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Parametros hemostaticos en placenta
de pacientes con embarazo normal
y con preeclampsia severa.
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Resumen. Con el objeto de buscar el mejor entendimiento del mecanis-
mo hemostatico en la preeclampsia, se estudiaron extractos de placentas ob-
tenidos de 26 mujeres embarazadas normales (EN) y 12 pacientes con pree-
clampsia severa (PES), en los cuales se determinaron trombomodulina (TM),
factor tisular (FT), activador tisular del plasmin6geno (t-PA), inhibidores del
activador del plasminogeno 1y 2 (PAI-1 y PAI-2) y el inhibidor del factor tisu-
lar (TFPI). Los resultados mostraron concentraciones similares de FT, TM y
PAI-2 en ambos grupos, t-PA incrementado no significativamente y el TFPI y
el PAI-1 presentaron un incremento significativo en las placentas de PES.

Hemostatic system parameters of placental extracts
in normal pregnancy and severe preeclampsia.
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Abstract. To better understand the role of the hemostatic mechanism in
preeclampsia, placental extracts obtained from 26 normal pregnant women
(NP) and 12 patients with severe pre-eclampsia (SPE) were analyzed to deter-
mine thrombomodulin (TM), tissue factor (TF), tissue-type plasminogen acti-
vator (tPA), plasminogen activator inhibitor (PAI) 1 and 2, and TF pathway in-
hibitor (TFPI). The results showed similar concentrations of TF, TM and PAI-2
in both groups, while tPA increased no significantly and TFPI and PAI-1 in-
creased significantly in SPE placentas.
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INTRODUCCION

Desde el punto de vista de la hemosta-
sia, los desérdenes hemorragicos y trombo-
ticos son las mas serias amenazas que pue-
den presentarse durante el embarazo y el
parto (1,2). El estado de hipercoagulacion
existente durante el embarazo normal pare-
ce estar relacionado con la formacion del
lecho placentario y con la preparacion ma-
terna para la separaciéon de la placenta
(3-6).

Los cambios de los factores del meca-
nismo de la coagulacion durante el embara-
zo se pueden detectar desde el tercer mes
de la gestacion (7-9). En embarazadas nor-
motensas, la fibrindlisis estd disminuida,
pero retorna a la normalidad una hora des-
pués del alumbramiento (10). La placenta
en el embarazo normal puede actuar como
sitio de origen del factor tisular, el cual es-
timula la formacion de trombina a través de
la via extrinseca de la coagulacion (11).

La cuantificacién del TFPI en tejido
placentario no ha sido reportada, solo se ha
determinado una elevada presencia de su
ARNm en placenta normal, en comparacion
con otros tejidos y con el ARNm de la trom-
bomodulina (TM) y del factor von Wille-
brand (FvW) (12, 13). La concentracion de
TM en la placenta se incrementa a lo largo
de la gestacion, lo cual pudiera ser esencial
para mantener su funcionalidad, asi como
su disminucion podria favorecer una disfun-
cion de la placenta. (1, 14, 15). En el tejido
placentario el PAI-1, PAI-2, t-PA y u-PA for-
man complejos que controlan la actividad
fibrinolitica, previniendo la adhesién de la
placenta al ttero (16, 17).

La preeclampsia es exclusiva del emba-
razo humano representa una de las princi-
pales causas de morbi-mortalidad mater-
no-fetal en el mundo (18-20). Debido a las
relaciones existentes entre la preeclampsia,
el sistema hemostatico y la placenta se han
realizado en los tltimos afos, estudios para

tratar de encontrar posibles respuestas a
las multiples interrogantes existentes, con
relacion a la patologia de la preeclampsia
(21, 22).

Las placentas de mujeres con pree-
clampsia, presentan anormalidades en la
vascularizacién, vasculitis, trombosis de las
arterias espirales, infartos ademas de incre-
mento de la expresion del FT. Este aumento
de FT puede contribuir a la formacién de
depdsitos de fibrina y lesiones oclusivas que
son observadas en el tejido placentario de
preeclampticas; ademas este factor puede
jugar un papel primordial en las complica-
ciones trombdéticas asociadas con esta en-
fermedad (23-27). El FT es requerido en el
epitelio y decidua uterina para prevenir la
hemorragia en el puerperio inmediato, y de-
sempefia un papel atn no explicado en el
mantenimiento del lecho placentario (28).

En extractos de placentas y en el liqui-
do amniético de estas pacientes también se
ha descrito un incremento en los niveles del
PAI-1, y una disminucién significativa del
PAI-2, contribuyendo estos resultados a la
teoria del infarto placentario en la pree-
clampsia, debido a que es la placenta la tni-
ca fuente de produccién de PAI-2 durante la
gestacion normal (29, 33).

La revision de todos estos trabajos nos
ha inducido a realizar un estudio similar
comparando placentas de embarazadas nor-
males con placentas de preeclampticas de-
terminando el FT, el tPA, PAI-1 y PAI-2 que
han sido estudiados por otros autores, ade-
mas de la concentracion del TFPI, la TM y
el FvW en los extractos de placenta con el
fin de obtener nueva informaciéon que per-
mita comprender mejor la fisiopatologia de
esta entidad nosoldgica.

MATERIALES Y METODOS

La obtencion de los extractos de pla-
centas se hizo de placentas tomadas inme-
diatamente después del alumbramiento, de
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embarazadas que acudieron a la Maternidad
Concepcion  Palacios, Caracas-Venezuela
desde el mes de noviembre de 2000 hasta
septiembre de 2001.

Los criterios de inclusion fueron: em-
barazadas primigestas, sin ninguna enfer-
medad conocida, no fumadoras, con edades
de 15 a 39 anos, y una edad gestacional de
36 a 41 semanas. Se les explico el objetivo e
importancia del estudio y se les solicito lle-
nar el consentimiento valido el cual fue ava-
lado por la comision de Bioética de la Ma-
ternidad Concepcion Palacios e Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientificas.
El grupo estuvo formado por 26 embaraza-
das normales (EN), y 12 embarazadas con
preeclampsia (PES). Las embarazadas pree-
clampticas fueron definidas por tener ten-
sion arterial mayor o igual a 160/110
mmHg, edema y proteinuria mayor o igual
a 5 g en orina de 24h o mayor de tres cru-
ces (18-20).

Para la preparacion de las placentas y
posterior obtencién de sus extractos, se uti-
liz6 el Método de Kanfer (22). Como no se
pudo obtener una buena recuperacion de las
proteinas, se hizo necesario modificarlo, rea-
lizando sonicacion de los extractos, y asi se
obtuvo una mayor recuperacion de las pro-
teinas. Una vez obtenidas las placentas fue-
ron inmediatamente perfundidas a través del
cordén umbilical con 3 L de NaCl al 0,85%
frio, para eliminarles la mayor cantidad de
sangre, luego se perfundieron con 1 L de
una solucién que contenia: Tris-HCI 20 mM -
Sacarosa 0,125 M - Benzamidina 1 mM, pH
7,4 (Tampén 1), y finalmente fueron conge-
ladas a —-80°C, hasta su procesamiento.

Inmediatamente después de desconge-
lar, las placentas fueron cortadas en piezas
de 80 g, licuadas en 100 mL de Tampén 1,
y centrifugadas a 3000 ¢ X 20 minutos a
4°C en centrifuga refrigerada 4227 (RCF.
Meter, USA). Se descartaron los sobrena-
dantes y se homogeneizo ¢l precipitado por
3 veces con Tampén 1 utilizando un homo-

geneizador de tejidos (Powergen 125 Fisher
Scientific, USA). Se resuspendi6 el precipi-
tado en proporcién peso/volumen (p/v) en:
Tris-HCI 20 mM, NaCl 0,14 M, NaN; 0,02%,
PMSF 1 mM, pH 7,4, frio (Tampd6n 2). Se
homogeneiz6 a baja velocidad por 1 minu-
to, en frio, se centrifugdé a 30.000 g X 20
minutos a 4°C, luego el precipitado fue re-
suspendido en: Tris-HCI 20 mM, NaCl 50
mM, NaN; 0,02%, IGEPAL 0,5%, pH 7,4, frio
(Tampon 3). Se dejé rotando toda la noche
a 4°C.

Al siguiente dia este homogeneizado se
sonicd, en frio, con un sonicador Bransonc
2200 (Bransonc Ultrasonics, Corporation
Eagle Road, USA) con 5 toques de 90 segun-
dos ¢/u. Se centrifug6 a 30.000 ¢ X 30 mi-
nutos a 4°C. Se tomaron 20 mL del sobrena-
dante de cada muestra, y se concentraron
hasta 3 mL por ultrafiltracién, usando mem-
branas DIAFLO® PM 10,43 CM (Amicon,
Danvers, Massachusetts, USA); y luego se
dializaron con: Tris-HCl 20 mM, IGEPAL 1%,
pH 7.4 (Tamp6n 4). A cada extracto se le de-
terminé las proteinas totales por el método
de Lowry (34); finalmente se almacenaron a
—80°C, hasta su posterior uso.

Se hicieron determinaciones antigéni-
cas del FvW por el método de ELISA, utili-
zando el kit comercial Asserachrom para
FvW de Diagnostica Stago, (Asnieres, Fran-
ce), v leidos en un Titertec Multiskan®
Mece/340, EFLAB (Finland).

Las determinaciones antigénicas de FT,
TFPI, TM, tPA, PAI-1 y PAI-2 se realizaron
por el método de ELISA, utilizando kits co-
merciales especificos para cada una de ellas
obtenido de American Diagnostica (Green-
wich, USA) y Diagnostica Stago (Asnieres,
France) y la lectura se efectué en un
TITERTEC MULTISKAN® MCC/340, EFLAB
(Finland). Todos los valores se expresaron
por mg de proteinas en el extracto.

Se utiliz6 la prueba t-student, y corre-
lacién de Pearson. Valores de p < 0,05 fue-
ron considerados como significativos.
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RESULTADOS

Los datos clinicos se muestran en la
Tabla 1. No se observaron diferencias esta-
disticamente significativas en cuanto a
edad de la paciente, edad gestacional y peso
fetal, en los dos grupos de estudio.

En los extractos de placentas de embara-
zadas normales, la concentracion promedio de
proteinas fue de 13,82 = 52 mg/mL y en los
extractos de placentas de embarazadas pree-
clampticas, de 12,88 = 3,0 mg/mL (p = NS).

En la Tabla II se muestran los valores de
cada uno de los parametros estudiados en los
dos grupos. Entre ambos grupos no se obser-
varon diferencias significativas entre los valo-
res de FT, PAI-2, FvW y TM. En las pacientes

preeclampticas el tPA mostré un incremento
aunque no significativo, y en cambio el TFPI y
el PAI-1 mostraron incremento estadistica-
mente significativo (p = 0,0076 y p = 0,04
respectivamente).

Al correlacionar los distintos parame-
tros estudiados solo se observd en los ex-
tractos de placentas de preeclampticas una
correlacion negativa (-0,759) entre el tPAy
el FT (p < 0,05). No hubo correlaciéon entre
los otros valores en cada grupo entre si.

DISCUSION

La preeclampsia es una patologia cuya
etiologia esta atin por establecerse, se han
implicado numerosas causas para tratar de

TABLA I
DATOS CLINICOS DE PACIENTES CON EMBARAZO NORMAL Y CON PREECLAMPSIA SEVERA
Datos Embarazo normal Preeclampsia severa Valor
clinicos (n = 26) (n=12) de p
X = DE Rango X = DE Rango
Edad (afios) 20,8 =5 15,0-39,0 228 +48 16,0-35,0 NS
Edad gestacional 38,6 = 1,3 37,0-41,0 38,0 1,7 36,0-41,0 NS
(semanas)
Peso fetal 3150,0 = 378,8 2450,0-4050,0 3126,6 = 689,4 1750,0-4450,0 NS

(gramos)

n: tamaio de la muestra. DE: desviacion estandar.

NS: no significativo.

TABLA II
CONCENTRACION DE FACTORES HEMOSTATICOS EN PLACENTAS DE EMBARAZADAS NORMALES
Y CON PREECLAMPSIA SEVERA

Parametros Embarazo normal Preeclampsia severa Valor

hemostaticos n X = DE Rango n X = DE Rango dep
FvW (mg) ELISA 17 23,5+ 8,2 2,4-32,9 9 2232=*99 5,6-38,1 NS
T™M (ng/mg) 25 1,6 £1,6 0,5-9,0 12 1,53 = 1,1 0,42-3,6 NS
tPA (ng/mg) 15 0,14 £ 0,12  0,01-0,5 7 0,23 = 0,18 0,03-0,6 NS
PAI-1 (ng/mg) 17 9,05 £ 4,5 1,3-18,1 8 11,9 = 5,06 6-19 0,048
PAI-2 (ng/mg) 24 8,15 = §,1 3,6-33,3 12 15,15 = 10,1 4-35 NS
FT (ng/mg) 9 19,2 £ 6,8 11,6-30,7 9 20,7 £ 8,9 3,79-33,1 NS
TFPI (ng/mg) 24 1184 +2.7 75177 10 151 *3.7 9,4-21,0  0,0076

n: tamaino de la muestra. DE: desviacion estandar.

gramos de proteinas.

NS: no significativo. Los datos estdn expresados por mili-
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explicar esta enfermedad, que afecta de un
6 a 8% de las embarazadas en el mundo, y
que representa una de las principales cau-
sas de morbi-mortalidad materno-fetal (10,
35).

No existe preeclampsia sin la presencia
de placenta y por esto se la ha relacionado
como el origen de esta entidad. Roberts y
col. (36), propusieron que alteraciones en
la funcién de las células endoteliales, por
agentes circulantes producidos por la pla-
centa, inician este sindrome clinico; por lo
que la disfuncién de las células endoteliales
podria explicar muchos de los cambios fisio-
patolégicos observados en la preeclampsia.
Se ha descrito en la preeclampsia un mayor
estado de hipercoagulabilidad con respecto
al embarazo normal, encontriandose diferen-
cias en la concentracién de varios factores
hemostaticos, a nivel plasmatico (37-39).

En nuestro estudio no encontramos di-
ferencias estadisticamente significativas en
la concentracion de proteinas entre los ex-
tractos de placentas de embarazadas nor-
males en relacion con los extractos de pla-
centas de preeclampticas severas; estos re-
sultados son similares a los encontrados por
Estellés y col. (30) y Kawano y col. (40). El
escaso namero de pacientes con preeclamp-
sia, utilizado en nuestro estudio probable-
mente se debié a los miultiples criterios de
exclusion y al tiempo destinado para el es-
tudio el cual fue de 11 meses.

No hay reportes en la literatura de la
concentracion del TFPI, la TM y el FvW en
los extractos de placentas de embarazadas
normales y con preeclampsia severa. Bajaj y
col. (13) reportan una alta concentracién
de ARNm de TFPI en tejido placentario nor-
mal. Nosotros encontramos un aumento
significativo del TFPI en las PES, éste incre-
mento podria indicar un aumento en la sin-
tesis de este factor en las células endotelia-
les a nivel placentario, lo cual podria deber-
se a un estado compensatorio existente en
esta patologia.

La concentracion del FvW, determina-
do por el método de ELISA, revel6 una dis-
minucion no significativa en los extractos
de placentas de PES.

El incremento de la TM plasmatica (1,
14, 15) y placentaria se observa a medida
que avanza el embarazo, aumentando atin
mas, cuando éste se complica con pree-
clampsia. Nosotros no observamos diferen-
cias estadisticamente significativas en los
extractos de placentas de los dos grupos es-
tudiados.

Estellés y col. (30) en un estudio reali-
zado en extractos de placentas de 6 emba-
razadas con preeclampsia y de 7 embarazos
normales, reportaron un incremento signifi-
cativo del FT en extractos de placentas de
PES. Nosotros con un grupo discretamente
mayor de casos no observamos diferencias
entre ambos grupos; esto podria deberse en
parte al namero de casos estudiados.

Los componentes de la actividad fibri-
nolitica, como lo son PAI-1, PAI-2, tPA y
uPA, se conoce que previenen la adhesion
de la placenta al ttero (16, 41). Nosotros,
al igual que Kanfer y col. (22) encontramos
una tendencia al aumento de tPA en PES,
aunque no estadisticamente significativa,
ademads de una correlacion negativa del tPA
y el FT, lo cual puede ser igualmente un fe-
némeno compensatorio del embarazo con
preeclampsia. Al igual que Estellés y col.
(30), (quienes utilizaron 15 extractos de
PES y 17 de EN, nosotros utilizamos 8 de
PES y 17 de EN); observamos un incremen-
to del PAI-1 en extractos de placentas de
PES, que para nosotros fue significativo, y
no encontramos diferencias en la concen-
traciéon de PAI-2, aunque se ha reportado
que bajos niveles de PAI-2 esta asociado con
evidencia macroscoépica de infarto placenta-
rio y bajo peso al nacer (42).

El incremento, no significativo, del
tPA y significativo de TFPI puede interpre-
tarse como un fenémeno compensatorio;
cabria pensar que con un mayor ntimero de
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pacientes el incremento de tPA se haria sig-
nificativo.

En conclusiéon se hacen necesarias in-
vestigaciones posteriores con mayor name-
ro de muestras, para poder dilucidar si se
mantienen o varian las diferencias observa-
das por nosotros y otros investigadores, en
cuanto a varios de los factores estudiados,
para de esta forma contribuir a develar los
posibles factores que intervienen en el desa-
rrollo de la preeclampsia.
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