reducesar intre 25si 29 ani,si
apoi scade dramatic duglO de ani [15]. Datele despre structura varsteignéelor incluse in
studiu sunt prezentate n figura 3.1. In lotul deibvarsta pacientelor chestionate, la momentul
luarii Tn studiu, a fost cupriisintre 20si 45 ani, varsta medie a pacientelor a constituit
30,15+0,76 ani. Corespuitnr varstei, pacientele au fost repartizate peitoarele grupe: 20-24
ani — 12 paciente (21,05+5,39% ), 25-29 ani — 18igmae (26,31+5,84%), 30-34 ani — 12
paciente (21,05+5,39%), 34-39 ani — 16 pacienteOf285,95%)si 40-45 ani — 2 paciente
(3,50+2,43%). In lotul martor, varsta pacienteldost cupring intre 20si 32 ani, varsta medie
fiind de 25,26+0,40 ani. Grupa de var&0-24 ani a inclus 18 paciente (31,57+6,15%), 25-2
ani — 33 paciente (57,90+6,53%)30-34 ani — 6 paciente (10,53%+4,06%). Pacientgripele de
varst 35-39 anki 40-45 ani nu au fost depistate in lotul martor.

m Lotul de baz (n=57) = Lotul martor (n=57)

70

60 57,90%

50

40

31,57%

28,07%

3,50%
mm %%

20-24 ani 25-29 ani 30-34 ani 35-39 ani 40-45 ani

0%

Fig. 3.1. Structura pe grupe de vamstpacientelor incluse n studiu (%).
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Asa dar, in lotul de baz cele mai multe paciente au varsta cugrimsre 30si 39 ani, cu
o rat de 49,12+6,62%. In lotul martor, néral cel mai mare de femei a fost inregistrat frpgru
de varsi cupring intre 25-29 ani, cu o rade 57,90+6,53%. Repart pe varst a pacientelor
are relevatd, iar acest interval corespunde perioadei de ¥a@nstare pacientele prezind rat
crescui de fertilitate. De asemenea, dorithgeciam ¢ in lotul pacientelor diagnosticate cu
avort spontan recurent, grupa de V@r34-39 ani a constituit 28,07+5,95%, iar 40-45 ani
3,50£2,43%, astfel putem presupurieimcapacitatea de a m@re o sarcia determia varsta
materr avansat la momentul conceei. Repartizarea cazurilor incluse Tn studiu pepgfe de
varst difera semnificativ statistic pentru grupa de var34-39 ani (p<0.001).

Repartizarea respondentelor in filede mediul de gedina este urmtoarea: in lotul de
baz — 34 paciente (59,64+6,49%) proveneau din medhdnsi 23 paciente (40,36%6,49%) din
mediul rural. In lotul martor s-a determinat42 paciente (73,68+5,84%) sunt din mediul urban
si 15 paciente (26,32+5,84%) din mediul rural.

Statutul social al pacientelor a fost evaluat comfairnmitorilor parametri: starea civil
nivelul educ@onalsi locul de mung (Tabelul 3.1).

Din punct de vedere al statutului familial, in llotle baz am constatatac55 paciente
(96,5£2,43%) erau asatorite, Gsatorie neinregistrat s-a determinat doar la 2 paciente
(3,50+2,43%). Paciente neitorite nu au fost Tnregistrate. In lotul martorteaacientele erau
casitorite. Acest aspect ar putea fi explicat de vamséaie a pacientelor incluse in cercetare (L
—30,15+0,76 anji Lo — 25,26+0,40 ani).

Analizand distribtia dug nivelul educdonal al pacientelor diagnosticate cu avort
spontan recurent, putem miema &G cea mai mare parte dintre acestea au studii figveri- 30
respondente (52,63+6,61%), urmate de grupul deepteicu studii medii — 19 respondente
(33,33%), si 0 parte nesemnificativa pacientelor au doar studii liceale/gimnaziale4 —
respondente (7,02+3,38%). Studii superioare incetepau fost inregistrate la 4 respondente
(7,02+3,38%). In lotul martor au fost Tnregistr&® femei cu studii superioare (63,15+6,38%),
urmate de cele cu studii medii — 14 femei (24,57@%) si studii superioare incomplete — 7
femei (12,28+4,43%).

Estimarea datelor despre locul de muatpacientelor din lotul de bazdenoi faptul G
35 respondente (61,40+6,44%) erau angajate in sfivefere de activitate, urmate de grupul
femeilor care erau muncitoare — 13 respondente8(28,55%), apoi femeile casnice — 5
respondente (8,78+£3,74%i Tn final, Tn propotii apropiate, categoria studentelor — 4
respondente (7,02+3,38%), prin compi@rau lotul martor, unde s-a constata?é respondente

(45,62+6,59%) erau ncadrate in domeniul munceletdtuale, 22 femei (38,60+6,44%) erau
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muncitoare, 2 femei (3,50+2,43%) care efectddaerul casnici 7 respondente (12,38+4,36%)

erau studente. Studiind rezultatelgiobte, prin compatg datelor dintre loturi, nu s-au stabilit

difererte statistice semnificative.

Tabelul 3.1. Statutul social al pacientelor dirutde de studiu

Parametri Lotul de bazn=57 Lotul martor, n=57
t
Abs. P+ES Abs. P+ES P
Starea Casatorie
o R _ 55 96,5+2,43 57 100 1,440 >0.05
civila inregistrai
Casatorie
R , 2 3,50+2,43 0 0 1,440 >0.05%
neinregistrat
Nivelul Studii
_ ) 30 52,63+6,61 36 63,15+6,38 1,145 | >0.05
educaional | superioare
Studii
superioare 4 7,02+3,38 7 12,28+4,430,944 | >0.05
incomplete
Studii medii 19 33,33+6,24 14 24, 57+5,70 1,036 | >0.05
Studii liceale 4 7,02+3,38 0 0 2,076 <0.001
Locul de| Funaionai 35 61,40+6,44 26 45,62+6,59 1,713 | >0.05
munc Muncitoare 13 22,80+5,5p 22 38,60+6,44 1,858 >0.05
Casnia 8,78+3,74 2 3,50+2,43 1,186 >0.05
Student 4 7,02+3,38 7 12,3814,3‘60,972 >0.05

Datele din literature de specialitate relatedespre rolul fumatului, consumului de cafea,

consumului de alcoai sedentarismului in dezvoltarea hiperhomocisteieef7, p. 36; 65; 75;
101; 103; 148, p. 17; 157]. In acest contextstadactori au fost studiala pacientele din loturile

cercetate.

Din analiza rezultatelor gimute privind IMC in lotul de baz(Figura 3.2), s-a apreciai c

pe primul loc se situeastatusul normoponderal (clasa de valori 18,50,994determinat la 29
paciente (50,87+6,62%), urmat de statusul supragrahdclasa de valori 25,00 — 29,99)

determinat la 24 paciente (42,11+6,5380)loar 4 paciente (7,02+3,38%) erau obeze (clasa de
valori > 30). Ponderea cea mai mare, in randulgméeior cu avort spontan recurent, o auadou

grupe de paciente, in aceastdine: normoponderakg supraponderale, pacientele cu obezitate
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fiind situate la distaga mare de celelalte dawgrupe. Astfel, o mare parte din femeile chestienat
nu prezini cresterea masei corporade a tesutului adipos. Valoarea IMC mediu in lotel lshz
este de 24,60+0,44 kgfm

in lotul martor, analizand IMC am constatad 82 paciente (56,15+6,57%) erau
normoponderale, 23 paciente (40,35+6,49%) supragaielsi 2 paciente (3,50+2,43%) erau
obeze. Valoarea IMC mediu n lotul martor este de2@+0,44 kg/i Nu exist diferere
statistic semnificative intre ponderea acestorgmateintre loturile de cercetare (p>0.05).

m Lot de baz (n=57) = Lot martor (n=57)
60

56,15%

50,87%

50 +—

20 +—

10 +—

0 . L L __
18,50-24,99 25,00-29,99 >30,00

Figura 3.2. Repatia valorilor IMC la pacientele din cercetare (%).

A fost evaluat nivelul de activitate fizicin randul pacientelor cu avort spontan recurent,
sport practia 14 femei (24,56+5,70%) din totalul pacientelor, 48 femei (75,44+5,70%) nu
prezint preocugri in acest sens. Evaluand activitatea firc lotul martor, am determinai @3
femei (40,35+6,49%) desfoar diverse activiiti sportive (frecventedizseaii sportive sau alte
activitati dinamice), iar 34 femei (59,65+6,49%) prezioh comportament sedentar.

A fost efectuat analiza factorilor de risc comportamentgliam apreciat £ in lotul de
baz 53 paciente (92,98%) erau nefumatore, iar 4 paxieh02%) erau fumatore active (Figura
3.3). In grupul pacientelor nefuitoare s-a constatat intr-un caz ofdsimatoare. Dintre pacientele
fumatoare, 2 paciente au m@nat & fumeaz sub 10tigari pe zi (consum moderag) altele 2
paciente au meionat & fumeaz peste 1Qigari pe zi (consum sever). Doamnele fitoare au
indicat & fumeaz timp de 5 ani. In lotul martor, 6 respondente $89%) erau furitoare active
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si 51 paciente (89,47%) au afirmat cu au fumat niciodat Pacientele fuitoare au aspuns &

fumeaz sub 1Qigari pe zi.

80

73,68%

70,17%

Consum deigari Consum de cafea Consum de alcool

= Lotul de baz (n=57) = Lotul martor (n=57)

Fig. 3.3. Factorii de risc comportamentali la pataée din cercetare (%).

Consumul de cafea in lotul de haeste frecvent intalnit, fiind constatat la 42 wsgente
(73,68+5,84%), iar la 15 participante (26,32+5,8486¢sta este absent (Figura 3.3). In ceea ce
priveste nunirul cestilor de cafea, 20 paciente (35,08%) din doamnbkesttonate nu consuim
mai mult de 1-2 cgi de cafea pe zILO paciente (17,55%) prezinin consum ridicat de cafea (3
si mai multe ceti pe zi), iar la 12 paciente (21,05%) consumul acidea este ocazional.
Consumul de cafea cu durata mai frde 5 ani a fost inregistrat la 19 paciente (45238 de
doar 23 paciente (54,76%) care afirabnsum cu durata mai mare de 5 ani. Tn lotul marto
consumul de cafea, de asemenea, este frecvenhifirgals-a constatat la 40 respondente
(70,17+6,05%). Dintre acestea, 22 respondente @38 6onsura 1-2 cati de cafea pe zi, 8
respondente (14,08) consaim 3 cati de cafea pe zi, iar 10 respondente (17,54%#¢boirneaz
rar cafea.

In ceea ce privge consumul de alcool, in lotul de Ba26 paciente (45,61+6,59%)
raspund afirmativ la acedsintrebare, iar alte 31 paciente (54,39+6,59%)}isud nu consura
alcool (Figura 3.3). Dintre respondentele care aorisalcool, 8 respondente (14,04%) congum
alcool o dat pe lurd sau mai rar, iar 18 respondente (31,57%) coasturpcazia unor petreceri
sau evenimente. Ordinea prefeelor referitoare la tipul de alcool consumat este &firmat de
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19 respondente (33,33%), urmat de bere,tioeat de 6 respondente (10,53%o}arie, declarat
doar de 5 respondente (8,78%). In acest contexf fast Tnregistrat nici un caz de consum
moderat sau exagerat de alcool in randul paciamntalavort spontan recurent.

in lotul martor, consumul de alcool este maitipufrecvent, astfel & 24 paciente
(42,11+6,53%) au raportat consum de alcool cu acaapr petreceri sau evenimente. Ordinea
preferirtelor alimentare fiind vin, declarat de 12 pacief@#&,05%), bere — 8 paciente (14,04%)
si tarie 4 paciente (7,02%).

Nu existi diferene semnificative statistice n raport cu factorii ik comportamentali
intre loturile de cercetare (p>0.05).

Un aport alimentar redus de acid foficvitamina B, este asociat cu citerea nivelul
plasmatic al homocisteinei [39; 47, p. 36; 64; 88; 101; 170]. Un regim alimentar carg s
includa fructe, legume, cereale integralestessi carne slab este cea mai béralegere [76]. A
fost analizat regimul alimentar al pacientelor dindiu, evaluand factorii de risc alimentari, n
conformitate cu ancheta nutonak intocmit.

Tipurile de regim alimentar (Tabelul 3.2) le-am dsa in fungie de clasificarea lor:
omnivori, omnivol predominant carnat ovolactovegetarid lactovegetariansi vegetariaa
stricta.

Analizand datele referitor la regimul alimentar,r pnsamblu, in ambele loturi de
cercetare s-a constatat ponderea cea mai mare o are regimul omnivor, fimdlnit la 51
respondente (89,47+4,06%) n lotul de dgiza 50 respondente (87,72+4,34%) in lotul martor.
Regimul omnivor, predominant carnat a fost inregtsia 5 respondente (8,78+3,74%) in lotul
de baz si la 6 respondente (10,53+4,06%) n lotul martoegiul lactovegetarian a fost
prezent la 1 respondanfl,75+0,98%) doar in lotul de kaziar in lotul martor 1 paciemt
(1,75+0,98%) a declarat @ adoptat regimul ovolactovegetarian. Dieta stregetariaa nu au
fost Tnregistrat in loturile de studiu. Nu s-a constatat difeiesemnificativa statistia ntre
loturile de cercetare in raport cu tipul de reglmantar (p>0.05).

Orarul meselor a fost nesistematizat in randulgraelor cu avort spontan recurent, astfel
ci 24 paciente (42,11+6,53%) au un consum regulaheaand cele trei mese principale ale
zilei (mic dejun, pranzi cina), iar 33 paciente (57,89+6,53%) de&lam ritm alimentar
inadecvat. Ritmul alimentar vizand narml meselor pe zi in lotul martor afisdstfel: 39 paciente
(68,42+6,15%) au raportat celtpu3 prize alimentare pe zi, iar 18 paciente (31685%) au
raportat 1-2 prize alimentare pe zi. S-a constéifaternta semnificativa statistié intre loturile de

cercetare in raport cu ritmul alimentar (p<0.01).
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Tabelul 3.2. Caracteristica loturilor de cercefaréuctie de preferitele alimentare

Lotul de baz,
. . Lotul martor, n=57
Preferine alimentare n=57 t p
Abs. PzES Abs, PtES
Omnivor 51 | 89,47+4,06/ 50| 87,72+4,34 0,29 >0./05
Regimul Carnat 5 8,78+3,74 6 10,53+4,06 0,31 >0.05
Ritmul Ritm alimentar | 24 | 42,1146,53| 39| 68,426,156 2,93 <0.01
adecvat
alimentar Ritm alimentar | 33 | 57,80+6,53| 18| 31,38+6,14 2,95 <0.01
inadecvat
Consumul de Zilnic 15 | 26,3245,84| 24| 42,10+6,583 1,80 >0.05
salati sau De 2-4 ori pe
R 41 | 71,93t5,95 32| 56,15+6,57 1,78 >0.05
legume saptamara
proaspete la _
R Cel puin 1 dat pe
pranz sau R 1 1,75+0,98 1 1,75+0,98 0 >0.05
N saptamara
cina
Zilnic 25 | 43,86+6,57| 36| 63,156,388 2,10 <0.05
Consumul de De 2-4 ori pe
R 31 | 54,39+6,59] 21| 36,85+6,38 1,91 >0.05
fructe siptimara
proaspete | Cel puin 1 dati pe
A 1 1,75+0,98 0 0 1,78 >0.05
saptamars

Consumul de salatsau legume proaspete la pranz saa eirfost prezent zilnic la 15
paciente (26,3215,85%), de 2-4 ori pp&mana la 41 paciente (71,93+5,95%i) cel pyin o

dati pe sapdimini la 1 pacierit (1,75£0,98%) in lotul de cercetare, iar in lotwdrtor consumul

zZilnic de salat sau legume proaspete a fost apreciat la 24 pac{é@{10+6,53%), de 2-4 ori pe

siptamama la 32 paciente (56,15+6,57%) cel puin o dat pe sapd@mini la 1 pacierit

(1,75+0,98%), 4ra difererte semnificative intre loturi (p>0.05).

Consumul de fructe proaspete a fost prezent ZitnR5 respondente (43,86+6,57%), de

2-4 ori pe 8ptamara la 31 paciente (54,39+6,59%), cekipuo dati pe sapdmina la 1 pacierit

(1,75%0,98%) in lotul de baziar in lotul martor consumul de fructe proaspetist declarat
zilnic de 36 respondente (63,15+6,38%), de 2-persiptimari de 21 paciente (36,85+6,38%).
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Diferenta semnificatia statistiéd s-a constatat pe consumul zilnic de fructe praaspetre
loturile de cercetare (p<0.01).

Astfel, Tn randul pacientelor cu avort spontan rentis-a constatat prezarunui regim
alimentar omnivor, dar neechilbrat, cu un ritm amtar inadecvati consum redus de fructe
legume proaspete.

Studierea antecedentelor personale patologice #@emalor incluse in studiu s-a

caracterizat printr-un procent relativ mare de sligppe a patologiei somatice (Tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Antecedente personale patologice ¢geptele incluse in studiu

Patologia somatic Lotul de baa, n=57| Lotul martor, n=57

Abs. P+ES Abs. P+ES t P
Afectiuni nefro-urinare 9 15,78+4,82 8 14,04+4,60 0,261 | >0.05
Afectiuni cardio-vasculare 2 3,50+2,43 0 0 1,404  >0J05
Afectiuni gastro-intrestinale 7 12,28+4,34 5 8,78+3,74| 0,611 >0.0%
Patologie oculdr 3 5,26+2,95 4 7,02+3,38 0,392  >0.05
Patologia sistemului  nervags
central 2 3,50+2,43 0 0 1,440 >0.0b
Afectiuni vasculare periferice 7 12,28+4,84 1 1,75£0,98| 2,371 <0.0%
Afectiuni respiratorii 1 1,75%0,98 3 5,26i2,9|5 1,132 OH.

Rata cea mai mare printre patologiile somatice \aut-a afeg¢iunile sistemului nefro-
urinar (cistitt cronic, pielonefri cronic, rinichi dublu), cu o incidga in ansamblu de
15,78+4,82% cazuri in lotul de cercetaiel4,04+4,60% cazuri in lotul martor. Af@anile
vasculare periferice (boala varicaas membrelor inferioare) au fost depistate Tn 124281%
cazuri in lotul de bazcomparativ cu 1,75+0,98% cazuri in lotul martoreZ&na afeciunilor
gastro-intestinale (gastiitronic, colecistiti acalculoas, pancreatit cronici) a fost remarcét
de asemenea, in 12,28+4,34% cazuri in lotul dé& kiain 8,78+3,74% cazuri in lotul martor.
Patologia ocular (miopie si hipermetropie de diferit grad) a fost evidati in 5,26£2,95%
cazuri in lotul de cercetarg in 7,02+3,38% 1in lotul martor. Af@anile cardio-vasculare
(prolapsul valvei mitralesi tricuspide de gradul Isi afegiunile sistemului nervos central
(nevroze) au fost depistate in 3,50+2,43% cazuar @iolotul de cercetare. Afgenile aparatului
respirator au fost prezente in 1,75+0,98% cazuotir de baz si in 5,26+2,95% cazuri in lotul

martor. Menionam ca rata afegunilor vasculare periferice a fost mai mare frulate cercetare
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in comparge cu lotul martor, diferga dintre cele 2 categorii de paciente fiind statist
semnificativa (p<0.05).

Analiza antecedentelor heredocolaterale (rude dmdujrl) a evidefiat prezer
evenimentelor tromboembolice (tromboza ve#oas membrelor inferioare) la 2 paciente
(3,50£2,43%) in lotul de b&az

Sintetizand datele despre instalageparticularitile fungiei menstruale, s-a constatat c
debutul menarhei la varsta cup#rigtre 11-16 ani s-a determinat la 44 pacientel@”,55%)
in lotul de baz si la 49 paciente (85,96+4,60%) in lotul martor. Mera timpurie (sub 11 ani) s-
a constatat la 12 paciente (21,0515,39%) in lotubda si la 8 paciente (14,04+4,60%) n lotul
martor, iar menarha tardi\(peste 16 ani) s-a depistat la 1 paci€ht75+0,98%) doar n lotul de
baz.

Evaluarea datelor despre instalageparticularititile fungiei menstruale, a constatat, ¢
la pacientele incluse in studiu, varsta medie |aart& a constituit 12,21+0,24 agi a variat
intre 9si 16,5 ani in lotul de baz iar in lotul de cercetare varsta medie la menharbkonstituit
12,32+0,18 angi a variat intre 9,5i 16 ani, fira a prezenta semnifiga statisti@ (p>0.05).

Ciclu menstrual regulat normal, in lotul de fazu durata de 21-35 de zile au prezentat
56 paciente (98,25%0,98%), iar cicluri neregulaee la bun inceput, din momentul ingtal
functiei menstruale, a avut doar 1 pacierfi,75+0,98%). Analizdnd datele despre durata
menstrugei s-a constatatac36 paciente (63,16+6,38%) au prezentat o sangenaretrual
normak, timp de 4-5 zile. Durata sangelor menstruale> 6 zile au avut 12 paciente
(21,05+5,39%), iar oligomenored 8 zile) a fost prezeata 9 paciente (15,79+4,82%). In lotul
martor durata ciclului menstrual a fost in limitelermei la toate pacientele.

Nivelul homocisteinei serice totale poate fi, derasnea, influgat de consumul de
contraceptivele orale. Efectul depinde de tipulcdatraceptiv oral [105; 151]. In acest scop, a
fost efectuat evaluarea metodelor de contragea pacientele din ambele loturi.

Evaluarea metodelor de contratiegolosite de &tre pacientele cu avort spontan recurent
(Figura 3.4), a evideiat c;a 2 paciente (3,50+2,43%) nu au utilizat nici unatiii metodele
uzuale de contracgp. Metode naturale de contragep metoda calendarului au declarat 13
paciente (22,80+5,55%3i coitus intrerupt au declarat 21 paciente (36,338%). Rata
pacientelor care utilizeaanetode naturale de contragepdn lotul de control este nicastfel 2
paciente (3,50£2,43%) se folosesc de metoda cal@indai 3 paciente (5,26+2,95%) — coitus
intrerupt.

Am remarcat o utilizare extrem de iriadt contracefiei mecanice la pacientele din lotul

de baz. Prezervativul masculin a fost utilizat de 44 pate (77,19+5,55%), spermicidele au
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fost folosite de 24 paciente (42,11+6,53%). in llade control, prezervativul masculin este

preferat de 4 paciente (7,02+3,38%), iar spermieide 8 paciente (14,04+4,60%).
Contraceptivele orale combinate (COC) au fost ftdode 13 paciente (22,80+5,55%) in

lotul de baz si de 15 paciente (26,3215,84%) in lotul de contidlirata medie a utilizarii

contracepgei hormonale a fost de 8,38+1,33 luni in cazuligatelor cu avort spontan recurent.

Dispozitivul intrauterin (DIU) a fost utilizat doale 1 pacierit(1,75+£0,98%) in lotul de bagziar

n lotul de control au utilizat DIU - 25 pacien#3(86+6,57%).

Spermicide

I o 00% | |
]

42,11%

B 7,02%

Prezervativul masculin |
A —— 17,19%
I 43,869

DIU 43,86%

~ o)
coc R 2 52%

1 0,
Metoda calendarului B 5,26%
P 22,80%

B 350%
3

Coitus intrerupt
6,84%

m Lot martor (n=57) = Lot de baz (n=57)

Fig. 3.4. Metodele de contragepfolosite de pacientele incluse in cercetare (%).

Exita o diferena Tnalt semnificatis in ceea ce priwe tipurile de metode contraceptive,
astfel se obse#vca pacientele cu avort spontan recurent aleg acel®deda care apara
sarcinii este posikilimediat dup renunatrea la utilizarea acestora (p<0.01). Analizaisttet
ne-a afitat i nu avem o semnificee statistiad semnificati privind administrarea COC 1n
loturile de cercetare (p>0.05), rata proceriyentru ambele grupe fiind aproape identic

Avortul spontan recurent a fost calificat ca si@&n care exigt2 sau mai multe avorturi
spontane in antecedente [14; 136; 158]. Astfdbtii de baz au fost identificate 57 paciente cu
intreruperi spontane consecutive ale sarcinilorcatacter idiopaticsi s-a luat in considerare
numarul de avorturki tipul lor.

in funaie de tipul de avort spontan intalnit, toate paeiencu pierderea spontam
sarcinii (100,0%) au fost diagnosticate cu avodrsan recurent primar.
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Totodati, s-a constatatac50 paciente (87,72+4,34%) au fost diagnosticateavort
spontan recurent precoce pentru toate sarciniéniecedente, 6 paciente (10,53+4,06%) au fost
diagnosticate atat cu avort spontan precocegicéi avort spontan tardiyi doar 1 paciert
(1,75+0,98%) a fost diagnostigatu avort spontan recurent tardiv (Figura 3.5) [176

Examinand distribtia dug termenul la care s-a produs intreruperea sparmaarcinii in
lotul de studiu, am constatai sarcinile s-au finalizat cu avort spontan preclacé6 paciente
(98,24+1,65%}i cu avortul spontan tardiv la 7 paciente (12,28#445) [30; 176].

1,75%
10,53%

® Avort spontan precoce = Avort spontan precoce + avort spontan tardiv 1 Avort spontan tardiv

Fig. 3.5. Distribtia avorturilor spontane in fufie de termenul la care s-a produs intreruperea
sponta#l a sarcinii in lotul de b&az%).

Evaluand datele privind nutrul de avorturi spontane [30], am determinatncimirul
mediu de avorturi spontane la pacientele cu avpdntn recurent a fost de 2,50+0,11,
Tnregistrandu-se intre minimsEmaxim 5 avorturi spontane.

S-a investigatsi varsta gest@gonak a avortului in momentul produceriVarsta
gestaionaki mediela care s-a produs avortul a fost 7,93+Gs8amani.

Din analiza lotului de baiz(Tabelul 3.5), am constatai ta majoritatea femeilor avortul
spontan precoce s-a produs la o agsstaionak medie de 7-8aptamani (24,81%), iar avortul
spontan tardiv s-a produs, cel mai des, la o ¥@shstgonaki cupring intre 12-13 Fptamani
(4,37%).
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Tabelul 3.5. Varsta gegtanah la care s-au produs avorturile spontane in lctudtddiu

Varsta gestgonali Abs. % Ibs
4-5 giptamani 1 0,72% -0,69-2,13
5-6 giptamani 24 17,52% 11,16-23,88
6-7 siptamani 19 13,86% 8,08-19,64
7-8 siptamani 34 24,81% 17,58-32,04
8-9 giptamani 19 13,86% 8,08-19,64
9-10 giptamani 24 17,52% 11,16-23,88
10-11 aptamani 7 5,10% 1,42-8,78
11-12 gptamani 1 0,72% -0,69-2,13
12-13 gptamani 6 4,37% 0,95-7,79
13-14 aptamani 2 1,45% -0,54-3,44

Analizand nurarul de avorturi spontane in antecedente (Figurg &% remarcata37
paciente au avut &vorturi spontane (64,92+6,32%), 3 avorturi spoatan fost constatate la 14
paciente (24,56+5,70%), 4 avorturi spontane au rsap8 paciente (5,26+2,95%) 5 avorturi
spontane au fost inregistrate, de asemenea, laiénpa (5,26+£2,95%) [176].

m 2 avorturi spontane
= 3 avorturi spontane
4 avorturi spontane

5 avorturi spontane

Fig. 3.6. Frecvega avorturilor spontane in antecedente la paciedielitul de baz (%).

in lotul de control am analizat frecven naterilor si am apreciat £ 48 paciente
(84,22+4,82%) au in anamriea natere la termen, iar 9 paciente (15,78+4,82%) —s2eniala
termen. Nurarul mediul al naterilor normale a fost de 1,15+0,04.

Am luat in considerargi numirul avorturilor la cerere in antecedente declagze
pacientele din cercetare. De remarca8@aciente (14,04+4,60%) cu avort spontan recuaant
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afirmat Tn antecedente avorturi la cerere. Dintrestgea, 5 paciente au prezentat cate un avort la
cereresi 3 paciente au avut cate dowavorturi medicale. In lotul martor 17 paciente
(29,82+6,05%) au efectuat avort la cerere. Reallw@ltxinut poate fi explicat prin faptulac
femeile de varét reproductid diagnosticate cu avort spontan recurent din |atel studiu
corstientizeaz impactul pe care 1l are avortul medigaldorinta acestora de a avea 0 saicin
finalizata prin natere, diferema fiind statistic semnificati/(p<0.05).

Hiperhomocistinemia este adesea asac@t concentri@ reduse de vitamine B, in
special de acid folic, iar suplimentarea insufitietu acid folic este unul dintre motivele pentru
cresterea nivelui plasmatic al homocisteinei [75; 82; 9401; 169]. Calea de remetilare a
homocisteinei este folat-dependenfcidul folic nu servgte doar in calitate de coenzinin
procesul de remetilare a homocisteinei in metiyrdar furnizeaz grupirile metil pentru sinteza
metionineisi derivatului $u SAM [192]. SAM este principalul donor de gagipmetil Tn multe
readii biologice de metilare, incluzand metilarea ANE5[ 90-93; 107; 157; 158; 162; 165]. In
ultimii ani, s-a aitat @ metilarea ADN poate fi un indicator al actitit genice, precunsi al
organiarii intregului genom, aceste evenimente epigendiicd cele mai studiatei cunoscute
[165]. Prin urmare, aceste r¢iacdependente de acidul folic sunt egele pentru dezvoltarea
placenteisi cresterea fetal [74; 166]. De asemenea, ingestia de acid folicpérioada
preconceponak poate prevenisi impedica recurapele de defect de tub neural. O diet
echilibrat nu poate acoperi cetgle crescute de acid folic Tn saici®1; 158].

Actualmente, in Republica Moldova, administrareacpncegonali a acidului folic Tn
doza de 0,4.g este recomandata toate femeile de vaisteproductid cu cel ptin 2-3 luni
Thainte de sarcihsi in primele 3 luni ale sarcinii [6; 28], fapt cescgesii actualizare in
conformitate cu noul ghid al OMS cu privire la Tijigea antenatal [199].

In acest context, pacientele din ambele loturi dedis au fost intrebate despre
administrarea suplimentelor cu acid folic pe pasaumgravidititilor anterioare. Administrarea
corecti a suplimentelor cu acid folic a fost evakluat folosirea preparatelor pe parcursul a 2-3
luni Thainte de graviditatei in primele 3 luni de graviditate, in corespundetestandardele
stabilite de Ministerul hatatii al Republicii Moldova[6; 28].

Analiza informaiilor prelucrate ardit ca toate pacientele (100,0%) au folosit supliment cu
acid folic pe parcursul sarcinilor anterioare. @aveste perioada de suplimentare cu acid folic
(Figura 3.7), in lotul de bazam determinatadoar 25 paciente (43,86+6,57%) au luat supliment
cu acid folic in perioada de precongepi Tn primul trimestru de sarcincu toate & majoritatea
femeilor au mefionat G si-au planificat sarcina, comparativ cu 35 pacigte 40+£6,44%) din
lotul de control. Restul de 32 paciente (56,14+8bdin lotul de bax au relatat £ au folosit
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supliment cu acid folic doar pe parcursul primeéduni de graviditate, iar in lotul de control -
22 paciente (38,60+6,44%), inkira a prezenta semnifiga statistid.

Primul trimestru de sarcin _

61,40%
Perioada de preconagp+ primul trimestru de

sarciri '
43,86%

0 20 40 60 80

m Lotul martor (n=57) = Lotul de baz (n=57)

Fig. 3.7. Distribgia pacienteloin fungie de perioada de suplimentare cu acid folic (%).

In continuare, ne-am propug snalizm perioada de suplimentare cu acid folic din
sarcinile precedente la pacientele cu avort sporgdaarent in raport cu nivelul eduicaal,
mediul de trasi tipul de avort spontan recurent (Tabelul 3.6)][30

Conform tabelului, se atestitilizarea suplimentelului cu acid folic doar inirpele 3 luni
de graviditate mai mult la femeile din mediul ru¢adl,58+6,186), preponderent cu studii medii
(26,32+5,8386) comparativ cu femeile care au administrat sugtitrcu acid folic atat in perioada
preconceponal, catsi in primul trimestru de sarcin unde se obseivca predomia doamne
din mediul urban35,08+6,326) cu studii superioare38,33+6,286). Am stabilit & femeile din
lotul de studiu utilizeaz supliment cu acid folic, Tispacientele cu nivel general sau mediu de
instruire nu dispun de informia cumsi cand & administreze acidul foligi cat de eficiente sunt
acestea pentru concepegemertinerea sarcinii.

In cadrul cerceirii, se atest (Tabelul 3.6) & avortul spontan recurent primar a survenit
mai des la pacientele care au adminiss@liment cu acid folic doar Tn primele 3 luni de
graviditate versus pacinetele care au administuglirment cu acid folic atat in perioada
preconceponak, catsi Tn primul trimestru de sarcin(56,14+6,57%versus43,86+6,5%0), insi
nesemnificativ statistic. Un aspect similar a fapreciatsi pentru cazurile cu avort spontan
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precocssi tardiv, care a survenit, de asemenea, mai deadeentele care au utilizatipliment cu
acid folic doar Tn primele 3 luni de graviditateses pacinetele care au administrat supliment cu
acid folic atat in perioada precon@epak, catsi in primul trimestru de sarcin(47,36+6,6%
versus40,36+6,490 si 8,78+3,74% versus 3,50%2,43%), difeg@mefiind in& semnificativ
statistic.

Tabelul 3.6. Utilizarea suplimentelui cu acid fdlicraport cu nivelul eduganal, mediul de trai

si tipul de avort spontan recurentlotul de baz

Perioada de _ )
_ _ Primul trimestru de
preconcepe + primul .
. sarciri t p
trimestru de sarcin
Abs. P£ES Abs. P+ES
Mediu de Urban 20 35,08+6,34 14 24,56+5,7 1,28  >0.05
trai Rural 5 8,78%3,74 18 31,5846,15 3,17 <0.0p1
Studii
_ 19 33,3316,24 11 19,29+5,22 1,72 >0.05
superioare
Studii
. superioare 2 3,50+2,43 2 3,50+2,43 0,41 >0.05
Nivelul |
_ incomplete
educaonal _
Studii
i 4 7,02+£3,38 15 26,3215,84 2,86 <0.01
medii
Studii
_ 0 - 4 7,02+£3,38 2,07 <0.01
liceale
Avort )
spontan Primar 25 43,86+6,57 32 56,14+6,5) 1,32  >0.05
recurent
Avort Precoce 23 40,36+6,49 27 47,36%6,61 0,75 >0105
spontan Tardiv 2 3,50£2,43 5 8,78x£3,74 0,41 >0.05

Tindnd cont de cele mganate, devine, totil evident necesitatea adminigir acidului
folic in perioada de preconagpsi pe parcursul sarcinii, in condlie in care folaii alimentari se
absorb in propoie de aproximativ 50% [67; 72; 158; 181; 184; 193].

In prezent, acidul folic este considerat nu doarnutrient necesar, dai o vitamiri

esemiala pentru &natatea reproductv a femeii [4; 137]. Studiile efectuate asupra
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metabolismului acidului folic pe parcursul gestaau demonstratiacsarcina este asociatu o
cerere sporit in acid folic, iar in unele cazuri ajungandussda deficiena lui [4]. Conform
datelor existente in literatura de specialitatenceatraiile plasmatice ale acidului folic se
micsoreaz la femeile in&rcinate la care acesta nu este administrat suptlangs; 137; 166].
Acest proces este multifactorial. Cauzele posilile diminudirii concentrgiei sangvine ale
acidului folic fiind: (1) necesitatea spdiripentru crgtereasi dezvoltareadtului, inclusiv pentru
sistemul utero-placentar; (2) dijia folici ca rezultat la expansiunii volumului sangvin; (3)
clearance-uki excragia marita al acidului folic; (4) absotia diminua#i a acidului folic; (5)
influenta hormonal fiziologica asupra metabolismului folic in gegéasi (6) suplimentarea
alimenta redus de acid folic [4; 137; 166]. Indiferent care amfiecanismele implicate, este
esemial ca folatul seric & se megina deasupra indicelul critic de 7,0 nmol/L, deoaréaatul
plasmatic este principalul determinant al trandteriolic transplacentar laaf [3; 166].

Un nivel plasmatic adecvat poate fipatat prin suplimentarea precongepmak sau
fortificarea produselor alimentare cu acid folie.dcest context, terapia cu acid folic la femeile
de varsi reproductiv, in special in perioada precontiepali (2-3 luni)si pe parcursul sarcinii
reprezini nu doar o metadde profilaxie a malformalor congenitale, dar este fundameatal
pentru dezvoltarea placenteicresterea fetal ulterioat [166].

3.2. Evaluarea nivelului seric al homocisteinei, folatuli seric, vitaminei By, si corelarea
lor la pacientele incluse in cercetare

Un alt aspect, pe care |-am studiat, a fost deterea nivelului seric al homocisteinei,
acidului folicsi vitaminei By, si aprecierea modifirilor de concentnge ale acestora.

Homocisteina serictotak a fost determinétprin metoda chemiluminiscen limita de
refering fiind 5-12 umol/I.

Nivelul plasmatic al homocisteinei a variat in liemlargi pentru fiecare din cele dou
categorii de paciente studiate, fiind cuprins &y& pmol/l si 34,7 umol/l in lotul de baz, iar
valorile individuale ale homocisteinei inregistratdotul de control s-au incadrat in limitele 2,10
umol/l si 13,0 umol/l. Astfel, 30 paciente (52,64+6,61%) din lowé baz au avut nivele
plasmatice crescute pentru acest parametru compataB paciente (5,26+2,95%) din lotul de
control (Figura 3.8), difer@a dintre cele dau loturi de paciente fiind statisticinalt
semnificativa (p<0.001).
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Lotul de baz (n=57) Lotul martor (n=57)

47,36%

52,64%

94,74%
Homocisteina n limetele normei Homocisteina in limetele normei
m Hiperhomocisteinemie m Hiperhomocisteinemie

Fig. 3.8. Incidera hiperhomocisteinemiei la pacientele incluse tidist (%0).

Valoarea medie a nivelului seric de homocisteiotak in lotul de control a fost de
6,90%0,40umol/l, iar in lotul de baz aceasta a constituit 13,31+0,8mol/l, constatandu-se
semnificaie statistié Tnalt semnificatié cu p< 0.0001, deci hiperhomocisteinemia se corglea
cu avortul spontan recurent. In acest context adpeeciat RRsi s-a constataticRR de avort
spontan recurent in cazul pacientelor cu hiperhéstginemie are valoare de 10,4 cys b,76-
14,04.

Astfel, pacientele cu hiperhomocisteinemei preézimgcul de a dezvolta avort spontan
recurent de 10,4 mai mare decéat femeile din lotut@htrol (RR = 10,4).

Analiza nivelului homocisteinei totale la paciestelu avort spontan recurent(Figura 3.9)
a anmtat ¢ la 27 paciente (47,36%4 34,4-60,32) valorile homocisteinei se incadietr
limitele normale.

Valoarea serit a homocisteinei ce dagea 12umol/l s-a intalnit la 30 paciente (52,64%
ITes: 39,68-65,6) [30]. Dintre acestea, 28 pacienteld® lis: 36,17-62,11) au avut concentsa
homocisteinei totale cupriagntre 12-30umol/l si 2 paciente (3,50% d§: -1,27-8,27) au avut
concentrga homocisteinei totale mai mare de >80ol/l [179].

Nu a fost inregistrat nici un caz de hiperhomodaisti@ie sevet.
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49,14%

\ /,— 3,50%

= Homocisteina n limitele normei = Hiperhomocisteinemie intermediar

= Hiperhomocisteinemie mode#at

Fig. 3.9. Distribtia cazurilor in funtie de valorile homocisteinei la pacientele cu agpantan
recurent (%).

Rezultatele noastre gus sursele de literatar [8; 90; 110;], precum &
hiperhomocisteinemiasoafi si moderai este frecvent asoctatdeficiertelor de vitaminesi
defectelor genetice, implicand mtitda nivelul MTHFR, MTR, iar forma severeste asociat
homocistinuriei sau bolilor congenitale severe.

Vollsetsi colab. (2000) sugereaza nivelul plasmatic al homocisteinei >10 pmol/l este
responsabil de ap&a complicaiilor Tn sarciri [181]. Mai mult decéat atat, Twigt (2013) a
determinat & prezema concentrgei crescute de homocistdifin lichidul folicular are un efect
negativ asupra ovocitulgi calitatea embrionului [68, p. 20]. lar perfuziegentas alteras din
cauza hiperhomocisteinemiei produce efecte negatiupra sarcinii [39; 166; 181].

Studii recente aratci, in normd homocisteina sericeste in concentriafoarte mici (< 10
umol/l) [112; 161]. Concenttdle homocisteinei serice totalee 10 umol/l favorizeaa
dezvoltarea mecanismelor patologice ce stau la bamgplicaiilor vasculare, precum stresul
oxidativ, disfungia endotelial, astfel contribuind la cséerea trombogenezgiia coagulabiliitii
sangelui [71; 112; 151; 152].

Dezvoltarea placentei, la etapa timpurie a sarcipoate fi influemati negativ de
cresterea concentreei homocisteinei materne [40-42; 137; 192]. Stedéxperimentale relav
faptul c nivelurile ridicate de homocisteir{16-24 pmol/L) pot induce stresul oxidagivefectul
citotoxic, ceea ce deternsirdisfungia endotelial si lezarea endoteliului [75; 137]. In plus,
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expunerea celulelor trofoblastice la homocistep 15 pmol/L) pot crge apoptoza celularsi
inhibarea fungiei trofoblastice [55; 75; 180]. Se consiglezi homocisteina poate influen
placentda timpurie, astfel incat poate afectasteeca fetal ulterioati [64; 75; 137].

La pacientele cu avort spontan recurent au fodtiatanivelurile serice ale vitamineiB
si acidului folic prin metoda chemiluminiscgn valorile de referitd pentru vitamina B fiind
259-725 pmol/Lsi pentru acidul folic 13,5-45,3 nmol/L.

Valorile individuale ale folatului seric apreciaas incadrat in limitele 2,27-37,4 nmol/L.
Concentrga seri@ a acidului folic incadratin limetele valorilor de referia a fost inregistrat
la 16 paciente (28,07%o# 16,41-39,73). La 41 paciente (71,93%;160,27-83,59) s-auagit
valori semnificativ mai mici decat domeniul de naiitate pentru folatul seric [30]. Dintre
acestea, 32 paciente (56,14%1%3,26-69,02) au avut conceteafolatului seric cuprinsintre
6,8-13,5 nmol/L, ceea ce se considdeficiena posibik, iar 9 paciente (15,79%g4 6,32-
25,24) au avut concentra de acid folic < 6,8 nmol/L, ceea ce semiifiteficit de folat (Figura
3.10) [179]. Valoarea medie a nivelului seric deldolic a fost de 12,12+0,89 nmol/L.

56,14%

4 - 15’79%

= Acidul folic in limetele valorilor de referia = Deficiend posibik = Deficit de folat

Fig. 3.10. Structura pacientelor cu avort sponéurent in funge de concentga folatului
seric (%).

Acidul folic reprezini o vitamira si un nutrient de importga vitala, necesar pentru

evoluia fiziologic normak a proceselor de citere, dezvoltargi proliferare tisulai, Tn special
pentru dezvoltarea sistemului hematopoietic, igilevoluia embriogenezei [4; 193].
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Studiile lui Bergensi colab. (2012) au demonstrat @fectul acidului folic asupra
vascularizgei placentare nu este sugérabar de crgerea semnificativ a greuitii placentei,
dar, de asemenea, de gteeea rezistgei vasculare placentare la concetitjaase de acid folic.
in plus, acidul folic are proprietatea de a marnéeagiune antioxidart deoarece acesta
agioneaz ca un captator de radicali liberi. Acest lucru teoafecta implantarea placeritar
remodelarea vascukamdependent de statutul seric al homocisteineeste efecte ale acidului
folic, Tmpreurda cu efectul homocisteinei, pot explica riscul ndie apatie a anumitor
complicaii ale sarcinii la femeile cu concentifesscazute de acid foligi ridicate de homocistein
[75].

Valorile individuale a concentii@ai serice a vitaminei B apreciate s-au incadrat n
limitele 111-499 pmol/L. Concentia serié a vitaminei B, (Figura 3.11) incadrafin limitele
de referind ale acestui parametru a fost apreciat 14 paciente (24,56%o4l 13,39-35,73).
Valori mai mici de limitele de referia pentru vitamina B au fost inregistrate la 43 paciente
(75,44% lbs: 64,27-86,61).

61,4%

= Vitamina B12 n limetele valorilor de refetin = Deficieni posibik = Deficit de vitamina B12

Fig. 3.11. Distribtia pacientelor cu avort spontan recurent in fiende concetiga serié a
vitaminei B, (%).

Astfel, 35 paciente (61,40%4 48,77-74,03) au avut concentaavitaminei B cupring

ntre 150-258,9 pmol/L, ceea ce se considieficierta posibik, si 8 paciente (14,04%gdd: 5,03-
23,05) au avut concentra vitaminei B, < 150 pmol/L, ceea ce semnifideficit de vitamina
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B12 [179]. Valoarea medie a concenieaserice a vitaminei B a fost de 235,77+15,65 nmol/L
[30].

Vitamina By, si folatul se suplinesc una pe alta, iar deficit@d diancobalamin n
asociere cu deficitul de acid folic reprezint problema deasatate in timpul sarcinii [127; 137].
Studiile efectuate de Hubneir colab. (2008) confirta nivelul seric s&zut al vitaminei B; la
pacientele cu avort spontan recurent [111]. Bennettcolab. (2001) au estimatac
hipercoagulabilitatea din cauza nivelului ridica komocistein poate duce la pierderea fatal
atunci cand deficitul de vitamina;Bse dezvolt mai intai. Mai mult, expunerea prelurigla
deficieta de vitamina B conduc la dereglarea ovtild si implantarea defectuoasa
embrionului [74].

Acidul folic furnizaz grupul metil pentru procesele de metilare. Prdeede sinteZ si
metilare ADN sunt corelate cu actitite de metabolizare in cetul folailor si vitaminei By,
sinteza de metionfisi SAM. Alterarea acestor procese induce instabdigenomia [165].

in continuare, interaiunea dintre valoarea sefi@ homocisteinei cu nivelul seric al
acidului folicsi vitaminei By, in grupul de femei cu pierderea recusieatsarcinii este expésn
tabelul 3.7.

Tabelul 3.7. Concenttide homocisteinei serice totale, folatului segivitaminei B, in

raport cu valoarea sefi@ homocisteinei la pacientele cu avort spontauresit

B Valoarea serica homocisteinei totale
Parametrii t p
< 12umol/l > 12umol/l
Homocisteinapmol/l 8,37+0,53 17,75+1,07 7.066 <0.001
Folat seric, nmol/L 14,62+1,37 9,88+1,02 27752  (040.
Vitamina B2, pmol/L 279,36+27,35 196,54+14,01 2.6951 <0.01

Concentréa serié crescut a homocisteinei la pacientele cu avort spontanrest din
studiu se coreledzsemnificativ cu valoarea plasmaditiscizuta a folatului si vitaminei Bpo.
Astfel, valoarea medie a homocisteinei a constitif75+1,07umol/l pe fon de concentia
joasi a folatului seric (9,88+1,02 nmol/ls) vitaminei B, (196,54+14,01 pmol/L) (p <0.001). in
schimb, atunci cand valoarea sérg folatuluisi vitaminei B, au depgsit limita inferioam de
referina (14,62+1,37 nmol/Lsi 279,36+27,35 pmol/L) nivelul homocisteinei sericéale a fost
de 8,37+0,53umol/l. Tn acest context, este necesar de rematcdtiperhomocisteinemia se
asociaz deficitului de folati vitamina B».
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Homocisteina este metabolizaprin intermediul reagei de remetilare n metionin
cofactor in acest proces fiind vitamina,Biar acidul folic, un cosubstrat eseh [4; 100; 158;
162]. Concentnga totak a homocisteinei reprezintin indicator sensibil funional al deficitului
de folatsi vitamina B [82; 198]. Valori crescute ale homocisteineiadsrea folatuluisi
vitaminei B, au fost raportate la femeile cu avort spontanrexdu[142-144; 152; 170], fapt
apreciati demonstrat in cadrul ceréet actuale.

Deficitul de folat are cauze multiple, precum ardieta deficitax, absorlia scazut,
scderea caprii, sciderea retefiei hepatice, crgerea excrgei urinare [67; 158]. Pe de alt
parte, in timpul sarcinii, se atési cratere a cererii de acid folic [91]. lar suplimente acid
folic poate reduce&i mai mult concentnga totak de homocisteih seria pe parcursul sarcinii
[137].

Di Simonesi colab. (2004) au investigat rolul acidului folic remetilarea homocisteinei
in placenta umainsi au demonstrat utilitatea acidului folic Tn preirea leziunilor trofoblastice
legate de homocistein Efectul acidului folic a fost semnificativ mai gmunat atunci cind
celulele trofoblastice au fost {ral pretratate cu acid foligi ulterior expuse homocistenei (s-a
observat migorarea ratei de fragmentare ADN) decat atunci adul folic a fost administrat
dupi expunerea trofoblastului la homocisteirDe asemenea, administratea acidului folic a
determinat o crgere semnificati¥ a secrgei gonadotropinei corionice in celuleor trofobiest
jar tratarea cu homocist@im rezultat in inhibarea segee de gonadotropin corionici, cu
aproximativ 43% comparativ cu celulele netratate.d3emenea, Di Simogecolab. au evaluat
rolul potenial al acidului folic asupra sease de gonadotropin corionica in celulele
trofoblastice tratate cu homocist&irSecrga de gonadotropicorionica a crescut semnificativ
atunci cand concentiia acidului folic a fost de 40 nmol/L [86]. In ate®ntext, se estimeaz
importarta asigudrii unui  nivel optim de acid folicsi administrarea in perioada
preconceponak. In continuare, luand in considgeacele metionate mai sus, in mod ipotetic,
valoarea serica homocisteinei totale a fost rapoitat fungie de perioada de suplimentare cu
acid folic la femeile cu avort spontan recurentldinl de studiu (Tabelul 3.8).

Tabelul 3.8. Valoarea sefi@ homocisteinei n funie de perioada de suplimentare cu

acid folic la pacientele cu avort spontan recurent

Perioada de preconagp+ | Primul trimestru de .
primul trimestru de sarcin sarciri P
Homocisteinapmol/I 11,96+0,88 14,37+1,40 1.4574>0.05
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Astfel, se estimedzca acidul folic influeneaz nivelul de homocistei plasmatia.
Femeile care au administrat acid folic in perio@daconceponak si in primul trimestru de
sarcirh au prezentat valori mai &ute (11,96+0,88umol/l) decéat in cazul pacientelor care au
administrat suplimente cu acid folic doar in prirtruhestru de sarcin(14,37+1,4Qumol/l), ins
nesemnificativ statistic (p >0.05).

Valorile plasmatice ale homocisteinei s&és@sc intr-un raport invers progional cu
valorile plasmatice ale acidului folig vitaminei By, intrucat aceste vitamine intervin direct in
calitate de coenzime in metabolismul homocisteBgid; 50; 65; 66;72; 101; 113; 120; 131].
Fumatul, consumul de cafgaalcool, inactivitatea fizit de asemenea constituie o cgiedce
determird hiperhomocisteinemie [65; 75; 101; 103; 148, p.157]. Pentru pacientele incluse in
studiu s-au determinat corglee urmatorilor parametri: fumat, consum de alcool, consden
cafea, IMC, nivelul seric al acidului folig vitaminei By, cu valorile homocisteinei serice totale.
in acest mod poate fi aprecidhfluenta pe care o au parametrii anafizssupra homocisteinei
serice la femeile cu avort spontan recurent.

Nivelul de homocistein plasmatié creste cu varsta, dato#tdeclinului metabolic al
homocisteinei n rinichi [15]. Tn continuare, ancéncat 8 vedem dat varsta pacientelor are
influenta si se coreleax cu nivelul plasmatic al homocisteingi s-a observant prezgnunei
corelgii de sens negativ, de intensitate dlgb= -0,07) atat in lotul de bazcatsi in cel de
control (r = -0,02).

in lotul de baz s-a constatat prezencorelgei de intensitate slabdar de sens pozitiv
intre nivelul homocisteineii IMC (r = 0,05), pe cand in lotul de control cae intre nivelul
homocisteinesi IMC este, de asemenea, pozitidar de intensitate medie (r = 0,35).

Corelaie de sens negativ, de intensitate &labfost observatintre nivelul seric al
homocisteineisi activitatea fizia (r = -0,10) in lotul de baz dar n lotul de control s-a
determinat o corefee de sens pozitiv, Tagle intensitate slalr = 0,23).

Evaluarea relgei dintre consumul deigari la respondentele din cadrul ceksét si
nivelul seric al homocisteinei a evid&t prezega unei corelgi de intensitate puternic direct
(r = 0,98) in lotul pacientelor cu avort spontanurent, in lotul de control s-a determinat unei
corelgii directe, dar de intensitate medie (r = 0,62).

Luand Tn considetee lipsa consumului frecvent de alcool in randutipatelor cu avort
spontan recurent, s-a estimat o carelae intensitate slabdar de sens pozitiv intre nivelul
homocisteinegi consumul de alcool (r = 0,215i in lotul de control s-a determinat o cotedade

intensitate slah pozitiva (r = 0,26).
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De asemenea, s-a determinat prez@orelg@ei de intensitate slab dar de sens pozitiv
intre nivelul homocisteinai consumul de cafea atat in lotul de H&z= 0,17), casi in lotul de
control (r = 0,19). Prezea corelailor de sens pozitiv stig rolul fumatului, consumului de
cafeasi alcool in elevarea concenil de homocisteiin cadrul cercéitii.

Coreland valorile folatului serigi vitaminei By, cu cele ale homocisteinei la pacientele
cu avort spontan recurent, se reridiaptul & corelaia acestor parametri a fost indir&cinsi
de intensitate medie cu folatul seric (r = - 0,40)le intensitate slabcu vitamina B, (r = -
0,28). Prezeg@a corelailor de sens negativ indicfaptul G aceti parametri se ggesc intr-un
raport invers propoional, dar intensitatea acestor cotela rewit sa identifice o asociere mai

puternic intre folatul serigi homocisteid (Figura 3.12).

Folat seric Vitamina B,
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Fig. 3.12. Aspecte corglanale intre homocisteincu folatul serigi vitamina B la

pacientele cu avort spontan recurent din studiu.

3.3. Concluzii la capitolul 3

1. In rezultatul cercetii efectuate am apreciat pacientele cu avort spontan recurent au
varsta cuprinsintre intre 3Gi 39 ani, cu o rdtde 49,12+6,62%, majoritateasatorite
(96,5£2,43%), cu studii superioare (52,63+6,61%)pnsumatoare de cafea
(73,68+5,84%), furitoare (7,02+3,38%). Rata cea mai mare 0 au patgente
normoponderale (50,87+6,62%), cu regim alimentpr dmnivor (89,47+4,06%), dar
neechilbrat, cu un ritm alimentar inadecvat (57893%)si consum redus de fructg
legume proaspete.
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2. In fungie de tipul de avort spontan recurent intalnit,téopacientele cu pierderea
spontad a sarcinii (100,0%) au fost diagnosticate cu awmbntan recurent primar.
Examinand distribgia dugi termenul la care s-a produs intreruperea spaémtaarcinii in
lotul de baz, am constatat ac sarcinile s-au finalizat cu avort spontan prec@ce
98,24+1,74% cazusi cu avortul spontan tardiv in 12,28+4,43% cazuri.

3. Analizand nurarul de avorturi spontane n antecedente am detatnein64,92+6,32%
din paciente au avut 2avorturi spontane, 3 avorturi spontane au fost tedate n
24,5615,70% cazuri, 4 5 avorturi spontane au suportat cate 5,26+2,98241.

4. Administrarea suplimentelor cu acid folic pe pastdrsarcinilor anterioare a fost
mertionati de toate pacientele din cercetare. In lotul deibdaar 43,86+6,57% cazuri
au administrat supliment cu acid folic preconeapal si Tn primul trimestru de sarcin
iar 56,14+6,57% cazuri din pacientele au relatatg primit suplimente cu acid folic
doar pe parcursul primelor 3 luni de graviditateoAul spontan recurent primar, avortul
spontan precocg tardiv au survenit mai des la pacientele cara@ministratsupliment
cu acid folic doar Tn primele 3 luni de graviditate

5. Hiperhomocisteinemia a fost inregistrah 52,64+6,61% cazuri in lotul de lag n
5,26£2,95% cazuri in lotul de control, difetarinalt semnificati¥ statistic (p<0.001).
Pacientele cu hiperhomocisteinemei prezimgcul de a dezvolta avort spontan recurent
de 10,4 mai mare decat femeile din lotul de corf®RR = 10,4). In randul pacientelor cu
avort spontan recurent, deficitul de acid folic $rdalnit in 15,79+4,82% cazusi
deficitul de vitamina B, a fost depistatin 14,04+4,60% cazuri. Analiza rezultatelor
parametrilor hemostazei la pacientele cu avort sporecurent din studiu a determinat
valori normale fa de limitele normale admise.

6. Concentrga serid crescui a homocisteinei s-a corelat semnificativ cu vadaar
plasmatiéd scizuti a folatului si vitaminei B in randul femeilor cu avort spontan
recurent. Valoarea medie a homocisteinei a coitstit, 75£1,07 umol/l pe fon de
concentrde joasi a folatului seric (9,88+1,02 nmol/lgj vitaminei By, (196,54+14,01
pmol/L) (p <0.001). Tn schimb, atunci cand valoasesici a acidului folicsi vitaminei
B1, au depsit limita inferioai de referima (14,62+1,37 nmol/Lsi 279,36+27,35 pmol/L)
nivelul homocisteinei serice totale a fost de 8(%3umol/l.

7. Corelgile negative, de intensitate medie a valorilor hoisteinei cu cele ale acidului
folic (r = - 0,40)si corelgia de intensitate slakcu vitamina B, (r = - 0,28) consemnat
la pacientele cu avort spontan recurent in pretesttdiu, denat faptul @ regimul

alimentar neechilibrat cu consum redus de frugtdegume proaspete, precusi
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administrarea inadecvat suplimentelor cu acid folic in perigagreconceponak si
primul trimestru de sarchy faciliteaz dezvoltarea hiperhomocisteinemsgirepezing o
potentiala legitura cu avortul spontan recurent.

. S-a determinat o corela de intensitate puterric direcd intre nivelul seric al
homocisteineisi consumul degigari (r = 0,98) in lotul de bdz Prezera corelailor
pozitive, de intensitate medie dintre homocistesn IMC (r = 0,35)si cu consumul de
tigari (r = 0,62), precumsi identificarea corelgei pozitive, dar de intensitate stadintre
homocisteifi si gradul de activitate fizic (r = 0,23) evidefiazi influenta factorilor de

risc dobandi in devzoltarea hiperhomocisteinemiei in gruputdatrol.
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4. FRECVENTA POLIMORFISMELOR GENELOR MTHFR, MTR, MTRR S
IMPLICA TIILE LOR IN AVORTUL SPONTAN RECURENT

4.1. Identificarea si asocierea polimorfismelor genetice MTHFR, MTRsi MTRR la
pacientele incluse n studiu
Identificareagenotipurilor polimorfismelor MTHFR, MTRI MTRR reprezini o metod
mai exaci de evaluare a rgidor lor cu avortul spontan recurerenotipurile posibile pentru
cele patru polimorfisme pe genele MTHFR, M3IRMTRR pot fi urmatoarele:
* homozigot neafectat (homozigot normal) — MTHFR GB/MTHFR A1298A, MTR
A2756Asi MTRR AGGBA;
* heterozigot pentru alela mutant{heterozigot mutant) — MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTR A2756Gi MTRR A66G;
* homozigot pentru alela mutant(homozigot mutant) — MTHFR T677T, MTHFR
C1298C, MTR G2756Gi MTRR G66G;
* heterozigot compus — MTHFR C677T + MTHFR A1298C ¥#RIA2756G + MTRR
AB6G.
Rezultatele testilor in cele dod loturi ceea ce prive polimorfismul MTHFR C677T
releva faptul G n lotul de baz — 20 paciente (35,08+6,32%) preziggenotipul normal CC, 29
paciente (50,88+6,62%) sunt heterozigote €T8 paciente (14,04+4,60%) au genotipul
homozigot mutant TT (Figura 4.1) [178]. In lotul @entrol — 42 paciente (73,68+5,83%)
prezint genotipul normal CC, 15 paciente (26,32+5,83%} beterozigote CT.

m Lot de baz (n=57) = Lot martor (n=57)
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Fig. 4.1. Frecvea genotipurilor polimorfismului MTHFR C677T la paaitele din studiu (%).
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Astfel, se obse/ca mutgia homozigot MTHFR T677T este prezentioar la pacientele
cu avort spontan recurent Tn ananingx0.001).

Evaluarea prezeei genotipului normal (CC}i genotipului modificat (CT + TT) in
loturile de studiu a evidgiat prezexa mutaiei genei MTHFR in pozia 677 la 37 paciente
(64,92+6,32%) in lotul de baZ430; 31]si la 15 paciente (26,32+5,83%) in lotul de control
(Tabelul 4.1), diferefa dintre cele daucategorii de paciente fiind semnificatigtatistic {2
=17,11; p = 0.0004; OR - 5,18 cys|2,32-11.55).

Tabelul 4.1. Compatia intre genotipul CT+TT versus CC in cele @ltaturi (modelul
dominant) pentru polimorfismul MTHFR C677T

Lot de baz, | Lot martor, OR
MTHFR )
n=>57 n=57 X p -
677 OR lgs
Abs. % Abs.| %
CC 20 | 35,08 42 | 73,68 0,19 0,09 -0,43
17,11 0.0004
CT+TT 37 | 64,92 15 | 26,32 5,18 2,32 -11,55

Analiza polimorfismului MTHFR C677T a identificati drecvena alelei C este de 0,60
n lotul de bai si de 0,86 n lotul de control, iar frecwamalelei mutante T a fost de 0,39 in lotul
de baz, comparativ cu 0,13 n lotul de control, difeg@fiind semnificativ statistic 2 =20,36;
p = 0.00007; OR — 4,30 cwdi2,22 — 8,33).

In continuare a fost evaluat polimorfismul MTHFR29BC (Figura 4.2).

= Lot de baz (n=57) = Lot martor (n=57)

90 80,70%

AA AC CC

Fig. 4.2. Frecvega genotipurilor polimorfismului MTHFR A1298C la paatele din
studiu (%).
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Cercetarea prezesi mutaiei A>C in pozfia 1298 a genei MTHFR a@at & lotul de
baz — 24 paciente (42,11+6,53%) prezigenotipul normal AA, 27 paciente (47,36%6,61%)
sunt heterozigote AG 6 paciente (10,53+4,06%) au genotipul homozigatant CC [31; 178].
in lotul de control — 46 paciente (80,70+5,22%)zmm& genotipul normal CC, 10 paciente
(17,55+5,03%) sunt heterozigote GiT1 pacieni (1,75+0,98%) are genotip homozigot mutant
CC.

Cand pacientele din lotul de studiu au fostdnife in dod categorii, cu genotip normal
si genotip modificat in poda 1298 a genei MTHFR, s-a observat3@ paciente (57,89+6,53%)
din lotul de baz au genotip modificat (AC+CC), comparativ cu 11lipate (19,30+5,22%) in
lotul de control (Tabelul 4.2), diferendintre cele daucategorii de paciente fiind semnificativ
statistic 2 =17,91; p = 0,0001; OR — 5,75 cusl2,48 — 13,35).

Tabelul 4.2. Compati intre genotipul AC+CC versus AA in cele ddoturi (modelul
dominant) pentru polimorfismul MTHFR A1298C

Lot de baz, | Lot martor, OR
MTHFR ,
n =57 n =57 X p .
1298 OR lgs
Abs. % Abs.| %
AA 24 | 42,11 46 | 80,70 0,19 0,07 - 0,40
17,91 0.0001
AC+CC 33 | 57,98 11 | 19,30 5,75 2,48 — 13,35

Am constatat & purtitoarele alelei A pentru polimorfismuMTHFR A1298C au
prezentat o frecvei de 0,65 in lotul de contrgl de 0,89 in lotul martor, iar pdtbarele alelei
mutante C au inregistrat o frecv&éme 0,34 in lotul de béz comparativ cu 0,10 n lotul de
control, diferema fiind semnificatia statistic {2 =18,41; p = 0.0002; OR — 4,42 cysIR,17 —
9,01).

Cercetarea polimorfismului MTR A2756G aatat c in lotul de baz - 38 paciente
(66,67+6,24%) au genotipul normal AA, 16 pacierit8,07+5,95%) sunt heterozigote A3
paciente (5,26+2,95%) au genotip homozigot muta@t Gigura 4.3) [31; 178]. In lotul de
control — 53 paciente (92,98+3,38%) au genotip r@r&A si 4 paciente (7,02+3,38%) au
genotip heterozigot AG. Paciente cu genotip honaizigutant GG nu au fost depistate n lotul

nartor.
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m Lot de baz (n=57) = Lot martor (n=57)
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Fig. 4.3. Frecvega genotipurilor polimorfismului MTR A2756G la paniele din studiu
(%).

Evaluarea prezeei genotipului normal (AA)si genotipului modificat (AG + GG) a
evidertiat prezema mutaiei genei MTR n pozia 2756 la 19 paciente (33,33+6,24%) in lotul de
baz [30; 31]si la 4 paciente (7,02+3,38%) in lotul de contrchibElul 4.3), difereqa dintre cele
doua categorii de paciente fiind semnificatistatistic 2 =12,26; p = 0,0005; OR — 6,63 cuysli
2,09 — 21,05).

Tabelul 4.3. Compati intre genotipul AG+GG versus AA n cele ddoturi (modelul
dominant) pentru polimorfismul MTR A2756G

Lot de baz, | Lot martor, OR
MTR )
n=>57 n=57 X p -
2756 OR lgs
Abs. % Abs.| %
AA 38 | 66,67 53 | 92,98 0,15 0,05-0,48
12,26 0.0005
AG+GG 19 | 33,33 4 7,02 6,63 2,09 -21,05

Frecvena alelei A a polimorfismului MTR A2756G a fost dg0 in lotul de bazsi de
0,96 in lotul martor, iar frecvea alelei mutante G a polimorfismului MTR A2756G astf de
0,19 in lotul de bagz comparativ cu 0,035 in lotul de control, difgeerfiind semnificativ
statistic 2 =14,07; p = 0.0002; OR — 6,58 cts2,19 — 19,77).

Genotiparea polimorfismului MTRR A66G atata in lotul de baz 19 paciente
(33,33%£6,24%) au genotipul normal AA, 25 pacier®,86+6,57%) sunt heterozigote A{13
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paciente (22,80+5,55%) au genotip homozigot mu@@t (Figura 4.4) [31; 178]. Tn lotul de
control — 49 paciente (85,97+4,60%) au genotip rbr&A, 6 paciente (10,53+4,06%) au
genotip heterozigot AGi 2 paciente (3,50+2,43%) au genotip homozigot mu@&G.

m Lot de baz (n=57) = Lot martor (n=57)

100
90 85,97%
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Fig. 4.4. Frecvega genotipurilor polimorfismului MTRR A66G la pacitefe din studiu
(%).

Separarea pacientelor din lotul de studiu Tnadcategorii, cu genotip normal genotip
modificat Tn pozia 66 a genei MTRR, a detrminai 88 paciente (66,67+6,24%) au avut
genotip modificat (AG+GG) in lotul de bgzzomparativ cu 8 paciente (14,04+4,60%) in lotl d
control (Tabelul 4.4), diferea dintre cele daucategorii de paciente fiind semnificatistatistic
(x2 =32,80; p = 0,0000001; OR — 12,25 a4 4,84 — 31,00).

Tabelul 4.4. Compatia intre genotipul AG+GG versus AA in cele ddoturi (modelul
dominant) pentru polimorfismul MTRR A66G

Lot de ba#, | Lot martor, OR
MTRR 66 n=>57 n=>57 N p .
OR los
Abs. % Abs.| %
AA 19 | 33,33| 49 | 85,97 0,08 0,03-0,21
32,80 | 0,0000001
AG+GG 38 | 66,64 8 | 14,04 12,25 4,84 — 31,00
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Frecvema alelei A a polimorfismului MTRR A66G a fost inisgat in 0,55 in lotul de
baz si in 0,91 in lotul martor, iar frecveaalelei mutante G a fost inregisiirat 0,44 in lotul de
baz, comparativ cu 0,08 in lotul martor, difetarfiind semnificativ statistic {2 =37,62; p =
0.000000009; OR — 8,42 cwdi3,99 — 17,76).

Asadar, genotipurile homozigot mutante pentru ceteugaolimorfisme: MTHFR C677T,
MTHFR A1298C, MTR A2756Gsi MTRR A66G au fost mai frecvent intalnite in grlipu
pacientelor cu avort spontan recurent decéat inl Id&u control, excege fiind genotipurile
MTHFR 677TT si MTRR 66GG intalnite exclusiv in grupul pacientelou avort spontan
recurent primar. Acest fapt poate sublinia o oaeecarelgie a avort spontan recurent primar cu
genotipurile homozigot mutante pentru polimorfisengééstate. Studiile efectuate de Kin
colab.(2004) au demonstrat o frec#emai mare a genotipului homozigot mutant MTHFR
C677T si niveluri serice mai mari a homocisteinei la felmecu avort spontan recurent
comparativ cu cele din grupurile de control [118 toate acestea, Holmgscolab. (1999),
Creussi colab. (2013%i Pihuschsi colab. (2001) nu au demonstrat o astfel de asa¢8; 110;
146].

Echilibrul Hardy-Weinberg a fost testat pentru éise polimorfismsi am determinat &
nu a fost elucidatdevigie statistic semnificativde la echilibrul Hardy-Weinberg nici pentru un
polimorfism studiat (Anexa 4).

In continuare, am analizat RR pentru fiecare polfiam genetic In parte, presupuse a
influenta dezvoltarea avortului spontan recurent. AsteR, [Rezini de cate ori este mai mare
probabilitatea de a face avort spontan recurepatiéentele cu muta prezent, decat la cele cu
mutaia absent. In cazul genotipurilor mutante heterozigot @Thomozigot mutant TT pentru
polimorfismul genetic MTHFR C677T, RR are valoatea?2,46 cu s 1.30 — 3,61, deci riscul
este apreciat ca fiind dublu in preemutaiei. Pentru genotipurile mutante heterozigot 4C
homozigot mutant CC pentru polimorfismul geneticWMHR A1298C, RR are valoarea de 3,0 cu
ITes 1.62 — 4,38, riscul este apreciat ca fiind trijpiyprezera mutaiei respective.

RR de avort spontan recurent in cazul pacientedmtrp mutgia heterozigat AG si
homozigo# mutant GG pentru polimorfismul MTR A2756G comparativ cengtipul normal
AA are valoare de 4,71 cwil2,07 — 7,34, deci riscul este apreciat ca fiindtaei mai mare in
prezema mutaiei. Pentru polimorfismul genetic MTRR A66G, gemafiile mutante heterozigot
AG si homozigot mutant GG deterndinde asemenea, un risc de 4 ori mai mare in ptf@zen
mutaiei comparative cu genotipul normal AA, valoarea fiRiRd 4,72 cu Ibs 3,11 — 6,32.

Analiza genotipurilor polimorfismelor testate a ipés identificarea mutalor in genele
MTHFR, MTRsi MTRR. in lotul de baz am identificat cel ptin una din mutgile studiate la 56
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pacientele (98,25+1,73%). Comparand celeadoturi de cercetare, se poate observanctimp
ce in lotul de bazs-a gsit doar 1 pacie#t(1,75+0,98%) dra nici un polimorfism, comparativ
cu 23 femei (40,35%6,49%) din lotul martor. Anals&tatistié ne-a aitat semnificéie statistia
Tnalt semnificatiw (p<0.001)si acest lucru este un indicid @olimorfismele genetice MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MTR A27566@ MTRR A66G la pacientele din lotul de k@apot fi
implicate casi factor de riscin avortul spontan recurent. Se poate admite decibsermn
mutgiilor ar putea avea un rol protectiv in producetebburarilor de circulaie placentat.
Frcevema genotipurilor polimorfismelor testate la paciéai@in loturile de studiu este prezettat
in Anexa 5.

In continuare, am analizat da@xisti polimorfisme asociate ale mtitlor genelor
MTHFR, MTR si MTRR la pacientele din cercetare. in lotul dezam determinatzdin cele
57 de cazuri studiate, 1 pacigrffl,75+0,98%) nu a prezentat nici un polimorfismpaiente
(10,53+4,06%) au prezentat polimorfism unic, iar péciente (87,72+4,34%) au prezentat
asocieri de polimorfisme (Figura 4.5) [31]. in Ibtde control au inregistrate 30 paciente
(52,63%6,61%) cu polimorfism unig 4 paciente cu polimorfism asociat (7,02+3,38%gréna
statistic semnificati¥z (p<0.001).

m Lot de baz (n=57) = Lot martor (n=57)
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Fig. 4.5. Distribtia polimorfismelor asociate la pacientele din ldéude studiu (%).

Numirul polimorfismelor asociate MTHFR, MTE MTRR la pacientele din loturile de
studiu este prezentat in tabelul 4.5 [31]. Astéat) apreciat £ in lotul de baz 30 paciente
(52,64+6,61%) au cate 2 combiinale polimorfismelor genetice analizate, 3 conagins-au
intalnit la 19 paciente (33,33+6,24%)doar 1 pacietit (1,75+0,98%) a prezentat 4 comhina
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comparativ cu 4 paciente (7,02+3,38%) din lotul tmiarcare au prezentat doar cate 2 combina
ale polimorfismelor genetice testate.

Tabelul 4.5. Nurairul polimorfismelor asociate MTHFR, MTR MTRR la pacientele din lotul
de studiu (abs., %)

Lot de bai, Lot martor,
Numar
_ _ n =56 n=30 t p
polimorfisme
Abs. P+ES Abs. P+ES
Polimorfism unic 6 10,53+4,06 30 52,63+6,61 5,432 <0.001

2 asocieri 30| 52,64+6,61 4 7,02+3,38 6,148 <0.001
3 asocieri 19| 33,33%6,24 O 0 5,341 <0.001
4 asocieri 1 1,75+0,98 0 0 1,785 >0.05

in afegiunile poligenice, cum estgé boala abortii, 0 singusi mutgie geni@ ar putea fi
insuficienti pentru a provoca pierderea spodtarsarcinii, fiind dificil de demonstrat implicarea
sa atunci cand este cercetatdividual. Cu toate acestea, o combi@ade anumi factori de
mediusi polimorfisme genetice poate determina suscepiabélasi chiar gravitatea pentru avort
spontan recurent [46, p. 19; 93].

Studii publicate recent auaat importama genotipului mutangi asocieri ale acestora in
identificarea riscului pentru avortul spontan [184; 77; 93]. Zetterbergi col. (2004) au
constatat & prezema uneia sau mai multor alele mutante in gena MTldb&e afecta procesul
de embriogenezcand concentte folatului este sizuti [188; 200].

Polimorfismele multiple de la nivelul acelgiggene ar putea stimula expresia acesteia,
expresia proteinei sau fume proteinei, astfel incat am considerat ar trebui § analizm
genotipul de cosegregare pentru MTHFR (C6%rTA1298C) in lotul pacientelor cu avort
spontan recurent.

In continuare am examinat modul deimuire a alelelor genei MTHFR (SNPs-urile
C677Tsi A1298C), care sunt in dezechilibru deifnuire [10; 34, p. 289; 108]. In total exis®
combinaii de genotipuri: 677CC/1298AA; 677CC/1298AC; 677CEO8CC; 677CT/1298AA;
677CT/1298AC; 677CT/1298CC; 677TT/1298AA; 677TT/@2€; 677TT/1298CC.
Genotipurile 677TT/1298AC, 677TT/1298C& 677CT/1298CC sunt rareori observate [10;
108].

90



in baza rezultatelor ginute a fost efectuatdistribuia polimorfismelorsi combinaiile
genotipice ale genei MTHFR (Tabelul 4.6) [30; 31].

Tabelul 4.6. Combindle genotipice ale genei MTHFR (677/1298) la patéte cu avort

spontan recurent

Combinaii de genotipuri MTHFR Cazuri
677 1298 Abs. % 8

CC (homozigot normal)] AA (homozigot normal) 3 5,26 -0,44-10,96
CC (homozigot normal)] AC (heterozigot mutant) 11 2990 3,09-19,51
CC (homozigot normal)] CC (homozigot mutanr) 6 1065 2,57-18,49
CT (heterozigot mutant AA (homozigot normal) 13 220 11,91-33,69
CT (heterozigot mutant AC (heterozigot mutant) 16| 28,07% 11,91-33,69
CT (heterozigot mutant CC (homozigot mutant) 0 - -
TT (homozigot mutant)| AA (homozigot normal) 8 1204 5,03-23,05
TT (homozigot mutant)| AC (heterozigot mutant) 0 - -
TT (homozigot mutant) CC (homozigot mutanr) 0 - -

Cele mai

a fi

ispandite s-au dovedit
C677T/A1298A (22,81%), C677C/A1298C (19,29%).

Incidenta moderat e la urnitoarele variante: T67I7A1298A (14,04%), C677C/C12@8
(10,53%)si C677C/AL1298A (5,26%).

Din cele expuse se atesti in cadrul cercétii nu se intalnesc uriitoarele combing
alelice: C67T/C1298C, T677I/A1298C si T677I/C1298C, ceea ce corespunde cu datele
literaturii.

Combinaiile polimorfismelor MTHFR: C67T/C1298C, T6771/A1298C sunt rare, iar
combinaia homozigot mutasitpentru ambele mutia T6771/C1298C nu poate fi intalni [26].

variantele C677T/A1298€8,07%),

Evaluarea distribiiei alelelor genelor MTHFR 67% MTRR 66 sunt reprezentate in
tabelul 4.7 [31].

Cele mai frecvente combitieau fost: C677T/A66A (26,32%), C677C/A66G (19,2006
C677T/A66G (17,55%). La 6 paciente (10,53%) s-atdlfit combinaile C677C/G66Gsi
T677T/A66G. Incideta combingei celor dod genotipuri normale 677CC/66AA a fost prezent
doar la 3 paciente (5,26%), iar comhiaaenotipurilor mutante 677TT/66GG s-a intalniada
1 pacieni (1,75%).
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Tabelul 4.7. Combinale genotipice ale genelor MTHFR 6%/MTRR 66 la pacientele

cu avort spontan recurent

Combinaii de genotipuri Cazuri
MTHFR 677 MTRR 66 Abs. % dk
CC (homozigot normal)]  AA (homozigot normal) 3 5,26% -0,44-10,96
CC (homozigot normal)|] AG (heterozigot mutant) 11 ,2090 3,09-19,51
CC (homozigot normal)] GG (homozigot mutant) 6 10058  2,57-18,49
CT (heterozigot mutant AA (homozigot normal) 15 , 2B/ 14,88-37,74
CT (heterozigot mutant AG (heterozigot mutant) 10 17,55% 7,68-27,42
CT (heterozigot mutant GG (homozigot mutant) 4 290 0,39-13,65
TT (homozigot mutant)| AA (homozigot normal) 1 1,75% -1,65-5,15
TT (homozigot mutant)| AG (heterozigot mutant) 6 58% 2,57-18,49
TT (homozigot mutant) GG (homozigot mutanr) 1 1,75% -1,65-5,15

Rezultatele evatirii distribugiei alelelor genelor MTHFR 67% MTR 2756 sunt

reprezentate in tabelul 4.8 [31].

Tabelul 4.8. Combinale genotipice ale genelor MTHFR 6%rMTR 2756 la pacientele

Cu avort spontan recurent

Combinaii de genotipuri Cazuri
MTHFR 677 MTR 2756 nr. % dk
CC (homozigot normal)]  AA (homozigot normal) 13 28 11,91-33,69
CC (homozigot normal)|] AG (heterozigot mutant) 6 5B9% 2,57-18,49
CC (homozigot normal)] GG (homozigot mutant) 1 1,73% -1,65-5,15
CT (heterozigot mutant AA (homozigot normal) 21 &80 24,32-49,36
CT (heterozigot mutant AG (heterozigot mutant) 7| 2,2B% 3,76-20,80
CT (heterozigot mutant GG (homozigot mutant) 1 5%7 -1,65-5,15
TT (homozigot mutant)| AA (homozigot normal) 4 7,02% 0,39-13,65
TT (homozigot mutant)| AG (heterozigot mutant) 3 BR -0,44-10,96
TT (homozigot mutant) GG (homozigot mutanr) 1 1,75% -1,65-5,15

S-a observataccel mai des a fost combigie C677T/A2756A, care s-a intalnit la 21
paciente (36,85%). Incidem combingei celor dod genotipuri dlbatice: C677C/A2756A s-a
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determinat la 13 paciente (22,81%), iar freggercombiingilor genotipurilor mutante
T677T/G2756G a fost prezéndoar la 1 pacieat(1,75%). Haplotipul heterozigot mutant pentru
ambele mut@gi: C677T/A2756G s-a intalnit la 7 paciernte (1228

Incidena moderat se atest la urnitoarele variante: C677C/A2756G (10,53%),
T677T/A2756A (7,02%X%i T677T/A2756G (5,26%).

4.2. Aprecierea coreldiilor genetice si fenotipice ai parametrilor studiati si implicatiile
lor la pacientele cu avort spontan recurent

Concentrdile serice ale acidului folic, vitaminei;Bsi homocisteinei serice totale au fost
studiate in raport cu genotipurile genelor MTHFRTRAsi MTRR. Genele produc enzime care
ajuta la reglarea nivelului de homocist&ifi12; 152].

In prezema mutaiilor genetice, este posibil ca nivelul de homagist si nu poai fi
reglementat in mod corespunzator. In acest consexipul a fost determinarga compararea
modificarilor concentrgei de homocisteinin raport cu genotipurile genelor MTHFR, MR
MTRR.

Tinem ¢ menionam c rezultatele cercati au evidemiat diferene intre nivelul
homocisteinei serice n raport cu genotipurile polifismelor analizate Tn loturile de studiu
(Tabelul 4.9) [17; 179].

La pacientele cu avort spontan recurent cu geraipozigot mutant, se obséreresteri
variind intre goare si moderate ale nivelului plasmatic al homocisteindncidena
hiperhomocisteinemiei>(2 pmol/l) a fost mai mare la pacientele cu genbtgy 7TT MTHFR
(22,35£2,59umol/l), urmatde genotipul 2756GG MTR (21,63+8,01 umol/l), ggnat 66GG
MTRR (14,30+2,24 umol/lsi genotipul 1298CC MTHFR (12,12+1,69 pmol/l) [3378]. in
lotul martor valorile homocisteinei serice totalawsincadrat in limitele normei, indiferent de
genotipul polimorfismului analizat, dar se deterfinio woati crestere a nivelului de
homocisteifi la pacientele cu genotipuri mutante pentru poliaorele testate. Pacientele cu
avort spontan recurent care au fost heterozigatehsanozigote pentru alela mutarpentru
polimorfismele MTHFR C677T, MTR A66Gsi MTRR A2756G au prezentat valorile
homocisteinei semnificativ mai mari decat cele gsate comparativ cu genotipullisatic al
acestor polimorfisme. Prez@nalelelor mutante au avut o influgrasupra nivelului seric al
homocisteinei, cu exc@p polimorfismului MTHFR A1298C. Pentru acest patirfism s-au
depistat valori moderate ale nivelului plasmatihamocisteinei atat pentru genotipdlbstic,
cat si pentru genotiprile heterozigo§i mutant homozigot. Acest lucru se poate datora
dezechilibrului de Trantuire observat pentru alelele genelor MTHFR §7MTHFR 1298, aspect
care va fi abordat mai departe.
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Tabelul 4.9. Homocisteina setitn raport cu genotipurile polimorfismelor MTHFR TaT,

MTHFR A1298C, MTR A66Gi MTRR A2756G

Genotip Lot de baz, Lot martor, . )
n=>57 n=>57
MTHFR C677T
CC 11,94+1,36 6,68+0,47 3,678 <0.001
CT 11,75+0,91 7,52+0,83 3,439 <0.001
TT 22,35+2,59 0 8,629 <0.001
MTHFR A1298C
AA 13,96+1,56 6,71+0,44 4,503 <0.001
AC 13,02+1,23 7,85+1,15 3,077 <0.01
Nivelul CcC 12,12+1,69 6,3 3,443 <0.001
homocisteinei serice MTR A2756G
totale, umoll/l) AA 12,36+0,98 6,90+0,42 5,150 <0.001
AG 14,01+1,62 6,97+1,80 2,909 <0.001
GG 21,63+8,01 0 2,700 <0.001
MTRR A66G
AA 12,21+1,38 6,79+0,70 3,519 <0.001
AG 13,63+1,34 7,11+0,70 4,346 <0.001
GG 14,30+2,24 8,95+4,59 1,049 >0.05

Astfel, s-a constatatigpacientele cu avort spontan recurent din lotustdeliu cu genotip
mutant pentru polimorfismele MTHFR C677T, MTHFR ABT, MTRR A66Gsi MTR

A2756G dezvolt hiperhomocisteinemie, ceea ce este in concgfdeun datele publicate n

literatura de specialitate [2; 45; 125; 139]. Aeesbmbindgi genotipice nu exclud participarea

lor Tn patogenia avortului spontan recurent.

De asemenea, a fost realizatevaluare a nivelului plasmatic al homocisteineasociere

cu unul sau mai multe polimorfisme MTHFR, MERMTRR la pacientele din lotul de studiu

(Tabelul 4.10). Astfel, valorea seti@a homocisteinei a fost mai mare in cazul pacientel

avort spontan recurent cu polimorfisme asociate MFRHMTR si MTRR (13,78+0,97umol/l)

comparativ cu pacientele din acgldot, dar cu un singur polimorfism detectat (9,836

umol/l) (p <0.01). in lotul martor, de asemenea,i@aiele cu polimorfism unic au avut valoarea

seric a homocisteinei (6,69+0,52mol/l) mai mia decat la pacientele cu polimorfism asociat
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(7,32+2,20umol/l), dar nu a depit limita superioak de referimi. Acest fapt demonstreazra
varigiile nivelului homocisteinei este asociat cu mailtepolimorfisme MTHFR, MTR, MTRR
si scoate in evidgd rolul mutgiilor genelor MTHFR, MTR, MTRR 1in dezvoltarea

hiperhomocisteinemiei.

Tabelul 4.10. Homocisteina setith raport cu polimorfismul unig asociat al mutglor
MTHFR, MTRsi MTRR la pacientele din cercetare

Lot de baz, Lot martor,
n=57 n=57 t p
Nivelul homocisteinei serice totalgyngol/l)
Polimorfism unic 9,83+1,26 6,69+0,52 2,308 <0.01
Polimorfism asociat 13,78+0,97 7,32+2,20 2,691 ¥0.0

Nivelul plasmatic al homocisteinei este inflg&nde interagunea factorilor genetigii de
mediu. Studiile aratca starea vitaminelor B modificrelaia dintre mutdile la nivelul genelor
MTHFR, MTR, MTRRsi nivelul seric al homocisteinei [65; 66; 91; 162].

Schimbarea C in T la pozitia 677 nucleotidec genei MTHFR a fost intensiv studiat
consecitele sale clinice fiind dependente de starea falgtyde cand celelalte polimorfisme:
MTHFR A1298C, MTRR A66Gi MTR A2756G sunt mai pgin clar conturate.

In continuare, la pacientele cu avort spontan exguconcentrga folatului sericsi
vitaminei B, (Tabelul 4.11) au fost evaluate in depenglete genotipurile genelor MTHFR,
MTR si MTRR [178]. Evaluarea folatului serigi vitaminei By, in raport cu genotipurile
MTHFR, MTRRsi MTR a constatat prezevalorilor semnificativ mai mici decat domeniul de
normalitate pentru acidul folig vitamina By, pentru statusul heteroziggthomozigot mutant al
acestor muta.

Nivelul seric de acid folic (6,90+0,42 nmol/L, 92%54 nmol/L) si vitamina B
(185,14+15,01 pmol/L, 213,29+27,60 pmol/L) pun widenia mutgiile homozigot mutante
MTHFR T677T, MTRR G66Gsi MTR G2756G. Se atestconcentrgi plasmatice relativ
scizute de folat seric (6,90+0,42 nmol/L, p <0.0@l)itamina B, (185,14+15,01 pmol/L, p
<0.05) la pacientele cu genotipul 677TT MTHFR. Agigaitugie se observsi la pacientele cu
genotipul heterozigosi homozigot mutant MTR A2756G unde se coristate asemenea,
concentrdi plasmatice relativ gzute de folat seric (11,%@,28si 9,272,54 nmol/L, p >0.05),
in timp ce la pacientele cu genotipul mutant 66GGR®R au fost observate concemira
plasmatice stzute de vitamina B (213,29+27,60 pmol/L, p >0.05).
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Tabelul 4.11. Folatul serig vitamina B, in raport cu genotipurile polimorfismelor MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MTR A66G@ MTRR A2756G la pacientele cu avort spontan

recurent

Genotipurile polimorfismului MTHFR C677T

cC CT T CCICT | CC/TT | CT/TT
n=20 n=29 n=28 t, p t, p t, p
Folat seric 0.3023 | 4.5104 | 3.9887
13324136 | 12,73+1,40  6,90+0,42
(nmol/L) >0.05 | <0.001 | <0.001
Vitamina B> 0.6341 1.6042 2.2884
230,81+24,19 253,17+25.66 185 14+15.01
(pmol/L) >0.05 | >0.05 | <0.05
Genotipurile polimorfismului MTHFR A1298C
AA AC cC AA/AC | AAICC | ACICC
n=24 n=27 n==6 t, p t, p t, p
Folat seric 0.0911 | 0.0758 | 0.0120
12.23+1.82 | 12,04+1,02]  12,06+1,31
(nmol/L) >0.05 | >0.05 | >0.05
Vitamina Biz | 339 93+28,02 225.53+21.10 268.86+41.19 3:2398 | 1.4107 | 0.9379
(pmol/L) <0.01 | >0.05 | >0.05
Genotipurile polimorfismului MTRR A66G
AA AG GG AA/AG | AAIGG | AGIGG
n=19 n=25 n=13 t, p t, p t, p
Folat SeriC | 13114182 | 11348144 1218:1.4p 0-7627 | 0.0354 | 0.4029
(nmol/L) >0.05 | >0.05 | >0.05
Vitamina Bz | 553 94412 99 233 65+22.33 213.29+27.6q 0-7854 | 1.3326 | 0.5735
(pmol/L) >0.05 | >0.05 | >0.05
Genotipurile polimorfismului MTR A2756G
AA AG GG AA/AG | AAIGG | AGIGG
n=38 n=16 n=3 t, p t, p t, p
Folat SeriC | 15 614005 | 11508228 9274254 04494 | 12316 | 0.6533
(nmol/L) >0.05 | >0.05 | >0.05
Vitamina Bz | 537 90420.17 228.5+30,18| 247,66+43,12 0-2592 | 0.2051 | 0.3640
(pmol/L) >0.05 | >0.05 | >0.05
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Dorim si meniionam @& nivelul folatului sericsi vitaminei B, au fost sub limitele
considerate normale pentru gicgparametri pentru genotipurile heterozigpmutant homozigot
ale polimorfismelor MTHFR C677T, MTRR A66&8 MTR A2756G la pacientele din lotul de
studiu cu avort spontan recurent. Pentru polimofisMTHFR A1298C se atestloar valoarea
seria a acidului folic sub limita de refeti (12,06£1,31 nmol/L), dar relativ mai mare in
comparde cu celelalte polimorfisme testate.

Aceast interagiune intre genetic si nutritie  contribuie la dezvoltarea
hiperhomocisteinemiei, fapt constatat in tabeld, 4inde nivelul seric al homocisteinei la
pacientele cu genotipurile homozigot mutagiténeterozigote pentru polimorfismele MTHFR
C677T, MTRR A66Gsi MTR A2756G este crescut.

Studiul de cohott realizat de Fredriksesi colab. (2007), a investigat asocierea dintre
polimorfismele genelor care controléagarocesele metabolice legate de grupa ngetih set de
parametri biochimici, printre care era acidul fotamina B, si homocisteina. S-a confirmat o
asociere puternic intre polimorfismul MTHFR C677T, polimorfismul MTFR A1298C,
hiperhomocisteinemigi folat scizut. Polimorfismul MTR A2756G, de asemenea, a fhsins
asociat cu nivel ridicat de homocisteinn plasni, dar nu s-a observat asociere Tintre
polimorfismul MTRR A66Gsi homocistei [94].

Barbosasi colab. (2008) au raportat aivelul sézut de folat, polimorfismele MTHFR
C677Tsi MTR A2756G sunt factorii determingnpentru nivelul seric @rit al homocisteinei
[73].

Puri si  colab. (2013) raportedz ca deficiena vitaminei B, determia
hiperhomocisteinemie, in special in prgaegenotipului mutant 677TT MTHFR, sugerarid c
prezema alelei mutante T este in detriment cu defigiemtaminei B, la femeile cu avort
spontan recurent din India. Intefimmea dintre concentiia seri@ joasi a vitaminei B,
polimorfismele MTHFR C677Fi MTRR A66G au fost asociate cu gterea nivelului plasmatic
al homocisteinei [149]. Aceste rezultate sunt imoowdamia cu datele ofinute in cadrul
cercetrii.

Luand in consideree divergema valorilor medii a homocisteinei in depentienle
genotipurile polimorfismelor MTHFR C6773i MTHFR A1298C, am analizat in continuare
concentrga seriéd a homocisteinei, acidului foligi vitaminei B, dupa modul de Tnintuire a
alelelor genelor MTHFR 67§ MTHFR 1298 (Tabelul 4.12) la pacientele cu avgpbntan

recurent [17].
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Tabelul 4.12. Concentia serié a homocisteinei, acidului folig vitaminei By, in raport
cu combingile genotipice ale genei MTHFR (677/1298) la patéde cu avort spontan

recurent
Combinaii de genotipuri _
MTHER Valoarea seric
677 1298 Homocisteina Acid folic Vitamina B
CcC AA 10,5+0,07 18,72+7,61 164,66+36,82
CcC AC 12,2412 .4 12,54+1,72 228,09+37,64
CcC CcC 12,12+1,69 12,06+1,31 268,86+41,10
CT AA 9,52+0,89 14,01+2,79 285,35+47,59
CT AC 13,56+1,37 11,70+1,30 223,77+26,61
CT CC 0 0 0
1T AA 22,35+2,59 6,90+0,42 185,14+15,01
1T AC 0 0 0
1T CC 0 0 0

Analizand nivelul homocisteinei in raport cu gepatile polimorfismului MTHFR
A1298C la pacientele cu avort spontan recurentugeclin studiu, am constatat genotipul
mutant 1298CC MTHFR este asociat cu hiperhomoaisieie (12,12+1,69 pumol/L).

Rezultatele testilor concentréei serice a homocisteinei, acidului fofcvitaminei By,
in ceea ce priwe polimorfismele genei MTHFR 673 1298 au evidegat prezega
hiperhomocisteinemiei in prezan genotipurilor 677CT/1298AC (13,56+1,37 pmol/ls)
677TT/1298AA (22,35+2,59 umol/L) pe fon de concatigrjoas ale folatului serigi vitaminei
B1,. Se pare & mutaia din poziia 1298 in forma homozigbsau heterozigatduce la crgerea
homocisteinei dacse asociazcu o mutée Tn poziia 677, homozigatsau heterozigaf ultima
potenand efectul mutgei in poziia 1298. Aceadtipotez a fost constatatsi demonstrat in
referine detailate in literatura de specialitate [16; BZ?], dar este in contradie cu alte studii
[78; 119].

Mutatiile genei MTHFR sunt factorul de risc cel mai caootsi studiat pentru nivelul
homocisteinei crescute. Comparand rezultatele reoaststudii similare am constatat atat unele
similitudini cat si difererte in ceea ce prigee polimorfismul MTHFR C677Tsi A1298C.
Studiile lui van der Pungi colab. demonstredzca cel de-al doilea polimorfism al genei

MTHFR: A1298C nu pare a fi asociat cu hiperhomedsmie [93]. Comparativ cu acest
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studiu, cercetarea noastiu corespunde concluziilor autorilor caretBusa nu exisé o asociere
intre polimorfismul MTHFR A1298Gi hiperhomocisteinemie. Pdtorii genotipului mutant
677TT MTHFR 1in studiile lui Jacques colab. prezint hiperhomocisteinemie, dar purtitorii
genotipul heterozigot in randul padigor cu aport sazut de acid folic [113]. Mai mult, prezen
mutgiei genei MTHFR in sine a fost, de asemenea, degatvortul spontan recurent [84; 192].
Studiile indic legatura nivel &eut
hiperhomocisteinemiei in prezenpolimorfismului MTHFR 677TT [76; 95; 101; 108; @;1

122]. Interadunea dintre folatul sericsi prezena polimorfismului MTHFR C677T ca

recente intre un de acid folic si

determinan ai concentrgei plasmatice de homocistéireste in continuare demonsirdan
tabelul 4.13. Datele din tabelul 4.13 prezigbncentrgile serice ale homocisteinei totaje
acidului folic in raport cu genotipurile polimonfsilui MTHFR C677T in dependen de
statusul seric al acidului folic (folatul seric 8,5 nmol/Lsi folatul seric > 13,5 nmol/L) la

pacientele cu avort spontan recurent [30].

Tabelul 4.13. Concentjide serice ale homocisteinei totafieacidului folic in raport cu
polimorfismul MTHFR C677T in dependgnde statusul seric al acidului folic la pacientzie

avort spontan recurent

Genotipul Statutul seric al acidului folic
Parametrii polimorfismului t p
MTHER C677T <13,5nmol/L| >13,5 nmol/L
Homocisteina, | CC 13,70+1,82 8,68+1,42 2.1746 <0.05
umol/l CT 12,91+1,07 9,17+1,53 2.0032 <0.05
TT 22,35+2,59 0 8.6293 <0.001
Folat seric, CcC 9,99+0,86 19,52+2,06 4.2691 <0.001
nmol/L CT 9,26+0,86 20,45+2,78 3.8454 <0.001
TT 6,90+0,42 0 16.4286| <0.001

Influenta genotipului TT al MTHFR asupra nivelul homocistgi serice totale a fost

observat, cu certitudine, atunci cand folatul serifost < 13,5 nmol/L. Mgonam ¢ nu s-a

depistat nici o pacieatcu genotipul TT al MTHFR cand folatul seric a fosi3,5 nmol/L [180].

De remarcat & pacientele cu genotipul TT au avut un nivel sdéiwativ mai mare a

homocisteinei serice decat pacientele cu geno@abl polimorfismului MTHFR 677 (valoarea
medie a homocisteinei: 22,35+2,hfhol/l versus 13,70+1,8g2mol/l, p <0.05) cand folatul seric
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a fost < 13,5 nmol/L, in timp ce aceasliferena nu se obsetvcand folatul seric este > 13,5
nmol/L la pacientele cu genotipurile GCCT (valoarea medie a homocisteinei: 8,68+3549
9,17+4,34umol/l, p <0.05).

Cresterea nivelului plasmatic al homocisteinei la pataée cu genotipul TT, din grupa cu
folatul seric < 13,5 nmol/L, a fost inga de un nivel semnificativ mai &ut de acid folic
(6,90+0,42 nmol/L) comparativ cu genotipul CT (%26 nmol/L)si genotipul CC (9,99+0,86
nmol/L) (p <0.05) [180]. Aceastdiferena nu se obsetvla pacientele cu genotipurile GCCT
atunci cand cand folatul seric a fost > 13,5 nmdlll9,52+5,05si 20,45+7,87 nmol/L) (p
<0.001).

Sternsi colab. si Friscosi colab. au demonstrat aeficitul de acid folicsi activitatea
redus genetic determinata enzimei MTHFR rezultintr-o capacitate diminuata reagei de
metilare a homocisteinei la metioaigi o produgie sézuti de SAM [158]. Disponibilitatea
insuficient a SAM conduce apoi la reg@ade metilare inadecvate, cu multiple consezimmai
ales in ceea ce priste metilare ADN-ului [75; 93]. Avand in vedere ingba major al metdrii,
Uelandsi colab., Reik W.si Walter J. au constatati anetilarea defeétpoate duce la expresia
aberant a genelor care rezilin abaterile de la dezvoltarea embrignaormatli si boli maligne
[91; 93]. In cele din urm Blount si colab. si Fenechsi colab. au demonstrata adeficitul
alimentar de acid foligi, ca urmare swerea sintezei celulare de 5,10-metilentetrahidagfo
precumsi activitatea redusa MTHFR conduc la incorporarea excasavuracilului in ADN, cu
dezvoltarea rupturilor cromozomiale [55; 93].

Enzima MTR necedit vitamina B, in calitate de cofactor in rg&c de remetilare a
homocisteinei in metionin[158; 161; 162]. in continuare s-a incercat deaua legtura dintre
valoarea seric a vitaminei B, si hiperhomocisteinemie in prezanpolimorfismului MTR
A2756G la pacientele cu avort spontan recurentcdmcetare. Refea dintre prezega mutaiilor
A2756Gsi G2756G ale genei MTRi valoarea seric a vitaminei B, asupra nivelului seric al
homocisteinei totale este elucigldn tabelul 4.14. Se atastinfluenta genotipurilor mutante
A2756G si G2756G ale genei MTR asupra nivelului seric abagisteinei totale atunci cand
concentrda plasmatia a vitaminei B, a fost mai joasde 259 pmol/L. Mefionam ci nivelul de
homocisteifi seria a defsit domeniul de normalitate in grupul pacientelorstatutul seric al
vitaminei B, mai < 259 pmol/L, astfel posesoarele genotipulunbzigot mutant G2756G au
inregistrat cel mai mare nivel de homocisie(24,55+14,35umol/l) (p <0.001), urmate de
pacientele cu genotipul heterozigot A2756G (15,8841umol/l) (p <0.01) si genotipul
homozigot normal A2756A (13,26+1,19mol/l) (p <0.05) pe fon de concendrgjoase de
vitamina B, (214,5+6,18 pmol/L, 185,70+8,57 pmol$L167,58+10,81 pmol/L) [156]. Acedist
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deosebire nu se ateda pacientele cu genotipul homozigot normal A27568A13+1,23umol/l)
si heterozigot A2756G (8,52+1,4@nol/l) (p <0.01) atunci cand concertteaserié a vitamineli
B12 > 259 pmol/L (406,11+50,52 pmol4i 411,25+37,53 pmol/L) (p <0.01).

Tabelul 4.14. Concentiide serice ale homocisteinei totafevitaminei By, in raport cu
polimorfismulul MTR A2756G in dependgnde statusul seric al vitaminei-Ba pacientele cu

avort spontan recurent

Genotipul Statutul seric al vitaminei
Parametrii polimorfismului t p
MTR A2756G <259 pmol/L | > 259 pmol/L
Homocisteina, | AA 13,26+1,19 9,43+1,23 2.2378 <0.05
umol/l AG 15,85+1,84 8,52+1,46 3.1206 <0.01
GG 24,55+14,35 15,8 3.7805 <0.001
Vitamina B2, AA 185,70+8,57 406,11+50,52| 4.3014 <0.001
pmol/L AG 167,58+10,81 | 411,25+37,53 6.2360 <0.001
GG 214,5+6,18 314 23.2758 <0.01

Desi se relateaxz o incidena mica a genotipului homozigot mutant G2756G al genei
MTR 1n cadrul cercatii actuale, aspect concordant cu datele din liteeade specialitate [90;
173], se ate&t cu certitudine, influgga genotipului GG al genei MTR asupra nivelului
homocisteinei plasmatice (1548nol/l) chiarsi atunci cand concentiia seri@ a vitaminei B, a
depisit 259 pmol/L (314 pmol/L) (p <0.01).

Astfel, se atedtinfluena genotipurilor homozigot mutante asupra homocisieserice
totale atunci cand concendigavitaminelor B sunt in canfii insuficiente, luand in considera
ca acidul folic si vitamina B, servesc in calitate de cosubstrat coenzimaticricgsul de
remetilare a homocisteinei Tn metio#in

Mutatiile genelor metabolismului homocisteinei in difercombindi intre ele pot crge
riscul de tulbuiri Tn circulgia placentar [100]. Rezultatul analizei genotipurilor
polimorfismelor MTHFR, MTRsi MTRR a demonstrat faptulacpacientele cu avort spontan
recurent preziato propotie mare a genotipurilor heteroziggiehomozigot mutante (Anexa 5).

Mutatiile Tn genele MTHFR, MTRR, MTR duc la insuficignmetioninei ce provoac
dereglarea biosintezei proteinelor, incetinireaster@ si dezvoltrii organismului,si deregri

severe fungonale, iar mecanismele prin cargianeaz aceste muta, merntionate anterior, sunt
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hipometilareasi alterarea sintezei ADN [126]. Cu toat& purtatorii polimorfismelor MTHFR,
MTRR si MTR prezint perturlari usoare in metabolismul acidului folig homocisteinei din
cauza saderii activititii enzimatice, efectul uneia sau mai multor alelgante MTHFR, MTRR
si MTR pot fi daunatoare n timpul embriogenezei, atunci cand c¢arithe acid folic este mare
[188; 200]. in acest context, din punct de veddimio; detegia genotipurilor heterozigotg
homozigot mutante in polimorfismele testate prézimt impact mare in riscul apgei avortului
spontan. Neleni colab. (2000) sus rolul mutgiei MTHFR C677T in patogeneza avorturilor
spontane recurente inexplicabieau stabilit o incideta de 2-3 ori mai mare a intreruperii
spontane a sarcinii in randul femeilor caucaziemgenotip homozigot mutant 677T Ttfade
lotul martor cu genotipatbatic 677CC [142]. Cercatile lui Coasi colab. (2014) au demonstrat
o asociere semnificativintre polimorfismul MTHFR C677Tsi avortul spontan recurent
idiopatic. Evaluarea polimorfismului MTHFR A1298Cuna prezentat nici o asociere
semnificativa cu avortul spontan recurent idiopatic [78].

In continuare, am analizat daexist vreo relaie intre prezega polimorfismelor genelor
MTHFR, MTR si MTRR si numiarul de avorturi spontane la pacientele din lotubde (Tabelul
4.15).

Tabelul 4.15. Corelarea polimorfismelor MTHFR, MERMTRR cu nunarul de avorturi

spontane la pacientele din lotul de Haz

Polimorfismele MTHFR,| Polimorfism unic Polimorfism asociat
MTR si MTRR Abs. P+ES Abs. P+ES

t P

2 avorturi spontane 8,78+3,74 1 54,39+6,59 61011 <0.001

3 avorturi spontane 1,75+0,98 3 22,81+5,35 38616 <0.001

5 3
1 1

4 avorturi spontane 0 - 3 5,26+2,95 1.7789 >0.05
0 3 5,26+2,95 1.7789 >0.05

5 avorturi spontane

Putem remarcaacb paciente (8,78%) cu polimorfism unic31 paciente (54,39%) cu
polimorfism asociat au prezentat 2 avorturi spoatemanamneiz(p <0.001), 1 pacieat(1,75%)
cu polimorfism unicsi 13 paciente (22,81%) cu polimorfism asociat aezpntat 3 avorturi in
anamneZ (p <0.001), 3 paciene (5,26%) cu polimorfism asb@u prezentat 4 avorturi in
anamnez si 3 paciene (5,26%) cu polimorfism asociat au pnéte5 avorturi in anamngzSe
atesi ca pacientele care au declarat in anaminez 3 avorturi spontane au prezentat

polimorfisme asociate ale genelor MTHFR, M§JIRMTRR.
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La evaluarea reteei intre polimorfismele asociate ale genelor MTHIMRR si MTRR si
numirul de avorturi spontane s-a observatnu exisi diferenta semnificati in ce privete
corelarea nu#rului de polimorfisme cu nuanul de avorturi spontane in antecedente la femeile
cu avort spontan recurent. Polimorfismele nease@at prezentat in medie 2,16+0,18 avorturi
spontane Tn antecedente in timp ce polimorfismebeiate au in istoric, in medie, un rirde
2,56+0,12 avorturi spontane in antecedente.

In continuare, am studiat rgka dintre genotipurile polimorfismelor MTHFR, MTH
MTRR cu termenul la care s-a produs intrerupereatsph a sarcinii la pacientele cu avort
spontan recurent (Anexa 6). La evaluarea pacientelo avort spontan recurent pe d#ou
categorii: cu genotip normaji modificat, se obsedv ci pacientele cu genotip modificat
hetrozigot pentru toate cele patru polimorfisme MFRH MTR si MTRR s-au intilnit mai
frecvent in grupul pacientelor cu avort spontancpce decéat in grupul pacientelor cu avort
spontan tardiv (p <0.001), exaepfiind genotipurile homozigot mutante pentru eatle patru
polimorfisme MTHFR, MTRsi MTRR, care s-au intalnit exclusiv in grupul padedor cu avort
spontan precoce (p <0.001).

In ceea ce privge nivelul plasmatic al homocisteinei in raportteamenul sarcinii la
care s-a produs intreruperea spoatianpacientele cu avort spontan recurent (Tabell} se
obserd ca pacientele cu avort spontan precoce préziniperhomocisteinemie intermediar
(13,61+0,87 umol/l), in timp ce pacientele cu awpontan tardiv au avut nivelul seric normal
de homocistei (9,14+1,62 umol/l) (p <0.05) [33; 176; 179].

Tabelul 4.16. Nivelul plasmatic al homocisteineraport cu termenul sarcinii la care s-a produs

intreruperea spontama pacientele cu avort spontan recurent

. o Avort spontan Avort spontan
Nivelul homocisteinei _ t p
_ precoce tardiv
serice totale,(mol/l)
13,61+0,87 9,14+1,62 2.4293 <0.05

Asa cum ardit diferena dintre nivelul plasmatic al homocisteinei la patele cu avort
spontan precocsi tardiv, acest parametru se asogiaz avort spontan precoce la grupul
analizat. Acest rezultat este in conformitate cuaramaliza efectuatde Nelenrsi colab. care a
raportat hiperhomocisteinemia ca factor de risdnpesvort spontan recurent precoce [142].

Luand in considet® ci pacientele din lotul de bazau prezentat intre @ 5 avorturi
spontane, s-a analizgitrelaia dintre genotipurile polimorfismelor MTHFR, MT&® MTRR cu

frecvena avorturilor spontane in antecedente (Anexa 7)secnpul de a evalua l&gra de
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cauzalitate dintre polimorfismele testaienumiarul de avorturi spontane in antecedente. Prin
analiza comparitiv a distribyiei genotipurilor in raport cu frecvem avorturilor spontane in
antecedente din lotul de kiaza rezultat faptul £ genotipurile heterozigote ale polimorfismelor
testate au fost mai frecvente in grupul pacient&or2 avorturi spontane in anamiaez
comparativ cu grupul pacientelor et8 avorturi spontane in anam#éiezlugi cum urmeax
677CT MTHFR (62,07% versus 37,93%, p <0.01), 1298ATHFR (70,37% versus 29,63%, p
<0.001), 66AG MTRR (68,0% versus 32,0%, p <0.002756AG MTR (75,0% versus 25,0%,
p <0.001).

Distributia genotipurilor homozigot mutante pentru cele patolimorfisme analizate Tn
raport cu frecvega avorturilor spontane n antecedente din lotubat# a elucidat unele tendim
de asociere a genotipurilor mutant atat in grumdigntelor cu> 3 avorturi spontane, cat
pentru cel cu 2 avorturi spontane in anamndiéerena fiind Tns mica. Acest lucru ne permite
si suginem contribtia polimorfismelor analizate in etiopatogeneza tgpontan recurent
(Figura 4.6).

120

100,0%
100

76,92%

80

60 50,0% 50,0% 50,0% 50,0%

0%

MTHFR 677TT MTHFR 1298CC MTRR 66GG MTR 2756GG

® 2 avorturi spontane  m 2 3 avorturi spontane

Fig. 4.6. Distribgia genotipurilor homozigot mutante in raport cictrerta avorturilor spontane
n antecedente la pacientele din lotul deil{éa).

Evaluand polimorfismul MTHFR C677T, am constatatgenotipul homozigot mutant
677TT se intalnge cu o frecvera egah atat in grupul pacientelor cu 2 avorturi spontame
anamnez (50,0% Ibs: 15,36-84,64), casi la grupul pacientelor ca3 avorturi spontane in
anamnei (50,0% Ibs: 15,36-84,64). Acest lucru evidgaeza rolul genotipul homozigot mutant
677TT in producerea avorturilor spontane. Agesituaie se atestsi in cazul polimorfismului

MTHFR A1298C, unde genotipul homozigot mutant prade in propotii egale (50,0% Hs:
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10,0 — 90,0) atat in grupul in grupul pacientelor2cavorturi spontane in anamageatsi la
grupul pacientelor ca 3 avorturi spontane in anamgez

Pentru polimorfismul MTR A2756G, se atiest genotipul homozigot mutant 2756GG
predomiri exclusiv Tn grupul pacientelor cu 2 avorturi sgor (100,0% versus 0,0%). ins
frecvena genotipului homozigot mutant 66GG MTRR a fost mare pentru grupul pacientelor
cu> 3 avorturi spontane in anami€z6,92% versus 23,08%, p <0.001).

In acest context a fost evaluanivelul plasmatic al homocisteinei serice totwdaaport

cu frecvena avorturilor spontane in antecedente la paciediel®tul de baz (Tabelul 4.17).

Tabelul 4.17. Nivelul plasmatic al homocisteingicetotale in raport cu frecven

avorturilor spontane in antecedente la pacienielétul de baz

Nivelul homocisteine{ 2 avorturi spontane | > 3 avorturi spontane t p
serice totale, (mol/l) 12,19+1,18 15,38+1,13 2.001 <0.05

Nivelul seric al homocisteinei a fost mai mare det@meniul de normalitate pentru acest
parametru pentru ambele subgrupe,aims grupul pacientelor ce> 3 avorturi spontane
consecutive in anamneaivelul homocisteinei serice a fost mai mare (8%1313 umol/l)
comparativ cu pacientele cu 2 avorturi spontarenammnez (12,19+1,18umol/l) (p <0.05) [33;
176; 179].

Acest rezultat sugereaza hiperhomocisteinemia poate juca un rol in eticdogyvortului
spontan recurent, in special,in prezera altor factori de risgi este in concordai cu studiile
efectuate de Sikorai colab. (2007) care atésta urmare a csgeerii numirului de avorturi
spontane, spogie concentrga serié a homocisteinei, iar concenfia folatului seric scade
[159].

Astfel putem constatai@rezema hiperhomocisteinemiei la pacientele cu avort &on
recurent primarsi precoce ar sugera ideed exisé o corelgie evideni intre prezeta
hiperhomocisteinemiei avort.

De asemenea, avand in consideranplicaiile majore ale acidului foligi vitaminei By,
care servesc in calitate de cofactori in fieate remetilare a homocisteinei, astfel contriduan
sinteza SAM 1in cantiti suficiente, s-a incercat de a evaluatialéor cu termenul la care s-a
produs pierderea spontara sarciniisi cu frecvema avorturilor spontane in antecedente la

femeile cu avort spontan recurent din lotul de ist(i@iabelul 4.18).
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Tabelul 4.18. Relga dintre acidul foligsi vitamina By, cu tipul de avort spontag frecvena

avorturilor spontane in lotul de kaz

Avort spontan .
Avort spontan tardiv t p
precoce

Folat seric, nmol/L 11,93+0,88 14,10+2,55 0.806 209

Vitamina By2, pmol/L 232,47+15,57 306,88+54,65 0.141 0.8881
2 avorturi spontane > 3 avorturi spontane

Folat seric, nmol/L 12,70+1,23 11,05+1,15 0.985 2063

Vitamina B2, pmol/L 242,16+20,90 223,96+23,40 0.581 0.5621

Din tabelul 4.18, in ceea ce prite concentrga serié de acid folicsi vitamina B2 Tn
raport cu termenul la care s-a produs pierdereatapgoa sarcinii, se poate de remarcat c
pacientele cu avort spontan precoce au prezentatri viaai reduse pentru acidul folic
(11,93+0,88 nmol/L}i vitamina B, (232,47+15,57 pmol/L) compgra cu pacientele la care s-a
inregistrat avort spontan tardiv (14,10+2,55 nmoléL 306,88+54,65 pmol/L), irs
nesemnificativ statistic (p>0.05).

Chanarinsi colab. au raportatacsarcina este asociatu o cerere crescutle acid folic.
Tamuragi colab. (2006) indi& ca nivelul folatului in sarcia variaz, observandu-se un declin la
Tnceputul sarcinii, urmat de gaati crestere Tn al doilea trimestru de gastg166]. Craterea
necesarului de acid folic in timpul sarcinii seatabz dezvoltrii fatului si compartimentelor
uteroplacentare. La randuits nuniirul pierderilor de sarcinduce la epuizarea rezervelor de
folat, ceea ce necesiun aport adecvat de acid folic Tn perioada preepiunak [166]. In
aceast circumstara a fost evaludt concentrga acidului folic si vitaminei B, in raport cu
frecvena avorturilor spontane in antecedente din lotubdg. Nivelul plasmatic al acidului
folic (11,05+1,15 nmol/L)si vitaminei By, (223,96+23,40 pmol/L) a fost mai mic n grupul
pacientelor ce> 3 avorturi spontane consecutive in anaraiezomparge cu valoarea setica
acidului folic (12,70+1,23 nmol/L)si a vitaminei B, (242,16+20,90 pmol/L) in grupul
pacientelor cu 2 avorturi spontane consecutive namme#, inss nesemnificativ statistic
(p>0.05).

Studiile referitoare la perfuzia circgii utero-placentare, efectuate de Hendergson
colab., au constatat dorma metabolic activde acid folic 5-MTHF este extensivrapid legai
de placerit, dar transferul laat este in cantiti redusesi intr-un ritm lent printr-un schimb

bidiregional si saturabil. Receptorii placentari pentru folavorizeaz legarea 5-MTHFsi pot

106



transfera folai Tmpotriva unui gradient de concentm prin urmare, perfuzia fetaleste
aproximativ de 3 ori mai mare decéat perfuzia materplacentei, ceea ce indifaptul & folatul
este concentrat in timpul transportului placent@oncentréa de acid folic matern trebuie
pastrati adecvat pentru a mgme folatul plasmatic peste o anuinitoncentrée pentru transferul
placentar [166]. Astefl putem constatay piederile spontane de sartinpe fon de aport
inadecvat de acid folic contribuie la degmesi deficitul de folat, aspect argumentat in respecti
cercetare.

4.3. Stratificarea riscului obstetrical si managementul clinic al pacientelor cu avort
spontan recurent

La etapa actua) cercetarea clinfica pacientelor cu avort spontan recurent incluse in
studiu a fost orientatspre analiza uratorilor parametri: evaluarea scorului de risc obrtal cu
aprecierea tacticii ulterioare de conduit tratament la etapa precongepak si pe parcursul
sarcinii n vederea evitii avortului spontari depasirea termenului de 2Ziptamani de gestse,
evoluia sarcinii prezente, compligde survenite. De asemenea, am studiat parametrii
hemostazei precongpnal si monitorizarea lor pe parcursul sarcinii, precuymevaluarea
examenului ultrasonografic pentru stabilirea etielisarcinii.

Evaluarea riscului de compligaobstetricale in prezea mutaiilor trombofilice se va
face prin acordarea unui punctaj fiea polimorfism identificat (Tabelul 2.1). Scorukdisc
determird predigia riscului leziunilor trombotice n patul placenta managementul gravidelor
cu trombofilie [43; 44; 56].

Prezerma polimorfismelor genetice MTHFR C677T, MTHFR A1ZR8VTR A2756Gsi
MTRR A66G a permis aprecierea scorului de risc npeapariia complicaiilor obstetricale la
pacientele cu muti genetice a enzimelor implicate Th metabolismumuwcisteinei si
metioninei. Tn lotul de baiz scorul de risc pentru fiecare paciesta determinat prin adunarea
punctajului fie@rui polimorfism identificat (Figura 4.7).

Am olyinut urmitoarele rezultate:

- 0 puncte — 1 pacien{1,75%0,98%);

- 1 punct — 1 pacieat(1,75+0,98%);

- 2 puncte — 6 paciente (10,53+4,06%);
- 3 puncte — 8 paciente (14,04+4,60%);
- 4 puncte — 20 paciente (35,08+6,32%);
- 5 puncte — 15 paciente (26,32+5,83%);
- 6 puncte — 6 paciente (10,53+4,06%).
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14,08%
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Fig. 4.7. Scorul de risc al pacientelor cu avodrgpn in raport cu polimorfismele genetice
MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756§ MTRR A66G (%).

Se obser¥ ca un scor> 4 puncte a fost identificat la 41 paciente (7129%%), un scor
de 2-3 puncte a fost inregistrat la 14 paciente5@b,70%), iar un scor 0-1 puncte — la 2
paciente (3,50£2,43%).

Deficiena enzimati@ ca rezultat al mutalor genetice determih acumularea de
homocistei#i in circulaie cu efect toxic vascular, cu risc crescut tronthatclusiv de tromboze
placentare [136]. In acest context, valoarea suaorgi prezena hiperhomocisteinemiei
(52,64+6,61%) in randul pacientelor cu avort spemtcurent determinatitudinea terapeutic
la o sarcig ulterioat (Anexa 8) [43; 44; 56]. Astfel, un scor de risprezint un mijloc de
ajutor al clinicianului pentru a alege un managenerapeutic adecvat devine cu adeirat util
dac este aplicat concomitesitin acord cu observidle clinice.

Pe baza rezultatelor clinigea genotipizrii, pacientele pot avea o clasificare a riscglui
recomandrile pentru tromboprofilaxia sarcinii pot fi indiializate. Testare genetipentru
trombofilia ereditat devine o parte importantin monitorizareasi prevenirea compligalor
trombotice in sarcinsi post partum.

Sistemul hemostatic joaan rol important in sarcip inclusiv in procesul de implantare
si in dezvoltarea placentei. Implantarea ovocitufacundat la nivelul mucoasei uterine
determird o leditura intre placerd, circulaia materid si embrion. Starea de hipercoagulabilitate
si tromboza pot interfera cu aceste procggmt fi asociate cu avortul spontan [12, p. 9jvélul

crescut al procoagulalor, nivelul sazut al anticoagulanor si scaderea activittii fibrinolitice
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determird o stare de hipercoagulabilitate Tn saidi¥; 37, p. 4; 149]. Acest potgal trombotic
asociat sarcinii este exacerkatle unele condi, cum ar fi: staza venoada nivelul membrelor
inferioare, datorit compresiei la nivelul venei cave inferioaievenelor uterine deatre uterul
marit, cresterea capacitii venoase legatde modificirile hormonale, astfel pe parcursul sarcinii
normale Tnregistrandu-se un risc de circa 4-10nmi mare pentru producerea evenimentelor
tromboembolice [14].

Hiperhomocisteinemia, in prezent, reprezinin factor de risc pentru accidentul
trombotic [14]. Hemostaza organismului matern difée cea din afara perioadei de sar¢84].
Markerii hemostazei in sarcincontribuie atat la citerea gendrii de trombir, catsi la
cresterea fibrinolizei. Modifi@rile factorilor plasmaticisi modificarile fluxului sangvin nu
produc altetri ale hemostazei, dar releprezema sau conduc la agravarea unor boli asociate sau
induse de @tre sarcia [84].

In acest context, au fost ingestigparametrii hemostazei la etapa precotiosk:
numarul de trombocite, concentra fibrinogenului plasmatic, timpul de protrombigi APTT la
femeile cu avort spontan recurent. Valorile paraitoethemostazei s-au incadrat in limite
normale, mefionand & la 4 paciente (7,02+3,38%) concexiadibrinogenului a degit limita
de referina pentru acest parametru. Determiniarea indicilanbstazei a relevat uitoarele
valorii medii: nundrul de trombocite — 281,40%+4,59, fibrinogen — 3,080, timpul de
protrombird — 84,21+0,9%i APTT — 33,87%0,29. Astfel, se atésti toate mediile se nscriu Tn
limitele normale.

Analiza rezultatelor parametrilor hemostazei lai@aele cu avort spontan recurent sunt
normale fgi de limitele normal admise.

S-a determinat valoarea coefigidor de corel@e dintre nivelul homocisteineki
parametrii hemostazei (Figura 4.8). In acest modt@di apreciat influenta pe care o are
homocisteina asupra parametrilor analiz8-a observataexist corelaii de intensitate medie
pentru trei parametri ai hemostazei, astfel honmeitia se asociazcel mai mult cu APTT (r =
0,54), urmeaz timpul de protrombia (r = 0,34)si trombocite (r = 0,35)si corelgie de
intensitate slabcu fibronogenul (r = 0,28).

Corelaiile homocisteinei cu parametrii hemostazei ne fage consideim @
homocisteina redtendina spre trombagz ceea ce poate conduce la virarea echilibruligdlu
coagulant spre hipercoagulare, fapt confirrpiain literatura de specialitate [128; 171]. De
asemenea, considen ca este importat si calitatea endoteliului pe care se pot forma

~evenimentele” trombotice, deoarece un endotelierat de prezeaa homocisteinei devine mai
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sensibil pentru trombocitgi factorii coagudrii, potertdnd proprietiile protrombogene ale

homocisteinei.
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Fig. 4.8. Aspecte corgianale intre valoarea selfi@ homocisteineji parametrii
hemostazei la pacientele cu avort spontan recdiergtudiu.

Astfel prezega hiperhomocisteinemiei, polimorfismelor geneticaprecierea scorului de
risc> 4 puncte in 71,93+5,95%, preecymdentificarea corelgilor de intensitate medie dintre
homocisteiti si parametrii hemostazei determiatitudinea terapeuticulterioat.

Stratificarea riscului obstetrical reprezimt etaja esemiala pentru stabilirea strategigia
metodelor de tromboprofilaxie, precugnpentru estimarea prognosticului apafi sarcinii la
aceste paciente.
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Tromboprofilaxia a fost realizatprin terapie anticoagulantcu heparia cu fragie
molecula# mici, cu efect anticoagulant de tip fiziologic, careegerciti direct asupra factorilor
plasmatici, cu biodisponibilitate superi@arcu efect antiplachetar mig profil de sigurars
ridicat la gravide, precunsi prin medicaia antitromboti@ de tip antiplachetar (acid
acetilsalicilic).

La momentul actual, se utilizeazheparia cu greutate molecularmica in doze
profilactice si doze terapeutice, in tratamentul accidentelombeembolice. In timpul sarcinii,
eficacitatea heparinei cu ndasnoleculai mica, in doz profilactici - 40mg/zi (4000-5000
Ul/zi), este doveditin practica clinig si a fost demonstratde multiple studii clinice controlate
multicentrice [83; 125]. Dozele mici de acid acslicilic (75 mg/zi) pot fi administrate in
asociere cu heparina cu riasoleculai mica, dad efectul anticoagulant se monitorizéatent
[125].

n cadrul cercetii, toate pacientele in perioada preconimemk au primit suplimente de
acid folic si vitamina B, indiferent de scorul de risc identificat. Paced@tcu avort spontan
recurent care au avut un scor de kst puncte au beneficiat de acid folic in doza dedszi si
vitamina B, (500ug), si de un tratament specific anticoagulainantiagregant, meniiscombat
hipercoagulabilitatea. Tratamentul a durat celrp@ luni Thainte de concép si a continuat pe
parcursul sarcinii. Vitamina B a fost administratdoar la etapa precongegmali [176].

Astfel, am efectuat evaluarea clinién dinami&@ ale pacientelor cu avort spontan
recurent, Tn conformitate cu tratamentul admintsgidn raport cu scorul de risc identificat.

Timpul olrinerii unei sarcini a fost uranit la toate pacientele, indiferent de scorul &e ri
obstetrical si tratamentul medicamentos administrat. Astfel, d&ciente (28,07+5,95%) au
obtinut o sarciet In primele 3 luni, din totalitatea cazurilor intigate. In urmatoarele 3-6 luni,
au #wmas gravide 24 paciente (42,10+6,53%). In perio&d42 luni doar 6 paciente
(10,53%4,06%) au almut sarcina.

Cu toate & ritmul vizitelor din cadrul protocolului de utrire a gravidei a fost mai mare
in cazul acestor paciente, sarcinile au avut ougieohormal, complicas cu contragi uterine
nesistematizate. Astfel, studiind evi@dusarcinii actuale la pacientele cu avort spoméairrent
in anamnez para la termenul sarcinii de 2Zgtamani de gests&e, am constatat: iminga de
avort spontan precoce — 19 paciente (41,30+7,2%ipena de avort spontan tardiv — 5
paciente (10,86+4,58%), avort spontan precoce aciept (2,17+2,14%), avort spontan tardiv
— 2 paciente (4,34+3,0%), disgravidie precoce p&8ente (63,04+7,11%).

S-au inregistrat urtoarele rezultate obstetricale:
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* Grupul pacientelor cu scor de rise 4 puncte: sarcina a survenit la 34 paciente
(59,65+6,49%). 32 paciente (56,15+6,57%) au agieptermenul de gest@ de 22
siptamani de sarcify iar la 2 paciente (3,50+2,43%) sarcina s-a satdaavort spontan
precoce (10-11aptamani de sarci si tardiv (13-14 gptamani de sarci).

e Grupul pacientelor cu scor de risc 2-3 puncte: isar@a surevnit la 10 paciente
(17,54+5,03%), toate dagnd termenul de gegie de 22 sptamani de sarcin intr-un
caz (1,75+0,98%) s-a it terapia anticoagulangi antiagregarit

e Grupul pacientelor cu scor de risc 0-1 puncte: isar@ survenit in ambele cazuri
(3,50+2,43%), dar intr-un caz cursul sarcinii segdat cu avort spontan tardiv (12-13
siptamani de sarcij.

e Sarcina nu a survenit la 11 paciente (19,30+5,22%4].

Ultrasonografia repreziaitla ora actual o achiziie deosebit de valoroadn practica
obstetricii moderne. Diagnosticul ultrasonografiterd® date importante pentru telegerea
dezvoltrii  morfologice si fiziologice fetale. Avand 1n vedere calite examenului
ultrasonografic, acesta este in mod frecvent mededaxaminare utilizatde prind intertie, care
dirijeaz investigaiile ulterioare.

In cadrul cerceirii actuale, beneficiile examenului ultrasonogradicinclus: confirmarea
sarcinii, identificarea existggi sarcinii intrauteringi excluderea sarcinii ectopice, determinarea
corecti a varstei gestenale, evaluarea risculuii prezenei anomaliilor cromozomiale sau
malformaiilor congenitale, ceea ce a permis studierea asloediziologicesi patologice ale
sarcinilor la pacientele incluse in studiu. Val@aeeografiei morfologice din trimestrul al doilea
nu ar trebui subestintgtdeoarece reprezinta un reper important la caaeisle ecografice
anterioarsi ulterioare pot fi raportate pentru evaluareatend@ si devoltirii normale fetale.

Frecvema efectdrii masutorilor ecografice a fost in corespundere cu stehda
naional privind nuniarul de examene ultrasonografice obligatorii in tilhparcinii. Conform
datelor olginute in cadrul cercatii, a fost determinato corespundere a parametrilor biometriei
fetale cu varsta de gegitala examenul ultrasonografic pentru trimestrilll de sarcir. Intr-un
singur caz (1,75%0,98%) a fost documentat ecografirnatom decidual. Terapia anticoaguiant
a fost suspendatiar sarcina s-a soldat cu avort spontan.

In ceea ce urmeazvom dezvolta informgle referitoare la modifigrile parametrilor
investigai Tn fungie de timp, in special, de a surprinde modificdigse modificrii in relaie cu

tratamentul administrat.
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Statusul hipercoagulant produs de homocistein ulterior, terapia anticoagulaint
creeaz o circumstati unica care trebuiesfie gestionat cu atefie.
Determinareasi compararea modifigilor concentrédei de homocisteih se obser¥ in

figura 4.9.
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Figura 4.9. Dinamica valorilor medii ale homocisggiserice totale.

Valorile medii ale homocisteinei serice totale astfde 13,31umol/l Tnainte de tratament
si au s@zut la 8,8+0,45umol/l Tn primul trimestru de sarcinsi la 7,9+0,63umol/l in al doilea
trimestru de sarcif) diferena fiind semnificativ statistic (p<0.001).

Evaluarea coagulostatului la femeia graveste extrem de importdintcu atat mai mult
la gravida care arei trombofilie asociat, pentru & sarcina in sine este un factor de risc
suplimentar pentru accidentul trombotic.

Toate gravidele din studiul efectuat in acegstrioad, au fost monitorizate din punct de
vedere al statusului coagulant. Valorile medii pdeametrilor analiza numarul de trombocite,
fibrinogen, timpul de protrombisi APTT sunt expuse in tabelul 4.19.

Se atest, ci pe parcursul trimestruluisl Il de sarciri valorile parametrilor hemostazei in
urma tratamentului anticoagulant sunt normalé & limitele de referigi. Insi, se obsem o
crestere a nurirului de trombocitesi nivelului plasmatic al figrinogenului, devia fiind
semnificativa statistic (p<0.001).

Aceste constati corespund modifigrilor adaptive ale hemostazei in timpul sarcinii.
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Tabelul 4.19. Valorile medii ale parametrilor hetaa®i in urma adminignii

tratamentului anticoagulant

_ Trimestru | | Trimestru Il de
Parametrul Preconcgpnal _ _ t p
de sarcia sarciré

Numéirul de trombocite
281,4+4,59 336,3+4,27 331,2+3,9 8,212 <0.001

(x 10°g/1)
Fibrinogen (g/1) 3,13+0,09 3,4+0,13 3,6+0,18 11,75€0.001
Timpul de protrombia
%) 84,21+0,99 82,32+0,97 85,29+0,78 0,857 >0.,05
0
APTT (secunde) 33,87+0,29 33,94+0,21 34,21+0,19 1,0>0.05

In cursul tratamentului nu au fost inregistrateidente hemoragice, trombotice sau
trombopenie.

In acest context, a fost argumentat rolul terapiei corege a metabolismului
homocisteineisi terapiei anticoagulante cu vizprofilactici la pacientele cu avort spontan
recurentsi deregéri ale metabolismului metioninei, prin fiberea unui scor de risc obstetrieal
4 1n 71,9315,95%. Sarcina a survenit la 46 paci@fe/0+5,22%), s-a soldat cu avort spontan
n 5,27+2,95%, iar in 75,43%5,70% sarcina aagiefermenul de 22aptamani de gesta

Aplicarea eficiernt a stratificirii riscului orienteaz decizia terapeuti si pledeaz in
favoarea unui abord profilactig a unei conduite terapeutice adedévateconceponal si n
timpul sarcinii. Utilizarea profilactica tratamentului antitrombotic, justifiGatle un diagnostic
corect, conduce spre rezultate obstetricale favleralDiagnosticul corect al riscului de
tromboz, cu aplicarea tratamentului constituie, prin urepam factor de reducere a patologiei
legate de sarci#si anume avortului spontan recurent.

4.4. Concluzii la capitolul 4
1. Identificarea genotipurilor polimorfismelor MTHFR6C7T, MTHFR A1298C, MTR

A2756Gsi MTRR A66G, cu evaluarea ponderii alelelor la patele cu avort spontan

recurent din studiu, a permis evidenea: genotipurilor mutante 677Cdi 677TT

MTHFR n 64,92+6,32% cazuri, frecvienalelei mutante T - 0,39; genotipurilor mutante

1298AC si 1298CC MTHFR in 57,89+6,53%, frecwanalelei mutante C — 0,34;

genotipurilor mutante 2756AGi 2756GG MTR in 33,3316,24%, frecuwen alelei

mutante G — 0,19i genotipurilor mutante 66AGI 66GG MTRR in 66,67+6,24%,

frecvena alelei mutante G — 0,44.
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. Identificarea polimorfismelor genetice MTHFR C677MTHFR A1298C, MTR
A2756G si MTRR A66G a permis estimarea riscului avortulpostan pentru fiecare
polimorfism genetic in parte: RR pentru MTHFR C67%12,46, RR pentru MTHFR
A1298C = 3,0, RR pentru MTR A2756G = 4 iRR pentru MTRR A66G = 4,72.

. Genotiparea polimorfismelor MTHFR, MTRRMTRR a atestat prezempolimorfismelor
la pacientele cu avort spontan recurent in 98,280, iar asocieri de polimorfisme in
87,72+4,43% (p<0.001).

. Pacientele cu avort spontan recurent care au fetgrdzigote sau homozigote pentru
alela mutarit pentru polimorfismlele MTHFR C677T, MTHFR A1298MTR A66G si
MTRR A2756G au prezentat valorile homocisteinei sificativ mai mari decéat
pacientele din lotul martor. Incidenhiperhomocisteinemier{2 umol/L) a fost cea mai
mare la pacientele cu avort spontan recurent cotgenh 677TT MTHFR (22,35+2,59
umol/L), urmai de genotipul 2756GG MTR (21,63+8,01 umol/L), ggnat 66GG
MTRR (14,30+2,21 pmol/L}i genotipul 1298CC MTHFR (12,12+1,69 umol/L), peafo
de concentn# plasmatice relativ sizute de folat serigi vitamina B..

. Valorea serig a homocisteinei a fost mai mare in cazul pacientel avort spontan
recurent cu polimorfisme asociate MTHFR, MT® MTRR (13,78+0,97 umol/l)
comparativ cu pacientele cu un singur polimorfisgtedtat (9,83+1,26mol/l) (p <0.05).

. Genotipurile homozigot mutante pentru cele patrdinpmfisme: MTHFR C677T,
MTHFR A1298C, MTR A2756Gi MTRR A66G au fost mai frecvent intalnite in gripu
pacientelor cu avort spontan recurent primar dénaiotul martor, excege fiind
genotipurile 677TT MTHFRi 66GG MTRR intalnite exclusiv Tn grupul pacientetu
avort spontan recurent primar.

. Evaluarea relgei dintre cele patru polimorfisme MTHFR, MT®RMTRR cu termenul la
care s-a produs intreruperea spoftansarcinii, ategtci pacientele cu avort spontan
recurent cu genotip modificat hetrozigot pentruteéoeele patru polimorfisme MTHFR,
MTR si MTRR s-au intilnit mai frecvent la pacientelor auort spontan precoce decat in
la pacientelor cu avort spontan tardiv (p <0.0@Xgepie fiind genotipurile homozigot
mutante pentru toate cele patru polimorfisme MTHFRR si MTRR, care s-au intalnit
exclusiv la pacientelor cu avort spontan precoce(j®01). Pacientele cu avort spontan
precoce prezift hiperhomocisteinemie intermedia13,61+0,87 pmol/l), in timp ce
pacientele cu avort spontan tardiv au avut nivedalic normal de homocistéin
(9,14+1,62 pmol/l) (p <0.05).

115



8. Prezem hiperhomocisteinemiei, polimorfismelor geneticaprecierea scorului de risc
4 in 71,93+5,95%, preecury identificarea corelglor de intensitate medie dintre
homocisteii si parametrii hemostazei reprezinb etaja esemiala pentru stabilirea
strategieisi a metodelor de tromboprofilaxiegi pledeaz in favoarea unui abord

profilactic si a unei conduite terapeutice ade@vateconceponalsi Tn timpul sarcinii.
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SINTEZA REZULTATELOR OB TINUTE

Avortul spontanreprezini cea mai comuncomplicaie a sarciniisi cea mai frecveiit
cauz de sangerare n primul trimestru de sargitb]. in prezent, pierderea sponiam sarcinii
este una dintre cele mai delicate probleme a alist@boderne.

Aproximativ 20% dintre sarcini se pierd spontascul de avort fiind corelat cu varsta
gestaionak, astfel: la 2 sptaimani de gestee riscul este de 75%, intre 3-8p&mani de gestee
riscul este de 10% scade la 5% intre 6-12amani de gestee, iar dup@ primul trimestru de
sarcira riscul independent calculat este de 1-3% [15; 28ffel, aproximativ 80% din pierderile
de sarcia survin in primul trimestru de geg® incidena sézand cu fiecare aptamara
gestaionak.

Avortul spontan, conform criteriilor OMS este ddfina pierderea sarcinii Thainte de a
22-a saptama@nde gestge. Acesta se stabifie prin expulsia produsului de congepcu o
greutate de 500 g sau matipy6].

Avortul spontan recurent, la momentul actual, e®nit ca pierderea a datsau mai
multe sarcini consecutive afecteaz aproximativ 1% dintre toate femeile, iascul de a pierde
o alti sarcira dup trei avorturi consecutive fiind de 55% [15]. Toanmuki autori au constatat,
in baza datelor statistice, 0 majorare a indieievortului spontan recureim ultimii ani, pag la
2%, iar dug unele surse chiar parla 5% [22]. De remarcat,acavortul spontan recurent
constituie o probleth devastatoare reproduciivcu implicgii majore psiho-sociale asupra
cuplurilorsi o0 experiefi negativ pentru personalul medical.

Aceast problend reproductid complex condtioneaz o abordare multidisciplinarin
vederea evalirii factorilor etiologicisi managementului terapeutic adecvat.

La baza avortului spontan recurent se pot aflgirutie factori medicali care pot fi grupa
n genetici, anatomici, endocrini, infémsi, imunologicisi andrologici [15]. n pofida eforturilor
cercetitorilor de a soltiona aceaét problend, mecanismele implicate in dezvoltarea pierderii
spontane a sarcinii nu pot fi intotdeauna elucidaiteratura de specialitate estime&az intre
50-60% cazuri, cu tot setul investigiar de Tnalt performami, cauza nu poate fi precizafi
avortul este declarat idiopatic.

Progresul tehnicagtiintific din ultimii ani a inlesnit remarcabil dezval&a, intr-un ritm
accelerat, atiintei medicale. Astfel, avortul spontan recurent igpliverse ramuri de cercetare
— de la ginecologiesi obstetrié, la anatomie patologi¢c imunologie, genetic si cercetare
fundamenta.

In ultimii 50 de ani s-a inregistrat un interes exional pentru diagnosticul

trombofiliilor si profilaxia trombozelor in practica obstetrigaiar asocierea polimorfismelor
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genetice implicate in procesul de coagulare reptenn important aspect in cercetarea medical
si un factor de risc sporit pentru manif@ge clinice de trombofilie.

Trombofilia este defint ca o anomalie a coagui care predispune la formarea de
tromboze intravascularg caracterizeaz o serie de &ti de hipercoagulabilitate [83; 100]. Ea
reperezint o afegiune cu caracter heterogen, multifactorial, avamaize non-geneticai
genetice [100; 102]. Manifestle clinice si gravitatea trombofiliilor ereditare se coreledatr-o
manier incomplet ipelead si cunoscui cu tipulsi numarul mutgiilor genetice.

Natura ereditdr a avortului spontan recurent este un moment aatgiptunoscut,si
multe cercelri cu substrat molecular-genetic auttda acest domeniul de studiu. Cercetarea in
domeniul geneticii etaledazo now strategie in abordarea etiopatogenezei pierdeciirente a
sarcinii.

Identificarea pacientelor cu risc crescut de a déa\avort spontan recurent repreziot
prioritatesi 0 necesitate, iar diagnosticul corgcprecoce face parte din managementul integrat
al pacientelor cu avort spontan recurent. in ultitfi ani, pe aceastems, au fost evaluate peste
40 de polimorfisme genetice care, in anumite gondetermira dezvoltarea pierderilor
reproductive. Detectarea mtilmr este utii si necesar pentru stabilirea diagnosticului
etiologic, a riscului de recurginsi tromboz in avortul spontan recurent. Mttala nivelul
factorului V Leidensi mutgia G20210A a protrombinei sunt cele mai frecventdstte si
asociate cu avortul spontan recurent [83; 146].laPea acati factori trombofilici ereditari,
polimorfismele C677Tsi A1298C ale genei MTHFR sunt considerate @ aliuz genetia
implicate Tn apatia pierderilor spontane de sarzifi9; 142; 146]. Gena MTHFR, Timpreuou
genele MTRsi MTRR contribuie la reglarea nivelului de homoeist din organism, iar acidul
folic si vitamina B, servesc in calitate de coenzime pentru acestgireac

Nivelul crescut al homocisteinei a fost asociatatactarea placentarinclusiv avort
spontan recurent [152].

In ultimii ani, exist dovezi fundamentatgiintific privind rolul hiperhomocisteinemie, in
patogeneza compligdor trombotice si afectrii microvasculare in diferite boli, inclusig Tn
practica obstetrical Pentru prima dat legatura intre homocisteinurigi tulburarile vasculare a
fost formula de Gibsonsi colab. Tn anul 1964. Mai tarziu, in 1969, McCulliycolab. au
demonstrat legjura intre nivelele ridicate de homocist&iin sangesi dezvoltarea timpurie a
aterosclerozei [131]. Ulterior, mai multe studii deamonstrat rolul hiperhomocisteinemiei in
patogeneza infarctului miocardig¢ afegiunile trombotice, dezvoltarea trombozelor venoase

superficialesi profunde, boala Crohn, demani mai ales boala Alzheimer, etc. Existovezi &
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niveluri crescute de homocisteipat juca un rol important in dezvoltarea sindromiown
[152].

Para in prezent, implicarea homocisteinei in patologisstetrical a fost dovedit in
numeroase cercet. Au fost descrise cazuri de pierderi recurengéesdrcii, defecte de tub
neural cum ar fi spina bifidgi anencefalie, insuficiga placentat, restrigia de cretere
intrauterira a fatului, preeclampsie, decolarea prematarplacentei normal inserate [152; 156;
170; 181].

Analiza literaturii de specialitate, realizain cadrul cercétii, a permis § identificam
date generale privind metabolisngurolul metioninei, homocisteinei, acidului foli vitaminei
B1s, precumsi variantele alelice ale genelor MTHFR, MT®R MTRR ce codifié enzimele
implicate Tn metabolismul fofeor, homocisteineisi metioninei. S-au evidemt mecanismele
prin care homocisteina genereadisfungia endoteliad si exercit agiuni protrombogene,
detaliind acele mecanisme care sunt cel mai biakiatesi suginute experimental, périn acest
moment.

S-a estimat conexiunea dintre hiperhomocisteingirpatologia reproductiz S-au adus
dovezi privind valoarea predictiva homocisteinei serice asupra evi@uavortului spontan
recurent, defectului de tub neural, inferdiiit si esecului FIV, preeclampsia, si@rea prematdy
fapt ce consolideaztotodat, suportul patogenetic al stresului oxidativ, dmsfiei endotelialesi
efectul protrombotic al homocisteingipolimorfismelor analizate.

Cercetirile au demonstrat faptulachiperhomocisteinemia reprezinun marker al
trombofiliilor ereditare. Nivelul seric al ei esw®upus reglemestii enzimatice ale genelor
MTHFR, MTR, MTRRsi CBS, in4, in aceld timp, legatura de interdepend&mcu acidul folic,
vitamina B, si vitamina B poate determina hiperhomocisteinemia dobandit

Paralel cu cerceatile care vizeaz rolul MTHFR n avortul spontan recurent, am reraarc
ca studiile care implig rolul polimorfismelor MTR A2756Gsi MTRR A66G in pierderea
recurend a sarcinii sunt insuficiente, iatigerea autorilor este neunifofmin acest context, s-a
incercat ca cercetarea actugld identifice interagunea dintre #tsiturile genotipicesi fenotipice
ale metabolismului metioningi impactul lor asupra etiopatogenezei avortuluirgpo recurent,
regiune unde aceste variante genegicearametri biochimici nu au fost investiggan in
prezent. Prin intermediul mijloacelor statistica stabilit legtura de cauzalitate intre avortul
spontan recurengi parametrii analizg Acest lucru a permis elaborarea reconaaihat si
calcularea scorului de risc necesar pentru o atéuderapeutit adecvat pentru sarcina

ulterioa#.
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In acest scop s-a realizat un studiu de cahodre a inclus 57 de femei de varst
reproductiv care prezentau in anamaezl pdin 2 pierderi consecutive spontane de sarcin
calificate ca idiopatice in urma anamnezei, ingasgtior clinice si paraclinice. Lotul de control
a fost constituit dintr-un nuéin similar de pacienteifa pierderi spontane de sargjrcu cel pgn
o natere la termen n antecedente.

Programul de examinare a inclus: anchetarea, ddz@Ba a homocisteinei, acidului
folic, vitaminei By,, efectuarea testelor molecular-genetice pentratiiiarea polimorfismelor
MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756¢&d MTRR A66G, determinarea nuimului de
trombocite, concenttia fibrinogenului plasmatic, timpul de protrombigi APTT.

Homocisteina este metabolizaprin intermediul reagei de remetilare Tn metionin
cofactor in acest proces fiind vitaminayBiar acidul folic un cosubstrat eg@h Concentraa
totakh a homocisteinei reprezihtn indicator sensibil funional al deficitului de folagi vitamina
Bi,. In acelai timp, nivelul plasmatic al homocisteinei estdueftat de interagunea factorilor
geneticisi de mediu. Studiile aratca starea vitaminelor B modificrelaia dintre mutdile
MTHFR, MTR, MTRRsi nivelul seric al homocisteinei

Aceste momente de conduie-am utilizat Tn cadrul studiului de cohoith scopul de a
evalua deregtile metabolismului metioninei la pacientele cu dvepontan recurent, iar

agiunile sunt prezentate schematic in algoritmul @ jos (Figura 5.1).

Paciente cu cel putin 2 avorturi spontane consecutive de cauza neprecizata in

antecedente
Evaluarea factorilor de risc: Testarea molecular genetica pentru
varsta, tipul alimentatiei, : D'oz§rez.a ; a identificarea polimorfismelor
activitatea fizica, fumat, homocisteinei serice "| MTHFR C677T, MTHFR A1298C,
consum de alcool si cafea MTR A2756G, MTRR A66G

NB!
l. Dctemlinaréa ~’\\::::::::::__::::: i o i e o o o

concentratiei folatului X n fui'de ri 5o licatiil
S et i 78 precierea scorului de risc pentru aparitia complicatiilor

. Determinarea serici a obstetricale la pacientele cu mutatii genetice si
vitaminei By hiperhomocisteinemie

[39]

Fig. 5.1. Algoritmul evalarii dereghrilor metabolismului metioninei la femeile cu avegontan

recurent.
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in funaie de tipul de avort spontan intalnit, toate paekencu pierderea spontam
sarcinii (100,0%) au fost diagnosticate cu avodrg@an recurent primar. Totodats-a constatat
cd in 87,72+4,34% pacientele au prezentat avort spomrecoce pentru toate sarcinile n
antecedente, in 10,53+4,06% pacientele au foshdsigate atat cu avort spontan precocesicat
cu avort spontan tardiyi in 1,75+0,98% — doar cu avort spontan tardiviamanez.

Rezultatele decelate pun in evigewn prevaleri crescuil a hiperhomocisteinemiei in
randul pacientelor cu pierderea recufiede sarcia. Hiperhomocisteinemia s-a intalnit in
52,64+6,61% comparativ cu 5,26+2,95% din lotul datml, diferema dintre cele dauloturi de
paciente fiind statisticinalt semnificatiw (p<0.001). In acest context a fost apreciat JRB-a
constatat & RR de avort spontan recurent in cazul pacientelohiperhomocisteinemie are
valoare de 10,4 cud 6,76-14,04. Astfel, pacientele cu hiperhomocistgiri prezint riscul de
a dezvolta avort spontan recurent de 10,4 mai dacét femeile din lotul de control (RR =
10,4).

Studiile epidemiologice au demonstrat kivelul crescut de homocistainnitiaza o
cascad de complicéi vasculare [85; 87; 89; 161; 162]. Luand in coesgie ci metabolismul
homocisteinei in celule endoteliale vasculare see@# exclusiv pe reg@ de remetilare a
homocisteinei in metioninsi lipsa degradrii ireversibile a homocisteinei prin intermediul
reagiei de transsulfurare la acest nivel, detetnim caz de hiperhomocisteinemie, exportul
extracelular al acestui metabolit toxic cu instadadisfungei endoteliale, lezarea endoteliulgii,
inducerea unui mediu procoagulant prin activareahmtax si inhibarea fibrinolizei [161; 162;
183]. Acumularea homocisteinei serice induce tromabwaselor placentare, cu dezvoltagea
apariia necrozei fibrinoide, vasculitei, trombozei intn@inale ale arterelor spiralate placentare,
astfel alterand dezvoltarea functionarea placentei, vascularieaacesteia. Din alt punct de
vedere, sarcina, Tn mod fiziologic, se asatiam o stare de hipercoagulabilitate, fiind un
mecanism necesar pentru mosrea fungei placentaresi prevenirea sangaii pe parcursul
sarciniisi In perioada postpartum. Intetamea dintre aceste dbstiri poate influeia in sens
negativ procesul de dezvoltare a produsului de eiec

Acidul folic si vitamina B, au o importata vitala in diviziunea celulds; fiind furnizorii
principali ai grupului de metil necesar pentru szat metionineisi derivatului gu SAM,
responsabil pentru sinteza acizilor nucleici. Rofalatilor si vitaminei B, Tn dinitatea
reproductiv a femeii a fost descoperit de curand. Conc@njoase a vitaminei B si acidului
folic in plasma matetnau fost asociate cu gterea homocisteinei serice totgiemicsorarea
raportului SAM:SAH la #t, ceea ce sugereafungionarea defectuasa procesului de metilare

[197]. Un proces primordial in dezvoltareatului este proliferaregi diferenierea celulax
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rapici [166]. Tn urma sintezei acizilor nucleici, necas#a in acid folicsi vitamina B, se
acutizeaz in timpul craterii tisulare rapide, ceea ce necgsmerninerea unor concentra
adecvate a acestor vitamine Tn plasma matern

Evaluarea concentiiai de acid folicsi vitamina By, la pacientele cu avort spontan
recurent a permis identificarea n 15,79%:s(16,32-25,24) a deficitului de acid folig n
14,04% (Ibs: 5,03-23,05) a deficitului de vitamina B

Hiperhomocisteinemia este adesea asbotat concentrg reduse de vitamine Bi
servate un indicator fungonal de deficit de acid foligi vitamina B [82]. Efectul toxic al
homocisteinei constin acumularea SAH cu inhibarea rgidar de metilaresi sinteza defectuas
de ADN, reagi fundamentale pentru embrionul in curs de deavelt efect dublati de
insuficierta acidului folicsi vitaminei By, [166].

Concentréda serié crescut a homocisteinei la pacientele cu avort spontanrest din
studiu se coreledzsemnificativ cu valoarea plasmadtiscizuta a folatuluisi vitaminei Bp».
Astfel, valoarea medie a homocisteinei a constitif75+1,07umol/l pe fon de concentiia
joasi a folatului seric (9,88+1,02 nmol/ls) vitaminei By, (196,54+14,01 pmol/L) (p <0.001). in
schimb, atunci cand valoarea sér&cacidului folicsi vitaminei By, au defsit limita inferioata
de referina (14,62+1,37 nmol/lsi 279,36+£27,35 pmol/L) nivelul homocisteinei sericgale a
fost de 8,37+0,53mol/l. In acest context, este necesar de remaichiperhomocisteinemia se
asociaz deficitului de folatsi vitamina B».

La ora actua, OMS recomand utilizarea suplimentelor cu acid folic in doza 4@0
ug/zi, atat in perioada preconcemak, catsi pe parcursul intregii perioade de sa#cjh99].
Am determinat & doar in 43,86+6,57% pacientele au administratisigoite cu acid folic n
perioada de preconcgpsi in primul trimestru de sarcin cu toate & majoritatea femeilor au
mernionat @& si-au planificat sarcina. lar in 56,14+6,57% s-agtatat utilizarea suplimentelor cu
acid folic doar pe parcursul primelor 3 luni dewgd#tate. Luand in considetiia interdependega
dintre homocisteina seticsi acidul folic, se impune organizarea programelducgionale
pentru cogtientizareampactului acidului folic asupra sarcinii, in spedin randul pacientelor cu
avort spontan recurent in antecedente.

Luand in considetge ca hiperhomocisteinemia poate fi dobanadit ereditas, au fost
analizai factorii de risc care deterniirdezvoltarea hiperhomocisteinemiei dobandite. Asife
cadrul cerceirii, am constatat o corgia de intensitate puterricdirect intre nivelul seric al
homocisteineisi consumul deigari (r = 0,98) n lotul pacientelor cu avort spontaturent.
Prezema coreldilor pozitive, de intensitate medie dintre homeeisi cu IMC (r = 0,35)si cu

consumul deigari (r = 0,62), precunsi identificarea corelgei pozitive, dar de intensitate stab
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dintre homocisteiisi gradul de activitate fizic(r = 0,23) evidetiaza influenta factorilor de risc
dobandii in devzoltarea hiperhomocisteinemiei in gruputdeatrol.

Mutatiile si polimorfismele genetice cresc probabilitatea mkeerupere a sarcinii pada
50% [84]. Stabilirea cat mai precoce a etiologimrgherii recurente de saréireste necesar
pentru stabilirea unei strategii terapeutice adi&cua sarcina urétioare. Explorarea molecular-
genetia, o metod moderra cu valoare incontestabjl abordat din ce in ce mai frecvent in
aceast entitate nosologiz oferd noi oportuniéti si date incontestabile privind diagnosticul
defectelor trombofilice in avortul spontan recurent

Studiul de fg si-a propus examinarea profilului genotipic pentroliporfismele
MTHFR C677T, MTR A2756G, MTRR A66G implicate n keitmetilarii, spre o Tnelegere mai
bura a acestei patologii. Am investigat frecy&nri incidena a patru polimorfisme: MTHFR
C677T, MTHFR A1298C, MTR A2756Gi MTRR A66G in randul pacientelor cu avorturi
recurente, de origine idiopaiic

Cea mai mare pondere a fost inregistpEntru genotipurile mutante A6&G66G ale
genei MTRR — 66,67+6,24%, total alele mutante O@@&notipurile mutante C6771 T677T ale
genei MTHFR au fost identificate in 64,92+6,32%tatoalele mutante 0,39. Genotipurile
mutante 1298AGi 1298CC ale genei MTHFR au fost apreciate in 576&8B%, total alele
mutante 0,34i ponderea cea mai redua fost depistatpentru genotipurile mutante 2756 AG
2756GG MTR in 33,33%6,24%, total alele mutante OR®&zultatele cerc&li arat prevalema
mai crescut a genotipurilor mutante in grupul pacientelor eora spontan recurent, difenen
fiind semnificatia statistic (p<0.001). Acest fapt subliniaasocierea avortului spontan recurent
cu deredirile metabolismului metioninei la femeile cu avspiontan recurent din studiu.

Tinem ¢ menionam c rezultatele cercati au evidemiat diferene intre nivelul
homocisteinei serice totale in raport cu genotlpuainalizate. Incidea hiperhomocisteinemiei
(>12 umol/l) a fost cea mai mare la pacientele cutaspontan recurent cu genotipul 677TT
MTHFR (22,35£2,59umol/l), urmatde genotipul 2756GG MTR (21,63+8,01 pumol/l), ggmalt
66GG MTRR (14,30%2,24 umol/4) genotipul 1298CC MTHFR (12,12+1,69 pmol/l).

Evaluarea folatului serigi vitaminei By, in raport cu genotipurile MTHFR, MTRE
MTR a constatat prezemvalorilor semnificativ mai mici decat domeniul dermalitate pentru
acidul folic si vitamina B, pentru statusul heteroziggit homozigot mutant al acestor mtita
Nivelul seric de acid folic (6,90+0,42 nmol/L, 92754 nmol/L)si vitamina By, (185,14+15,01
pmol/L, 213,29+27,60 pmol/L) pun in evidermutgiile homozigot mutante MTHFR T677T,
MTRR G66Gsi MTR G2756G.
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De asemenea, a fost evatuabncentrga serié a homocisteinegi rolul acidului folic s
vitaminei By, In raport cu genotipurile polimorfismelor MTHFR THI si MTR A2756G la
pacientele cu avort spontan recurent, deoarecéeadémmine servesc in calitate de cosubstrat in
reagia de remetilare a homocisteinei in meti@anin

Astfel, pacientele cu genotipul TT au avut un niv&mnificativ. mai mare a
homocisteinei serice decat pacientele cu geno@@bl polimorfismului MTHFR 677 (valoarea
medie a homocisteinei: 22,35+2,59 versus 13,70+1m8al/l, p <0.05) cand folatul seric a fost <
13,5 nmol/L, in timp ce aceastlifererta nu se ategtcand folatul seric este > 13,5 nmol/L la
pacientele cu genotipurile C& CT (valoarea medie a homocisteinei: 8,68+3549,17+4,34
umol/l, p <0.05). Crgterea nivelului plasmatic al homocisteinei la patie cu genotipul TT,
din grupa cu folatul seric < 13,5 nmol/L, a foss@ita de un nivel semnificativ mai &zut de
acid folic (6,90+0,42 nmol/L) comparativ cu genolilCT (9,26+0,86 nmol/L}i genotipul CC
(9,99+0,86 nmol/L) (p <0.05). Aceastliferenta nu se obsetvla pacientele cu genotipurile CC
si CT atunci cand cand folatul seric a fost > 13mofiL (19,52+5,05i 20,45+7,87 nmol/L) (p
<0.001).

De asemenea s-a determinat infi@egenotipurilor mutante A2756@ G2756G ale
genei MTR asupra nivelului seric al homocisteirale atunci cand concentieaplasmatig a
vitaminei Bj,a fost mai joasde 259 pmol/L. Nivelul homocisteinei serice a@dgpdomeniul de
normalitate in grupul pacientelor cu statutul semicvitaminei B, < 259 pmol/L, astfel
posesoarele genotipului homozigot mutant G2756Giraagistrat cel mai mare nivel de
homocisteii (24,55+14,35umol/l) (p <0.001), urmate de pacientele cu gendthmterozigot
A2756G (15,85%1,84umol/l) (p <0.01)si genotipul homozigot normal A2756A (13,26+1,19
umol/l) (p <0.05) pe fon de concendrgoase de vitamina B (214,5+6,18 pmol/L, 185,70+8,57
pmol/L si 167,58+10,81 pmol/L). Aceastdeosebire nu s-a atestat la pacientele cu gehotipu
homozigot normal A2756A (9,43+1,28mol/l) si heterozigot A2756G (8,52+1,46mol/l) (p
<0.01) atunci cand concentieaseria a vitaminei B, > 259 pmol/L (406,11+50,52 pmol/Ai
411,25+37,53 pmol/L) (p <0.01). Putem miena cu certitudine, influga genotipului GG al
genei MTR asupra nivelului homocisteinei plasmat{d®,8 umol/l) chiar si atunci cand
concentrda serié a vitaminei B, a defsit 259 pmol/L (314 pmol/L) (p <0.01).

A fost demonstratafemeile de varatreproductiva, femeile cu antecedente obstetricale
complicate (sarcina afectiatle defect de tub neural, avort spontan recuren} efprezint un
grup tinta cu risc crescut pentru deficiende folat sau vitaminaiB[152], care la randulas
poate contribui la ce¢erea valorilor homocisteinei serice. In cadrulcedirii, pacientele cu

avort spontan recurent primar precoce au prezentat valori relativazgte de acid folic
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(11,42+£1,09 nmol/Lsi 11,93+0,88 nmol/L) si vitamina B» (228,93+19,25 pmol/Lsi
232,47+15,57 pmol/L), iar frecvem avortului spontan in antecedente a contribuépaizarea
rezervelor de vitamine, astfel gvaloarea serica acidului folic (11,05+1,15 nmol/lg) vitaminei
B12(223,96+23,40 pmol/L) in grupul pacientelore@ pierderi spontane in anamaezfost mai
mica decat in grupul pacientelor cu 2 pierderi spontem@namnex (12,70+1,23 nmol/Lsi
242,16%20,90 pmol/L), Tasnesemnificativ statistic.

La nivel mondial, au fost adoptate implimentate diverse strategii pentru a reduce
inciderta defectului de tub neural prin suplimentarea eusii acid folic [198], dar prevalaa
ridicata de deficitsi de epuizare a vitaminei;BTn timpul sarciniisi copilarie, care conduce la
cresterea riscului de defect de tub neural, greutat tai ngtere, imaturitate neurolodici un
risc mai mare pentru dezvoltargaapartia bolilor mai tarziu in vigi, a primit mai ptina atenie
in agenda de politici a sistemului dmaate.

La ora actudl, nu exisi ghiduri de practi& pentru medicii obstetricieni-ginecologi
pediatri privind administrarea dozelor optime d&amina B, in perioada preconcgpnah, in
sarcirh si perioada postpartum. Cu toate acestea, definine@i strategii adecvate pentru
prevenirea deficigei vitaminei B, depinde, Tn mod critic, de rezultatele bazate peed
stiintifice. Cele mai multe dintre studiile raportate icqddo prevaler crescui de deficit de
vitamina B> in randul populgei cu venituri micisi mijlocii. lar studii clinice randomizate
privind evaluarea rezultatelor suplimamitcu vitamina B lipsesc [197].

Astfel, exisih 0 nevoie urgeitpentru a actualizai a Tmbogti orientirile actuale ale
interveniilor nutritionale privind rolul vitaminei B si rolul acidului folic, la femeile de vaist
reproducti, gestantei femeile care dbpteaz pentru a megmerea sarcinii, #atatii fatului si
copilului.

In momentul de f@, diagnosticul trombofiliilor ereditare In randuhgentelor cu avort
spontan recurent reprezinun eveniment relativ sporadic. Cu toate acestesi, frecvena
complicaiilor in cazul trombofiliilor (restriga de cretere intrauteria a fatului, pierderea
recurend a sarcinii, decolarea de placenbrmal inserdit naterea premataretc.) consemneaz
o crestere semnificati§. Un alt aspect relevat de studiu a fost prezexclusiv a genotipurilor
homozigot mutante pentru toate cele patru poliraoré analizate in grupul pacientelor cu avort
spontan precoce (p <0.00d)o frecvena relativ mai mare a genotipurilor homozigot mutaiate
pacientele cu avort spontan recurent primar decgatientele din lotul de control, exgegdiind
genotipurile MTHFR T677Tsi MTRR G66G intalnite doar in grupul pacientelor auort

spontan recurent primar (p <0.001). Valori ridicdeeshomocisteis-au asociat cu avort spontan
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recurent primar (p <0.001), avort spontan precpceQ.05)si cu frecvena avorturilor spontane
n antecedente (p <0.05).

Astfel, Tn urma acestui studiu, s-a giule a stabili o legtura, in conformitate cu studiile
din literatura de specialitate [10; 84; 102; 10401111; 143; 172; 187], intre pierderea
recurend spontaB prima@ si precoce a sarcinii, polimorfismele genetice a®,
hiperhomocisteinemig deficitul de acid folicsi vitamina B».

Prezema polimorfismelor asociate ale genelor MTHFR, MER MTRR a permis
aprecierea scorului de risc pentru agi@rcomplicaiilor obstetricale la pacientele cu mtita
genetice a enzimelor implicate in metabolismul hoisteineisi metioninei.

Deficienra enzimatig@ ca rezultat al mutalor genetice determin acumularea de
homocisteisi in circulaie cu efect toxic vascular, cu risc crescut tronyanclusiv de tromboze
placentare [136]. A fost cereciavaloarea scorului de risc obstetrical cu scop vHuare a
managementului terapeutic. A fost argumentat roéwbpiei de cora® a metabolismului
homocisteineisi terapiei anticoagulante cu vizprofilactici la pacientele cu avort spontan
recurentsi dereghri ale metabolismului metioninei, prin fiberea unui scor de risc obstetrieal
4 1n 71,9315,95%. Sarcina a survenit la 46 paci@fe/0+5,22%), s-a soldat cu avort spontan
n 5,27+2,95%, iar in 75,43+5,70% sarcina aagepermenul de 22aptaimani de gestéee.

Problemastiintifica soluionat n tez const in fundamentarea patogenéter factorilor
geneticisi biochimici in dezvoltarea avortului spontan resntr identificareaaora contribuie la
aprecierea riscului pentru ap#icomplicaiilor obstetricale la pacientele cu mtitagenetice a
enzimelor implicate n metabolismul homocisteingi metioninei, si optimizarea
managementului terapeutic, printr-o abordare irmliglizat.

Rezultatele acumulate in cercetarea astiggrezind o baz stiintifica pentru elaborarea
recomandrilor pentru femeile cu avort spontan recurent frieeedente privind necesitatea
dozirii serice a homocisteinai testarea polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR A1Z98
MTR A2756Gsi MTRR A66G. In baza rezultatelor clinigeinvestigaiilor molecular-genetice,
pacientele pot aprecia o clasificare a riscglumplementa recomaradle pentru managementul

terapeutic adecvat individualizat.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMAND ARI
Concluzii generale

1. Tn baza rezultatelor ginute am apreciaticfemeile de varatreproductiv diagnosticate
cu avort spontan recurent sunt consumatoare dea c@f8,68+5,84%), futtioare
(7,02£3,38%), prezigt regim alimentar tip omnivor, dar neechilbrat, ca utm
alimentar inadecvai consum redus de fructelegume proaspete.

2. Rezultatele cercatii efectuate elucidedaz prezema valorilor patologice ale
homocisteinei (52,64+6,61%xi polimorfismelor genetice MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTR A2756G, MTRR A66G MTRR (98,25+0,98%))rseficativ statistic la
pacientele cu avort spontan recurem fde lotul martor (p >0.001}j arat tendinta de
asociere a valorilor crescute ale homocisteinei{RR4), genotipurilor mutante pentru
polimorfismele MTHFR C677T (RR=2,47), MTHFR A1298RR=3,0), MTR A2756G
(RR=4,71)si MTRR A66G (RR=4,72) cu pierderea recutespontas a sarcinii.

3. In urma studiului realizat s-a constatatprezena hiperhomocisteinemiei la pacientele
cu avort spontan recurent este infltegh atat de factorul genetic, incidenfind mai
mare la pacientele cu genotipul 677TT MTHFR (223589 pmol/L), urmdt de
2756GG MTR (21,638,001 umol/L), 66GG MTRR (14,3@®2,umol/L)si 1298CC
MTHFR (12,12+1,69 pmol/L), casi de concentnga folatului seric (r = -0,40%ki
vitaminei B2 (r = -0,28).

4. Stratificarea riscului obstetrical la pacientele axort spontan recurest deregfiri ale
metabolismului metioninei a pus Tn evigerd hiperhomocisteinemia, polimorfismele
asociatesi unice determia individualizarea conduitei obstetricale ulteriaare

5. In cercetarea actuala fost argumentat rolul terapiei de cameca metabolismului
homocisteineisi terapiei anticoagulante cu vizprofilactici la pacientele cu avort
spontan recurendi dereghiri ale metabolismului metioninei prin m@merea sarciniksi
depsirea termenului de 22ptamani de gesta in 75,43+5,70% cazuri.

6. Problemastiintifica soluionat in tez const in aprecierea rolului factorilor genetigi
biochimici in dezvoltarea avortului spontan rectiretientificarea &rora contribuie la
aprecierea riscului pentru ap&i complicaiilor obstetricale si  optimizarea
managementului terapeutic, printr-o abordare imtliglizat, la pacientele cu muia

genetice a enzimelor implicate in metabolismul hoisteineisi metioninei.
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Recomandiri

Pentru valorificarea unui managementiaal si eficient de conduit al pacientelor cu avort

spontan recurent deregfiri ale metabolismului metioninei este necesar:

1.

Implementarea in practica medical determiarii valorii homocisteinei serice totale, ca
analiz de uz curent pentru pacientele care prézicgl puin 2 avorturi spontane
consecutive in antecedente.

Se recomaril testarea polimorfismelor MTHFR C677T, MTHFR A1298GITR
A2756G, MTRR A66G la pacientele cu avort spontaiurent primasi precoce.

Se recomarnidaprecierea scorului de risc obstetrical la paelentu mutai genetice a
enzimelor implicate Tn metabolismul homocisteigianetioninei in vederea alegerii unui
management profilactigi terapeutic adecvat in perioada precomiog@k si in timpul
sarcinii ulterioare.

Se recomandadministrarea acidului foligi terapiei anticoagulante cu vigprofilactici

la etapa preconc@pnak si in sarcird la pacientele cu avort spontan recurgmteregfiri

ale metabolismului metioninei pentru eviduulterioas a sarcinii.
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ANEXE

Anexa 1.
Formular de anchet
Cod de identificare chestionar ............. ..
Nr. Compartiment Cod
raspuns
1 Date personale
1.1 Varsta 20 — 24 ani 1
......... ani 25 -29 ani 2
30 — 34 ani 3
35— 39 ani 4
40 — 45 ani 5
1.2 Mediu de trai urban 1
rural 2
1.3 Starea civil casitorie Tnregistrat 1
casitorie neinregistrat 2
neasitorita 3
1.4 Studii superioare 1
superioare incomplete 2
medii 3
liceale 4
15 Locul de munic Funaionata 1
Muncitoare 2
Casnia 3
1.6 Masa subponderal 1
....... kg IMC normoponderal | 2
1.7 Talia (indicele de | supraponderal 3
....... m mas corporad) | obezitate 4
1.8 Fumat Da 1
Nu 2
1.8.1 | Nunirul detigarete fumate pe zi 1 —t®ari/zi 1
10 — 1%tigari/zi 2
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20 — 2%9tigari/zi

> 30tigari/zi

1.8.2

Durata fumatului

<1lan

2—5 ani

> 5 ani

1.9

Consum de alcool

Da

Nu

19.1

In mediu, consumul de auturi

Ocazional (evenimente, petreceri

alcoolice

O dat pe luri sau mai rar

O dati pe giptamara sau mai rar

De mai multe ori peaptamari

Zilnic

19.2

Tipul &uturii alcoolice

Bere (1 stigl- 330 ml)

Vin (1 pahar de vin — 150 ml)

Tarie (1 pahar mic deitie —

coniac, rom, vodcetc. — 40ml)

1.10

Consum de cafea

Da

Nu

1.10.1

Cantitatea de cafea consumpe zi

1- 2 cgilzi

3 -5 cati/zi

6 — 10 ceti/zi

> 10 cati/zi

Ocazional

1.10.2

Durata consumului de cafea

<1lan

2-5ani

> 5 ani

w

1.11

Tipul alimentgei

Omnivoni (de toate)

-

Carnat (carne + pgte)

Ovolactovegetarian(oui + lapte)

Lactovegetarian (lapte)

Vegetaria# stricti

1.111

Respecta cele trei mese principale a

zilei (mic dejun, pranzi cina)

eDa

Nu

NP O N N
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1.11.2| Céat de des mangisalati sau legume | O dat pe zi 1
la pranz sau ci? De 2-4 ori pe #ptamara
Cel puin 1 dati pe @iptamara 3
Ocazional 4
1.11.3| Consumd fructesi legume proaspete? O date zi 1
De 2-4 ori pe #ptamara 2
Cel puin 1 dat pe siptamara 3
Ocazional 4
1.12 | Practicarea sportului Da
Nu 2
2 Antecedente obstetrical — ginecologice
2.1 Menarha <10 ani 1
........ ani 11 - 16 ani 2
> 16 ani 3
2.2 Ciclul menstrual Regulat
Neregulat 2
2.3 Menstruga < 3zile 1
4 -5 zile 2
> 6 zile 3
2.4 Paritatea 2 1
3 2
4 3
S 4
>6 5
2.5 Avort medical 0 1
1 2
2 3
3 4
>4 5
2.6 Avort spontan 2 1
3 2
S 4
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>6 5
2.6.1 | Termenul la care s-a produs Avort spontan precoce 1
intreruperea spontarm sarcinii (varsta ............. aptamani)
Avort spontan tardiv 2
(varsta ............. aptamani)
2.7 Nateri anterioare 0 1
1 2
2 3
3 4
>4 5
2.7.1 | Modalitatea de finisare astexii per vias naturalis 1
anterioare operaie cezariaa 2
2.7.2 | Termenul ngerii pretermen ........... sp 1
la termen 2
Post-termen ........... sp 3
2.7.3 | Complicai in sarciri Hipertensiune arterialindusi de 1
sarcira
Preeclampsie 2
Restrigie de cretere intrauterina | 3
fatului
Oligoamnios 4
Decolare de placenhormal 5
inserat
Hemoragie postpartum 6
Moartea intrauteriminexplicabib a | 7
fatului
Placenta praevia 8
Tromboflebit Tn timpul sarcinii 9
Diabet zaharat gestanal 10
Altele 11
Fara complicai 12
2.8 Metoda de contracg utilizat Metoda calendarului 1
Prezervativul masculin 2
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Pilule hormonale 3
Spermicide 4
Dispozitiv intrauterin (sterilet) 5
Coitus intrerupt 6
Nici 0 metodi contraceptii 7
2.9 Administrarea suplimentelor cu aci®a 1
folic in sarcinile anterioare Nu 2
2.9.1 | Perioada adminigtii suplimentelor| Inainte de graviditatg n primele | 1
cu acid folic 3 luni de graviditate
Doar in primele 3 luni de saréin | 2
3 Antecedente personale patologice
3.1 Afegiuni ale sistemului nervos centralDa 1
(nervoze, nervalgii) Nu 2
3.2 Afegiuni respiratorii (brosite, Da 1
pneumonii, astm brait) Nu 2
3.3 Afegiuni digestive (gastrit ulcer, Da 1
hepatiti, colecestit) Nu 2
3.4 Afegiuni cardiovasculare (malforriia| Da 1
congenitale, hipertensiune artefial | Nu 2
cardiopatii)
3.5 Afegiuni ORL (rinita, sinuzit, Da 1
adeniti, amigdalit) Nu 2
3.6 Afeaiuni endocrine (pancreas, Da 1
hipofiza, suprarenale) Nu 2
3.7 Afegiuni nefrourinare (cistit, Da 1
pielonefrif) Nu 2
3.8 Patologia oculér Da 1
Nu 2
3.9 Reagi alergice (alimentd, Da 1
nealimentat, medicamentoa$ Nu 2
3.10 | Afeciuni vasculare periferice (boala | Da 1
varicoad, tromboza venoa¥ Nu 2
4 Antecedente heredocolaterale
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4.1 Antecedente heredocolaterale de | Da
evenimente tromboembolice Nu
(tromboz venoas profundi sau
superficiaf, embolie pulmonar
infarct miocardic, atac vascular
cerebral)
5 Investigaii de laborator
5.1 Parametrii biochimici
5.1.1 | Homocisteina Rezultat Valori de refexirb — 12umol/l
Hiperhomocisteinemia mode#at
12 — 30umol/l
Hiperhomocisteinemia
intermediai: 30 — 10Qumol/l
Hiperhomocisteinemia seer>
100umol/l
5.1.2 | Acid folic Rezultat Valori de refegih 13,5 — 45,3
nmol/L
Deficit de folat: < 6,8 nmol/L
Deficiena posibik: 6,8 — 13,5
nmol/L
Folat crescut: > 45,3 nmol/L
5.1.3 | Vitamina B, Rezultat Valori de refriga: 259 — 725
pmol/L
Deficit de vitamina By < 150
pmol/L
Deficiena posibik: 150 — 258.23
pmol/L
Cresteri de vitamina By >725
pmol/L
5.2 Analize molecular — genetice
5.2.1 | MTHFR C677T Rezultat Homozigot duglela normai:

C/C

Heterozigot: C/T
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Homozigot dup alela mutari T/T

5.2.2 | MTHFR A1298C| Rezultat Homozigot duglela normai:
AlA

Heterozigot: A/C

Homozigot dup alela mutari C/C

5.2.3 | MTRR A66G Rezultat Homozigot duglela norma:
A/A

Heterozigot: A/G

Homozigot dup alela mutari
GIG

5.2.4 | MTR A2756G Rezultat Homozigot duglela normai:
A/A

Heterozigot: A/G

Homozigot dup alela mutari

GIG
5.3 Parametrii hemostazei
5.3.1 | Timpul de Rezultat Valori de referig: 70 — 100%
protrombiri Deficit protrombinic: < 70%
(timpul Quick)
5.3.2 | Fibrinogen Rezultat Valori de referiti: 2,0 — 4,0 g/l
Fibrinogen sazut: < 2,0 g/l
Fibrinogen crescut: > 4,0 g/l
5.3.3 | Timpul de Rezultat Valori de referiti: 30 — 40 sec
tromboplasti# Valori anormale

patial activat

(APTT)
5.3.4 | Nunarul de Rezultat Valori de referiat: 180 — 320 x
trombocite 10%g/I
Trombocitoz: > 320 x 18g/I
Trombocitopenie: < 180 x I/l
6 Tratament preconcegional/sarcina
6.1 Acid folic5 mg/zi Da
Nu
6.2 Vitamina E;» 50Cug/zi Da
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Nu 2
6.4 Aspirina 75 mg/zi Da 1
Nu 2
6.5 Heparina cu fraie moleculai mica Da 1
40 mg/zi Nu 2
7 Anamneza obstetricai actuala
7.1 Sarcina a survenit la (dup 1luma 1
administrarea tratamentului la etapa| 2 luni 2
preconceponalk) 3 luni 3
4 luni 4
5 luni 5
> 6 luni 6
Nu a survenit 7
7.2 Iminena de avort spontan precoce Da
Nu 2
7.2.1 | Simptome Dureri n regiunea inferioar 1
abdomenului
Eliminari sangvine vaginale, uneori2
cheaguri
Dureri lombare 3
7.3 Iminenta de avort spontan tardiv Da
Nu 2
7.3.1 | Simptome Dureri n regiunea inferioar 1
abdomenului
Eliminari sangvine vaginale, uneori2
cheaguri
Dureri lombare 3
7.4 Examen ultrasonografic - | tirmestru Da
Nu 2
7.5 Examen ultrasonografic - Il tirmestru Da
Nu 2
7.6 Avort spontan Da 1
Nu 2
7.6.1 | Termenul la care s-a produs Avort spontan precoce 1
intreruperea spontana a sarcinii Avort spontan tardiv 2
8 Investigaii de laborator — I-ul trimestru de sarcina
8.1 Homocisteina Rezultat Valori de refe#itrb — 12umol/| 1
Hiperhomocisteinemia mode#at | 2
12 — 30umol/l
Hiperhomocisteinemia 3
intermediai: 30 — 10Qumol/l
Hiperhomocisteinemia seer> 4
100umol/l
8.2 Timpul de Rezultat Valori de refefin 70 — 100% 1
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protrombira
(timpul Quick)

Deficit protrombinic: < 70%

Fibrinogen Rezultat Valori de refetin 2,0 — 4,0 g/l
Fibrinogen sazut: < 2,0 g/l
Fibrinogen crescut: > 4,0 g/l
8.4 Timpul de Rezultat Valori de referiti: 30 — 40 sec
tromboplasti# Valori anormale
patial activat Valori de referimi: 180 — 320 x
(APTT) 109g/I
8.5 Nunarul de Rezultat Trombocitaz > 320 x 109¢/|
trombocite Trombocitopenie: < 180 x 109g/I
9 Investigaii de laborator — al Il-a trimestru de sarcina
9.1 Homocisteina Rezultat Valori de refe#irb — 12umol/l
Hiperhomocisteinemia mode#at
12 — 30umol/l
Hiperhomocisteinemia
intermediaii: 30 — 10Qumol/l
Hiperhomocisteinemia sever>
100 pumol/l
9.2 Timpul de Rezultat Valori de referig: 70 — 100%
protrombiri Deficit protrombinic: < 70%
(timpul Quick)
9.3 Fibrinogen Rezultat Valori de refein2,0 — 4,0 g/l
Fibrinogen sazut: < 2,0 g/l
Fibrinogen crescut: > 4,0 g/l
9.4 Timpul de Rezultat Valori de referiti: 30 — 40 sec
tromboplasti# Valori anormale
patial activat Valori de referimi: 180 — 320 x
(APTT) 109g/I
9.5 Nunarul de Rezultat Trombocitaz > 320 x 109¢g/|
trombocite Trombocitopenie: < 180 x 109¢/I
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Anexa 2.

Factorii care influenteaz nivelul plasmatic al homocisteinei

Factori Efect Mecanism detame
Factori genetici Mutg genetice 1n 1-117 | Reatia de remetilare redds reagia
genele MTHFR de transsulfurare redis reagia de
MTR, MTRR, CBS transsulfurare inhibat
Homocistinuria ™ Reagtia de transsulfurare inhikiat
Factori fiziologici | Varsta avansat ) Schimlari in funtia renal, menopauzag
Sexul masculin 1 Influenia hormonilor sexual
masculini, masa muscufamare
Sarcina ! Hemodildie, nivel plasmatic redus d
albumira
Regimul Deficit de folat ™" Reatia de remetilare redas
alimentar Deficit de vitamina 11 Reatia de remetilare redas
B2
Deficit de vitamina B | 1 Reatia de transsulfurargi remetilare
redus
Aportul ridicat de| | Readiile de remetilare i
vitamine (acid folic, transsulfurare adecvate
vitamina B, vitamina
Be)
Dieta bogat in|? Aport crescut de metionin
metionira
Stilul de viaa Fumat 1 Leziuni celulare, inhibarea actisit
enzimatice
Cafea 1 Antagonistul vitaminei B acid
clorogenic in cafea
Alcool 1 Modificari Tn activitatea enzimatica
ciclului metioninei
Lipsa de activitate 1 Mod de viga nesinatos
fizica
Preparate Anticonvulsivante ) Epuizarea rezervelor de fala
medicamentoase| Preparate utilizate 1 Inhiba procesul de absaib a
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tratamentul folatilor, inhiba activitatea enzime

dislipidemiilor piridoxal kinaza, alterarea fufiei

(fibratii, Niacina, renale

Colestiramina)

Androgenii 1 Cresc masa muscuiar sinteza
creatininei

Metotrexat (preparatt Inhiba activitatea enzimei dihidrofola

antireumatic)

reductaza

Ciclosporina, L- dopa

Teofilin, Trimetoprim

Alterarea fungei renale, reduc rata @

filtrare glomerula®, inhiba activitatea

—

e

enzimelor  piridoxal kinaza si
dihidrofolat reductaza
Condtii clinice Insuficiena renai ™ Alterarea fungei renale

Hipotiroidie 1 Necunoscut

Afectiuni intestinale | 1 Alterarea procesului de absge
intestinak a vitaminelor grupului B

Artrita reumatoid 1 Preparatele utilizate cu scop de
tratament 1n artrita reumatodlit

deficiena de vitamine, disfunic

gastrointestinale

Diabet zaharat, stadiut

avansat

Alterarea fungei renale

* | - reduc nivelul homocisteinef,- hiperhomocisteinemie modexat 1 - hiperhomocisteinemie

intermediad, 111 - hiperhomocisteinemie sever
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Anexa 3.
Hiperhomocisteinemiasi patologia vasculat

Studiu

Constatare

Bousheyi colab.

O crgtere cu Sumol/L a homocisteinemiei plasmatice este asé@at
risc crescut de boalcoronarias, accidente vasculare cerebraie

boala vascularperiferica

Proiectul European d

Actiune Comua,

studiu multicentric (un

consotiu de medicisi
de la 1

centre medicale di

cercetatori

Noui tari europene)

leHiperhomocisteinemia este asogéiatu un risc crescut de afects
vasculaii periferia, interagionadnd cu &l factori de risc (efect
multiplicativ)

\re

Stampfenri colab.

homocisteinei la percentila 95 comparativ cu petitzesaub 90

Un risc crescut de 3,1 ori pentru infansiocardic cu valori ale

1}

Malinow si colab. si

Voutilainensi colab.

Concentrga plasmatié a homocisteinei este coreélagemnificativ cu
ingrasarea arterelor carotide

Nygard si
Waldsi colab.

colab. si

Corelaia puterni@ intre concentiga plasmati@ de homocistein si

rata de mortalitate la pacigcu boala arterialcoronariag

Kluijtmans si colab. si
Muddsi colab.

Genotipului homozigot TT a genei MTHFR reprezian risc genetic

pentru boala arterialcoronariag

Falconsi colab.

Prevalega ridicati a hiperhomocisteinemiei la pacigrcu tromboza

venoas juvenila

den Heijersi colab.

Hiperhomocistinemia mai mare decéat peitzer?5 reprezirt un

factor de risc pentru tromboza vendasofundi

Simionisi colab.

Prevalega ridicati a hiperhomocisteinemiei la pacigrcu tromboza

venoas periferica a extremittilor superioare

Eichingersi colab.

Hiperhomocisteinemia a fost inregisidat 25% dintre pacigi cu un

prim episod de tromboembolism venos idiopatic

Kottke-Marchant  si

colab.

Concentrga plasmati@ a homocisteinei > i8nol/L reprezini un
factor de risc pentru tromboza artetigil venoasa la pacigncu profil

de coagulare normal

Fermosi colab.

Hiperhomocisteinemia moderaa fost Tnregistrat la 13,1% dintre
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pacienii cu tromboz venoa& si 19,2% dintre pacign cu boalg

arteriak ocluziva

Arruda si colab.,| Polimorfismul 677C—T in gena MTHFR constitue un factor de rjsc
Salomon si colab. si | pentru tromboza venaaggenotipul homozigot confgrun risc usor
Margaglionesi colab. | mai mare vs genotipul heterozigot)

Kluijtmanssi colab. Polimorfismul 677G-T in gena MTHFR poate fi un factor de risc in
apariia trombozei la paciein cu deficit de enzima CBS
Lalouscheksi colab. Risc crescut de accident ischemic tranz#au accident vascular

cerebral minor la pacigincu polimorfismul 677CT in gena MTHFR
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Anexa 4
Echilibrul Hardy-Weinberg pentru polimorfismele MTH FR C677T, MTHFR A1298C,
MTR A2756G si MTRR A66G la pacientele din studiu

Lot de | Echilibrul Lot Echilibrul
Genotip bazi, | Hardy- v p |martor, | Hardy- r° p
n=57 | Weinberg n=57 | Weinberg
MTHFR C677C 0.351 0.366 0.737 0.754
MTHFR C677T 0.509 0.478 | 0.24| 0.63 0.263 0.229| 1.31| 0.25
MTHFR T677T 0.140 0.156 0.000 0.017
MTHFR A1298A | 0.421 0.433 0.807 0.801
MTHFR A1298C| 0.474 0.450 | 0.16| 0.69 0.175 0.188| 0.27| 0.6
MTHFR C1298C| 0.105 0.117 0.018 0.011
MTR A2756A 0.667 0.651 0.930 0.931
MTR A2756G 0.281 0.311 | 0.56| 0.46 0.070 0.068| 0.08| 0.78
MTR G2756G 0.053 0.037 0.00( 0.001
MTRR AGGA 0.333 0.305 0.860 0.832
MTRR A66G 0.439 0.494 | 0.73| 0.39 0.105 0.160| 6.68| 0.01
MTRR G66G 0.228 0.200 0.035 0.008
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Anexa b.

Frceventa genotipurilor polimorfismelor MTHFR, MTR si MTRR la pacientele din studiu

Genotip Lot de Lot martor, 2 ) OR ]
baza, n=57 n=57 OR Il g5
MTHFR C677T
CcC 0.351 0.737 0.19 0.09 — 0.43
CT 0.509 0.263 20,26 0.0004 | 2.90 1.32 - 6.36
TT 0.140 0.000 19.75  1.11-350.8
MTHFR A1298C
AA 0.421 0.807 0.17 0.07 — 0.40
AC 0.474 0.175 18.30 0.0001 | 4.23 1.79-9.98
cC 0.105 0.018 6.59 | 0.77-56.60
MTR A2756G
AA 0.667 0.930 0.15 0.05-—0.48
AG 0.281 0.070 12 67 0.002 | 5.17 | 1.61-16.64
GG 0.053 0.000 7.39 | 0.37—146.32
MTRR A66G
AA 0.333 0.860 0.08 0.03-0.21
AG 0.439 0.105 3205 | 0000007 6.64 | 2.46-17.95
GG 0.228 0.035 8.13 | 1.74-37.92
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Anexa 6.
Relatia dintre genotipurile polimorfismelor testate cu ermenul la care s-a produs avortul

spontan recurent la pacientele din lotul de bat

_ Avort spontan precocg Avort spontan tardiv
Genotip t P
Abs. %, [los Abs. %, ITos
CC| 20 100,0% 5 25,0% 13.0767 <0.001
95,62-104,38 6,03-43,97
MTHFR "cT 28 96,55% 2 6,90% 21.6709 <0.001
677 89,91-103,1 -2,32-16,12
TT| 8 100,0% 0 - - -
93,08-106,92
AA | 24 100,0% 1 4,16% 36.2379 <0.001
96,0-104,0 -3,82-12,14
MTHFR FacT 26 96,29% 5 18,51% 13.5955 <0.001
1298 89,17-103,41 3,87-33,15
cC| 6 100,0% 1 16,67% 16.8799 <0.001
92,0-108,0 -13,15-46,49
AA | 19 100,0% 1 5,26% 32.0414 <0.001
95,58-104,42 -4,77-15,29
MTRR "AG | 24 96,0% 5 20,0% 12.8819 <0.001
66 88,32-103,68 4,32-35,68
GG| 13 100,0% 1 7,69% 26.1576 <0.001
94,57-105,43 -6,79-22,17
AA | 38 100,0% 5 13,51% 19.1026 <0.001
96,83-103,17 2,65-24,37
MTR "AG| 15 93,75 2 12,5% 7.9452 <0.001
2756 81,89-105,6 -3,7-28,7
GG| 3 100,0% 0 - - -
88,60-111,3
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Anexa 7.

Relatia dintre genotipurile polimorfismelor testate cu fecventa avorturilor spontane in

antecedente la pacientele cu avort spontan recurent

2 avorturi spontane

> 3 avorturi spontane

Genotip - - t p
Abs. %, Ibs Abs. %, Ibs
75,0% 25,0%
CC| 15 5 6.1644 <0.001
56,03-93,97 6,03-43,97
MTHFR 62,07% 37,93%
CT| 18 11 2.6559 <0.01
677 44,42-79,72 20,28-55,58
50,0% 50,0%
TT 4 4 0.0000 >0.05
15,36-84,64 15,36-84,64
62,50% 37,50%
AA | 15 9 2.7568 <0.01
43,14-81,86 18,14-56,86
MTHFR 70,37% 29,63%
AC | 19 8 4.7630 <0.001
1298 53,17-87,57 12,43-46,83
50,0% 50,0%
cc| 3 3 0.0000 >0.05
10,0-90,0 10,0-90,0
78,94% 21,06%
AA | 15 4 7.5783 <0.001
60,61-97,27 2,73-39,39
MTRR 68,0% 32,0%
AG | 17 8 4.1199 <0.001
66 49,72-86,28 13,72-50,28
23,08% 76,92%
GG| 3 10 6.8217 <0.001
0,19-45,97 54,03-99,81
76,31% 23,69%
AA | 29 9 6.6069 <0.001
62,8-89,82 10,18-37,20
MTR 75,0 25,0
AG | 12 4 6.1644 <0.001
2756 53,79-96,21 3,79-46,21
100,0
GG| 3 0 - - -
88,96-111,3
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Anexa 8.

Algoritm diagnostic si terapeutic in trombofilia ereditar a

Grupa de risc

Tactica de conduit

Risc Tnalt

Trombofilie ereditad,
>4

Sindrom antifosfolipidic

Hiperhomocisteinemie

Coagulograma preconaagmal
Evaluarea coagulogramei pe parcursul sarcinii (ia da 2

saptaimani)

Administrarea  terapiei  anticoagulante si  antiagregante

preconceponal, pe parcursul sarcingi postnatalsi reajustai sub
controlul coagulogramei

Administrarea suplimentelor de acid fogicvitaminelor B

Risc moderat

Trombofilie ereditat,

Coagulograma precongggmal

Evaluarea coagulogramei pe parcursul sarcinii

N

-

2 — 3 puncte Administrarea terapiei anticoagulante antiagregante in caz
deregfrilor in sistemul de hemost@ancepand cu primul trimestr
de sarcia

Risc redus Evaluarea coagulogramei pe parcursul sarcinii, ilecafe 4

Trombofilie ereditat,

0 — 1 puncte

saptamani, incepand cu primul trimestru de saicin
Administrarea suplimentelor de acid fodicvitaminelor
B
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Anexa 9.
Acte de implementaresi certificat de drept de autor

“APROB”

univ., dr. hab. in st. med.,
T Gh.ROJNOVEANU

'xi’v .
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI

( in procesul stiinfifico-practic)

1. Denumirea  ofertei  pentru  implementare: “ALGORITMUL EVALUARII
DEREGLARILOR METABOLISMULUI METIONINEI LA FEMEILE CU AVORT
SPONTAN RECURENT™.

2. Aurorvi: VISTERNICEAN Elena, doctorand, MOSIN Veaceslav, prof. univ., dr, hab. st.
med., PETROV Vietor, dr. st.med., conf. cercetitor, SPENEI Larisa, prof. univ., dr. hab. st. med.

3. Numarul inovatiei 5567 din 06 apriliie 2017 a.

4. Unde si cdnd a fost implementatd: in TIMSP Institutul Mamei si Copilului in perioada mai
2014 - decembrie 2016.

5. Eficacitatea implementdril: Algoritmul reprezintd o modalilale practici de evaluare a
dereglarilor metabolismului metioninei si homocisteinei la femeile cu avort spontan recurent de
cauzdl neprecizaid in antecedente. Aplicarea algoritmului permite aprecierea profilului seric si
molecular ~ genetic la pacientele cu ASR idiopatic, inclusiv si a determinantelor medico-sociale ce
conditioneaza dezvoltarea hiperhomocisteinemiei, cu evaluarea riscului de complicatii obstetricale
in prezenfa mutatiilor frombofilice §i aprecierea scorului de risc. Aplicarea eficientd a stratificinii
riscului orienteaz decizia terapeuticd, si pledeazi in favoarea unui abord profilactic §i o conduita
terapeuticd adecvati in timpul sarcinii.

6.0biectii/Propuneri: Aplicarea algoritmului evaludrii dereglirilor metabolismului metioninei
la pacientele cu 2 pierderi consecutive de sarcini in anamnez3, in special, in cazul in care nu a fost
elucidata etiologia ASR.

Prezenta inovatic este implementatd conform descrierii in cerere
Director IMSP Institutul Mamei si Copilului / e
Dr. st. med., conf. univ. J% e Sergiu GLADUN

Sef departament stiinta,
Prof. univ., dr. hab.in $t. med, s Ghenadie CUROCICHIN
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“APROB”

Prorector pentru activitatea stiingifica

IP USMF ,,Nicolae Testemitanu” din RM
T O s Prof. univ., dr. hab. in §t. med.,
s ’éﬁ?—:_-f, S Gh.ROJNOVEANU
\ “ f07 wmad  2017a

1. Denumirea ofertei pentru implementare: “DOZAREA HOMOCISTEINEI SERICE LA
PACIENTELE CU AVORT SPONTAN RECURENT”.

2. Autorii: VISTERNICEAN Elena, doctorand, MOSIN Veaceslav, prof. univ., dr. hab. st
med., PETROV Victor, dr. st. med., conf. cercetitor, SPINEI Larisa, prof. univ., dr. hab. st. med.,
CRETU Adrian, cercetitor stiintific.

3. Numarul inovatiei 5568 din 06 aprilie 2017 a.

4. Unde si cdnd a fost implementatd: In Centrul medical “Repromed” in perioada mai 2014 -
decembrie 2016.

5. Eficacitatea implementarii: Tn urma aprecierii homocisteinei serice totale a fost posibil de
identificat incidenfa hiperhomocisteinemiei la pacientele cu ASR idiopatic. Analiza nivelului
homocisteinei serice totale la pacientele cu ASR a permis identificarea si stabilirea relatiei acestui
parametru biochimic cu pierderea recurenta a sarcinii. Hiperhomocisteinemia a fost inregistrati in
52,64% (Ilps 39,68 — 65.6). Dintre acestea, in 49,14% (ligs 36,17 — 62,11) au prezentat
hiperhomocisteinemie moderati si doar in 3,50% (-1,27 ~ 8,27) au prezentat hiperhomocisteinemie
intermediard. Nivelul seric al homocisteinei a fost mai mare in grupul pacientelor cu ASR primar
(14,74+1,12 pmol/l, p <0.01) si ASR precoce (13,61+0,87 umol/l, p <0.05). Valoarea homocisteinei
serice a depésit domeniul de normalitate atit in grupul pacientelor cu >3 avorturi spontane, cit si
pentru cel cu 2 avorturi spontane in anamnez3, dar in grupul pacientelor cu >3 avorturi spontane in
anamnezd, nivelul homocisteinei serice a fost mai mare (15,38+1,13 pmol/l) comparativ cu
pacientele cu 2 avorturi spontane in anamnezi (12,19£1,18 umol/l). (p <0.05).

6.0biectii/Propuneri: Dozarea homocisteinei serice totale la pacientele cu pierderea recurenti a
sarcinii.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere
Director Centrul Medical “Repromed” . %/
Dr. st. med., conf. cercetitor “——Atina HOTINEANU

Sef departament stiinga, ‘%
Prof. univ., dr. hab.in st. med. ~___ Ghenadie CUROCICHIN
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“APROB”
Prorector pentru activitatea stiintifica

Gh.ROJNOVEANU
07wt 2017a

VATIEI
( in procesul stiintifico-practic)

1. Denumirea ofertei pentru implementare: “IDENTIFICAREA
POLIMORFISMELOR GENETICE MTHFR C677T, MTHFR A1298C, MTR
A2756G SI MTRR A66G LA PACIENTELE CU AVORT SPONTAN RECURENT”.

2. Autorii: VISTERNICEAN Elena, doctorand, MOSIN Veaceslav, prof. univ., dr. hab. st
med., PETROV Victor, dr. st.med., conf. cercetitor, SPINEI Larisa, prof. univ., dr. hab. st. med.,
CRETU Adrian, cercetator stiintific.

3. Numarul inovatiei 5569 din 06 aprilie 2017 a.

4. Unde §i cind a fost implementatd: in Centrul medical “Repromed” in perioada mai 2014 -
decembrie 2016.

5. Eficacitatea implementdrii: In urma aprecierii polimorfismelor genetice MTHFR C677T,
MTHFR A1298C, MTR A2756G si MTR A66G a fost posibil de identificat incidenta si implicatiile
lor la pacientele cu ASR idiopatic. Analiza polimorfismelor genetice MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTR A2756G si MTR A66G a identificat genotipurile homozigot mutante pentru cele
patru polimorfisme s-au intdlnit exclusiv in grupul pacientelor cu ASR precoce (p <0.001): MTHFR
677TT (100,0% Iiys: 93,08 - 106,92), MTHFR 1298CC (100,0% Iiss: 92,0 — 108,0), MTR 2756GG
(100,0% Tigs: 88,69 — 111,3) si MTRR 66GG (100,0% Ligs: 94,57 — 105,43) si au fost mai frecvent
intilnite in grupul pacientelor cu ASR primar decédt in grupul pacientelor cu ASR secundar:
MTHFR 1298CC (66,67% ligs: 28,95 — 104,39), MTRR 66GG (92,30% Iiys: 77,81 — 106,79), MTR
2756GG (66,67% Iigs: 13,33 - 120,0), exceptie fiind genotipul 677TT MTHFR intdlnit exclusiv in
grupul pacientelor cu ASR primar (100,0% Ifgs: 93,08 - 106,92)

6.0biectii/Propuneri: ldentificarea polimorfismelor genetice MTHFR C677T, MTHFR
A1298C, MTR A2756G si MTR A66G la femeile cu ASR.

Prezenta inovatie este implementatd conform descrierii in cerere

Director Centrul Medical “Repromed” 5
Dr. st. med., conf. cercetitor lina HOTINEANU

Sef departament stiinta, %
Prof. univ., dr. hab.in st. med. Ghenadie CUROCICHIN
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