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RESUMEN

La presencia de polimorfismos protrombdticos y algu-
nas alteraciones fibrinoliticas han sido descriptas en las
pacientes con pérdidas de embarazos (PE) recurrentes si
bien no hay datos concluyentes al respecto y menos atin en
pacientes con falla de implantacion. El objetivo del trabajo
fue en primer lugar analizar la prevalencia de 3 poli-
morfismos protrombaticos [Factor V Leiden, Polimorfismo
del gen de la Protrombina 20210 (PT 20210) y polimorfismo
del promotor del PAI 1 (4G5G)] en 147 pacientes con his-
toria de PE comparados con un grupo control de mujeres
sanas con historia de embarazos sin complicaciones. En
segundo lugar, analizar la correlacion entre 3 pruebas del
sistema fibrinolitico: PAI 1 inmunoldgico, Lisis de euglo-
bulinas (LE) pre y post isquemia y polimorfismo del PAI 1
4G5G en un grupo de 92 mujeres con historia de PE (n=49)
o fallas de implantacion (FI) post procedimientos de ferti-
lizacién in vitro ( n=43).

La prevalencia de los polimorfismos protrombéticos
estudiados en las pacientes no fue significativamente dife-
rente de la hallada en el grupo control normal, excepto para
el Factor V Leiden en PE tardias (p=0.03) y s6lo una ten-
dencia para el PAI 4G4G en abortos tempranos recurren-
tes (p=0.08).

La respuesta en la LE post isquemia fue mala en el
17.4% y ligeramente alterada en el 19.3%. Considerando a
la poblacion total de 92 mujeres con complicaciones obs-
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tétricas, no existio relacion entre los niveles de PAI 1 o la res-
puesta fibrinolitica a la isquemia con el genotipo del promo-
tor del PAL. Los niveles de PAI 1 estuvieron significativamente
mas elevados en las mujeres que presentaban factores de ries-
go clésico de enfermedad cardiovascular (32.46 vs. 20.6 ng/
ml, p=0.023), y esto fue especialmente debido al grupo de
portadoras del genotipo homocigota 4G4G. Los niveles de PAI
1y las LE prey post isquemia presentaron correlacion positi-
va con el indice de masa corporal.

En el grupo de pacientes estudiadas solo se hall6 una
clara asociacion entre el factor V Leiden y las PE tardias.
El polimorfismo del PAI 1 no se asocié a los niveles de PAI
1 ni a la respuesta fibrinolitica, excepto que las pacientes
presentaran factores de riesgo clasico de enfermedad
cardiovascular.

Palabras claves: Polimorfismos protrombdticos, PAI 1,
polimorfismo del promotor del PAI 1, pérdidas de embara-
zo, factores de riesgo clasico de enfermedad cardiovascular

INTRODUCCION

Durante el embarazo estan descriptos cambios
importantes y graduales del sistema hemostatico, que
provoca una inclinacién del equilibrio normal del sis-
tema hemostético hacia un fenotipo protrombético,
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de manera de mantener la integridad y funcion
placentaria y preparar a la madre para el momento
del parto. Entre las modificaciones que se producen
se observa aumento de factores de coagulacion, sien-
do los més importantes el de factor VII, VIl y factor
von Willebrand, especialmente en las Ultimas etapas
del embarazo®. Sumado a esto, se producen disminu-
ciones en los niveles de inhibidores fisiologicos del
sistema de coagulacion especialmente de proteina S.
Finalmente se observan modificaciones del sistema
fibrinolitico hacia un estado de hipofibrinolisis, dado
por la disminucion del activador tisular del plasmi-
noégeno, y el aumento de los niveles del inhibidor del
activador del plasmindgeno PAI 1y del inhibidor de
origen placentario PAI 2%2,

Es clara la asociacion de embarazo con el desarro-
llo de complicaciones tromboticas, especialmente en
el periodo puerperal, debido al estado hipercoagu-
lable que llega a su méxima expresion en el momen-
to del parto. La presencia de trombofilia genética
concomitante es capaz de aumentar varias veces el
riesgo de trombosis asociada al embarazo®®.

La asociacion de los anticuerpos antifosfolipidos
(trombofilia adquirida) y trombofilia hereditaria, y
dentro de éstas el factor V Leiden (FVL) y el polimor-
fismo del gen de la protrombina 20210 G- A (PT
20210), con las pérdidas de embarazo ha sido relata-
da y establecida a través de metanélisis. No obstan-
te la asociacién estadistica, la relacion de causalidad
entre trombofilia genética y pérdidas de embarazo
especialmente tempranas, es controvertida®®.

En la década de los 90 se ha relatado una alta fre-
cuencia de alteraciones en la respuesta fibrinolitica a
la isquemia en pacientes con abortos a repeticion®,
en la mayor parte de los casos debido a aumentos de
los niveles plasmaticos de PAI 1.

Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar
la asociacion de la presencia de polimorfismos
protrombéticos con las pérdidas de embarazo, asi
como evaluar las variables que influyen en la res-
puesta fibrinolitica alterada a la isquemia por éstasis
venosa y en el aumento del PAI en mujeres con his-
toria de pérdidas de embarazo o con historia de fa-
Ila de implantacion ante procedimientos de fertiliza-
cion in vitro.

PACIENTES

En un primer estudio se evaluaron los poli-
morfismos genéticos, FVL, PT 20210 y Polimorfismo
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de insercion delecion del promotor del PAI -675 4G5G
(PAI 4G5G) en un grupo de 147 mujeres con pérdi-
das de embarazo que concurrieron a nuestro servi-
cio para estudiar la presencia de trombofilia. Se in-
cluyeron: 92 con pérdidas tardias (>10 semanas de
gestacién de un feto morfolégicamente normal), y 55
con historia de abortos tempranos (< 10 semanas,
excluyendo huevos anembrionados) a repeticion
(edad media 35 afios, con un rango de embarazos
perdidos entre 2 y 13). Como grupo control se estu-
diaron 88 mujeres sanas comparables en edad (me-
dia 34 afios) sin complicaciones obstétricas, con al
menos 2 embarazos normales.

En una segunda etapa del estudio, para la eva-
luacion de las alteraciones del sistema fibrinolitico
(polimorfismo del PAI 4G/4G, PAI inmunoldgico y
Lisis de Euglobulinas pre y post isquemia) se estu-
diaron 49 mujeres que habian sufrido por lo menos
2 pérdidas de embarazo recurrentes (grupo de pér-
didas de embarazo PE), ademas se incluyeron 43
mujeres que tuvieron al menos 2 procedimientos de
fertilizacion In vitro fallidos con transferencia de al
menos 3 embriones (Grupo de falla de implantacidn,
FI). La media de edad de las mujeres estudiadas fue
de 36.6 afios. Las pacientes fueron interrogadas y
evaluadas desde el punto de vista clinico para re-
colectar datos acerca de los factores de riesgo cla-
sico para enfermedad cardiovascular (CVD): hi-
pertension, tabaquismo, obesidad, dislipidemia,
diabetes.

EXTRACCION Y TOMA DE MUESTRA

Tanto los pacientes como los controles permane-
cieron en reposo durante por lo menos 20 minutos
antes de la toma de la muestra. Para obtener las
muestras de plasma se realizaron extracciones veno-
sas por puncion Unica y certera, evitando el éstasis
venoso prolongado. Los primeros 5 ml fueron descar-
tados y luego se recolectd la sangre en tubos plasti-
cos que contenian citrato de sodio 0,11M (9:1). Las
muestras fueron centrifugadas dos veces durante 10
minutos a 35009 para obtener el plasma pobre en
plaquetas (PPP). El PPP de las pacientes fue utiliza-
do inmediatamente para la realizacion de la lisis de
euglobulinas y se congelaron fracciones de 1 ml a -
70 °C, para los estudios posteriores (PAl).

Para los anélisis de biologia molecular se recolec-
taron 2.5 ml de sangre entera en tubos estériles con-
teniendo EDTA-K,. En el caso de que hubiera que
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tomar muestras de sangre para otras determinacio-
nes ademas de las de biologia molecular, se tuvo la
precaucion de cargar en primer lugar los tubos des-
tinados paro el andlisis de biologia molecular. Las
muestras se guardaron a 4 °C hasta el momento de
la extraccion del DNA.

Luego de la primera extraccion se coloco el ten-
siometro a 90-100 mmHg (media entre la Sistolica y
Diastolica) durante 20 min, finalizado este tiempo se
tom6 una nueva muestra recogida en citrato para
realizar la lisis de euglobulinas post isquemia.

DETERMINACION DE PAI INMUNOLOGICO

Para la determinacién de PAI-1 inmunoldgico se
utiliza plasma citratado pobre en plaquetas. EI mé-
todo inmunolégico (Asserachrom® PAI, Diagnostica
Stago) se basa en la unién del PAI presente en el plas-
ma a un anticuerpo monoclonal de captura pegado
a la placa de ELISA,; luego de la incubacion, los po-
cillos fueron lavados y se agregd un segundo anti-
cuerpo conjugado con peroxidasa. Finalmente luego
de otro lavado, la actividad de peroxidasa se revel6
mediante el agregado de TMB. El color desarrollado
fue medido en el lector VERSAmax microplate reader
a 405 nm. El valor normal de PAI en la poblacién sana
es de 4 a 44 ng/ml.

LISIS DE EUGLOBULINAS

Para la precipitacién de la fraccién euglobulinica
se agregaron 250 ml de plasma citratado pobre en
plagquetas en un tubo conteniendo 4 ml de agua des-
tilada con 50 ml de &cido acético al 1%. Luego de 30
min a 4 °C se centrifugé 5 min a 3000 rpm. Se des-
carté el sobrenadante, se sec6 el exceso de liquido,
el precipitado se redisolvié en 250 ml de borato de
sodio al 1% y luego se coagul6 por el agregado de
250 ml de CaCl2 25 mM. Una vez que se formod el
coagulo se mantuvo en bafio termostatizado a 37 °C
y se tomo el tiempo que tardo en lisar.

La respuesta a la isquemia se considerd buena
cuando el tiempo de lisis de la muestra post isquemia
fue menor o igual a 30 min (percentilo 97.5), ligera-
mente alterada cuando fue entre 30 y 60 min (entre
percentilo 90 y 97.5), y alterada si fue mayor a 60 min,
rangos de referencia establecidos en nuestro labora-
torio en la poblacion normal.

DETERMINACION DE FACTOR V LEIDEN,
PT 20210, PROMOTOR DEL PAI 4G5G

La mutacion G1691A en el gen del Factor V (FVL)
fue evaluada a través de una PCR-RFLP, con la enzi-
ma de restriccién Mnl | (New England Biolab) (11).
La transicién G - A en el nucleétido 20210 en la re-
gion 3‘no traducida del gen de la protrombina, se
determiné a través de una PCR-RFLP (12) , utilizan-
do la enzima Hind Il (Promega) para la digestién. El
polimorfismo 4G/5G en el promotor del gen del PAI
[insercion (5G)/delecidn (4G)] se estudié mediante
una PCR-RFLP (14) que utiliza como enzima de res-
triccion la Bsl I (New England Biolab).

ESTADISTICA

La comparacion entre las prevalencias de los
polimorfismos protrombdticos en las pacientes y los
controles normales se realiz6 mediante el test de
Contingencia X2. Las correlaciones se realizaron a tra-
vés de la correlacion no paramétrica de Spearman.
Las comparaciones de los niveles de PAI o de lisis de
euglobulinas entre distintos grupos de pacientes se
realizd6 mediante el test de Mann Withney. Todos los
calculos estadisticos se realizaron mediante el Soft-
ware SPSS version 15.5.

RESULTADOS

Al evaluar los polimorfismos protromboticos en el
primer grupo evaluado (147 mujeres con pérdidas de
embarazo y 88 controles normales), no se hall6 asocia-
cion entre la presencia de PT20210 AG con las pérdi-
das de embarazo, pero si se hallé una prevalencia sig-
nificativa mayor de FVL en las pacientes con historia
de PE tardias (tabla 1). Al considerar la presencia del
polimorfismo del PAI se observo una tendencia entre
la presencia del genotipo 4G4G (homocigota 4G) y los
abortos tempranos recurrentes, tabla 1.

En una segunda etapa se estudiaron 3 pruebas
del sistema fibrinolitico: Dosaje de PAIl inmunol6-
gico, LE pre y post isquemia y el polimorfismo del
PAI 4G/5G en un grupo de 92 mujeres con historia
de PE (n=49) o FI post procedimientos de fertiliza-
cion asistida (n=43) comparadas el grupo control de
88 mujeres.

En este nuevo grupo de pacientes, la prevalencia
del genotipo homocigota 4G/4G no demostro dife-
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TABLA 1.- Prevalencia de los diferentes mutaciones y
polimorfismos protromboticos en pacientes con pérdidas
de embarazo

Abortos Pérdidas Controles
tempranos fetales normales
recurrentes tardias

3/55 14/92
FVL 5.4% 15.29%* 2.3%
PT20210 %/2402 22/3300 0%
PAI-1 (4G/4G) 3%36;,22 13/3%2 21.3%

*OR 7.7 (1.7-35.5), p=0.03
SOR 2.1 (0.9-4.6), p=0.08

TABLA 2.- Parametros fibrinoliticos en relacién al
genotipo del promotor del PAI 4G5G

Polimorf PAI LE basal LE Post  PAI (ng/ml)
(min) (min) Media (DE)
Media (DE)  Media (DE)
4G/4G 219 (60) 46 (44) 22.6 (19.1)
4G/5G 218 (65) 38 (38) 24.6 (23.4)
5G/5G 220 (61) 41 (40) 24.1 (22.1)
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Fig. 1.— Niveles de PAI 1 inmunoldgico en relacion con la presencia de
factores de riesgo clasico de CVD en la poblacion total de pacientes con
complicaciones obstétricas (n=92). Los resultados son graficados en Box-
plot y expresados en mediana, percentilos 25 y 75, y rango.

rencias significativas ni en el grupo con PE (26.3%)
ni con Fl (32%) comparado con el grupo control
(21.6%).
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Fig. 2.— a) Niveles de PAI 1 inmunoldgico en relacién con la presencia
de factores de riesgo clasico de CVD en la poblacion total de pacientes
con complicaciones obstétricas portadores del genotipo homocigota 4G4G
del polimorfismo del promotor del PAI 1. Los resultados son graficados
en Box-plot y expresados en mediana, percentilos 25 y 75, y rango.
b)Niveles de PAI 1 inmunoldgico en relacién con la presencia de facto-
res de riesgo clasico de CVD en la poblacién total de pacientes con com-
plicaciones obstétricas portadores del genotipo heterocigota 4G5G u
homocigota normal 5G5G del polimorfismo del promotor del PAI 1. Los
resultados son graficados en Box-plot y expresados en mediana,
percentilos 25 y 75, y rango.

La prevalencia de la mala respuesta en la LE post
isquemia fue de 17.4 % en la poblacion de pacientes
con complicaciones obstétricas. Cuando se evalud la
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Fig. 3.— Niveles de PAI 1 inmunoldgico de las pacientes con complica-
ciones obstétricas en relacion con la respuesta fibrinolitica a la isquemia
post oclusion venosa Los resultados son graficados en Box-plot y expre-
sados en mediana, percentilos 25y 75, y rango.

asociacion entre los diferentes parametros: Lisis de
euglobulinas (pre y post isquemia) y PAI inmuno-
I6gico con respecto al polimorfismo del PAI, tampo-
co se observaron diferencias. Los resultados obteni-
dos se pueden observar en la Tabla 2.

La presencia de algun factor de riesgo clasico para
enfermedad cardiovascular (h&bito de fumar, dislipe-
mia, obesidad, diabetes) se observoé en 36 de las 92
pacientes estudiadas. Al evaluar los niveles de PAI,
se observo que los mismos estaban significativamente
mas elevados en aquellas pacientes que presentaban
factores de riesgo clasico de enfermedad cardiovas-
cular. Los resultados se muestran en la Figura 1. Lo
mismo se observo cuando se evaluaron los niveles de
PAI en pacientes con genotipo homocigota 4G4G
(Figura 2a), pero no en las de genotipo heterocigota
u homocigota normal 5G5G (Figura 2b).

También se verifico que los niveles de PAI fueron
significativamente superiores en aquellas pacientes
gue presentaban pobre respuesta a la isquemia com-
parados con los de respuesta fibrinolitica adecuada
como se observa en la figura 3, existiendo una corre-
lacién estadistica positiva entre los tiempos de lisis
de Euglobulinas tanto pre (r 0.472, p< 0.001), como
post isquemia (r 0.402, p<0.001) y los niveles de PAI
inmunolégico.
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Fig. 4.- Correlacion no paramétrica (Spearman Rank) entre el BMI y
los niveles de PAI inmunolégico de las pacientes con complicaciones obs-
tétricas.

Analizando los datos obtenidos con las pacientes,
se pudo constatar que existié una correlacion positi-
va estadisticamente significativa entre el nivel de PAI
plasmatico y el Indice de masa corporal (BMI), Fi-
gura 4.

La frecuencia de pobre respuesta (mala y ligera-
mente alterada) fue mayor en aquellas pacientes con
factores de riego para enfermedad cardiovascular y
genotipo 4G4G comparadas con las del mismo
genotipo sin factores de riesgo (Figura 5).

DISCUSION

La asociacion estadistica entre las pérdidas em-
briofetales y la presencia de trombofilia genética ha
sido establecida en base a estudios familiares y tam-
bién a metaandlisis. Esta asociacion es clara entre el
FVL vy la PT 20210 AG con la historia de pérdidas
de embarazo tempranas recurrentes y pérdidas tar-
dias no recurrentes” **, complicaciones que también
se asociaron a la deficiencia de proteina S. No obs-
tante esto no fue hallado al analizar la presencia de
deficiencia de proteina C, antitrombina o la homoci-
gocidad para la variante termolédbil de la MTHFR’.
Cabe aclarar que en estas revisiones de la literatura
no consideraron el polimorfismo del promotor del
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Fig. 5.— Proporcidn de respuestas fibrinoliticas malas, ligeramente alteradas y normales frente a la
isquemia por estasis venosa en funcion del genotipo del promotor del PAI y la presencia o ausencia

de factores de riesgo de CVD.

PAI 1 4G/5G. En nuestro estudio si bien la prevalen-
cia de FVL fue significativamente més elevada en las
pacientes con historia de PE tardia, dato que coinci-
de con la literatura. Aunque la prevalencia en abor-
ta-doras tempranas a repeticion fue mayor que en los
controles no se alcanzé significacion estadistica, po-
siblemente por el nUmero de pacientes evaluadas.
Con respecto a la presencia del polimorfismo del PAI
4G5G existen dos estudios del mismo grupo de in-
vestigadores que encuentran una mayor prevalencia
del alelo 4 G, en las pacientes con abortos a repeti-
cion. Cabe destacar que en uno de ellos las preva-
lencias fueron comparadas con las de la literatura®
y en el otro el grupo control de mujeres fértiles con
al menos 2 nacimientos vivos era muy pequefio'’,
comparado con la gran cantidad de abortadoras a
repeticién incluidas. En nuestro estudio, en el que
utilizamos grupos controles adecuados, analizando el
genotipo homocigota -675 4G4G del promotor del gen
del PAI 1, si bien la prevalencia fue superior a la del
grupo control, esta diferencia no alcanzo significacion
estadistica en las pacientes con historia de pérdidas de
embarazo tardias. Tan solo se observo una tendencia
a una asociacion entre el genotipo 4G4G vy las pérdi-
das tempranas. No obstante, esta tendencia no se co-
rrobordé en el segundo grupo de pacientes evaluado.
El PAI 1 es sintetizado en las células endoteliales,
plaquetas (gran reservorio de este inhibidor) y
adipocitos. Las células endoteliales no parecen ser
grandes productores de PAI 1 en ausencia de estimu-

los hormonales, inflamatorios o metabdlicos. El gen del
PAI 1 tiene diversas zonas respondedoras a un grupo
de sustancias®®, como por ejemplo la zona que recono-
ce la VLDL en la zona del promotor que induce la
transcripcion del gen y cuya accién es influenciada por
el polimorfismo 4G5G ?. Asimismo se observan efec-
tos del TNFa, insulina, glucosa, LDL, angiotensina Il
entre otros?, se considera al gen del PAl a un gen de
expresion fundamentalmente inducible.

El PAI 1 aumenta durante el embarazo, puede ser
sintetizado por los sinciciotrofoblastos placentarios y
tendria un aumento muy superior en pacientes que
desarrollan preeclampsia o retardo del crecimiento
fetal. En este grupo de pacientes el aumento de PAI
1 no se relaciond con el indice de masa corporal?.

Existen evidencias de asociacién entre los facto-
res de riesgo clasico para enfermedad cardiovascular
y los niveles de PAI, esto fue descripto inicialmente
en pacientes con infarto agudo de miocardio, en in-
dividuos afiosos, y luego estudiado en el contexto del
estudio PREVEND, en hombres y mujeres de media-
na edad. En el mismo se obsevé una correlacion po-
sitiva entre los niveles de PAIl y los de triglicéridos,
colesterol, glucemia, PCR, presién diastélica, siendo
la mayor parte de estas correlaciones mas marcada
en hombres y mujeres post menopausicas, que en las
mujeres en edad fértil%.

Asimismo es muy clara la interrelacion entre los
genotipos y otras variables bioldgicas que influyen en
el fenotipo que presenta cada individuo. En el caso
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de los niveles de PAI, estos se asocian positivamente
a los indices de masa corporal y la presencia de re-
sistencia a la insulina y es conocido que cuando los
individuos bajan de peso los niveles del PAI-1 dis-
minuyen?,

Es sabido que la actividad fibrinolitica global esta
dada por los niveles de PAI-1. En nuestro trabajo vi-
mos una muy clara asociacién entre la respuesta
fibrindlitica a la isquemia alterada y los niveles mas
elevados de PAI. A pesar de ser una poblacién joven,
tanto la expresion de hipofibrinolisis como los nive-
les de PAI estuvieron claramente asociados a la pre-
sencia de factores de riesgo clésico para enfermedad
cardiovascular, diabetes, dislipemia, hipertensién y
sobrepeso u obesidad, confirmando lo hallado en la
literatura. En esta poblacién sin embargo no se ha-
bian registrado eventos tromboticos ni venosos ni
arteriales, probablemente por la edad.

Los niveles del PAI 1y la hipofibrinolisis no se
hallaron asociados al gentoipo 4G4G del promotor
del PAI cuando se considero el grupo total de pacien-
tes, pero si cuando se analizaron las mujeres que pre-
sentaban factores de riesgo clasico, confirmando nue-
vamente la interaccion entre el genotipo y otras va-
riables biologicas y metabdlicas para la expresion del
fenotipo hipofibrinolitico por aumento de PAI, como
ya fue descripto en la literatura.

SUMMARY

Evaluation of prothrombotic polymorphisms and fibrino-
Iytic tests in patients with history of obstetric complications.

The presence of prothrombotic polymorphisms as well
as some fibrinolysis alterations was depicted in patients
with recurrent pregnancy loss (RPL); but there are no clear
conclusions about their associations with fertilization pro-
cedure failure (FPF). The aim of this study was to evaluate
the presence of prothrombotic polymorphisms (factor V
Leiden, PT 20210 y PAI-1 promoter polymorphism 4G5G)
in 147 women with history of RPL and fibrinolytic tests:
PAI-1 antigen, euglobulin lysis time (ELT) pre and post
venous occlusion (VO) and PAI 4G5G in 92 women referred
for RPL (n=49), or FPF (n=43). There was a statistic asso-
ciation between the presence of Factor V Leiden and late
pregnancy loss, p=0.03. The other polymorphisms did not
show statistic association with RPL, except a trend for PAI
4GA4G (p=0.08). PAI 1 levels and the fibrinolytic response
were not associated with PAI polymorphism considering all
patients. The prevalence of very poor fibrinolytic response
(PFR) to VO was 17.9% and that of slightly poor in 19.3%
in the patients. PAI-1 levels were higher in women with
classical risk factors for cardiovascular disease (CVD), par-
ticularly in those with 4G4G homozygous genotype. PAI-

1, as well as pre and post VO ELT correlated with Body
Mass Index.

In this group of patients, only factor V Leiden was as-
sociated with late PL. The prothrombotic polymorphisms
were not associated to early RPL or FPF. Moreover, in these
healthy and young women PAI-1 levels and fibrinolytic
response to VO were not associated with PAI polymor-
phism, except in patients with classical risk factors of CVD,
which were the main variables associated with hypofi-
brinolysis.

Key words: prothrombotic polymorphisms, PAI 1, PAI
1 promoter polymorphism, pregnancy loss, cardiovascular
disease risk factors
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