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INTRODUCCION

1 Introducciéon

1.1 Preeclampsia

La preeclampsia (PE) es una enfermedad multisistémica caracterizada por la apariciéon de
hipertension arterial y proteinuria en la segunda mitad de la gestacién. Constituye una
importante causa de morbilidad y mortalidad materna y neonatal que complica el 2 al 8% de los
embarazos (Duley, 2009). En la madre puede progresar a disfuncién endotelial generalizada que
afecta principalmente al higado, cerebro y rifiones. En el feto se asocia a crecimiento

intrauterino retardado y a partos prematuros (Sibai et al., 2005).

1.1.1 Definicion

Segln la Sociedad Internacional para el Estudio de la Hipertensiéon en el Embarazo (ISSHP,
International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy), la PE es la hipertension
persistente de novo (presidn arterial sistélica 2140 mmHg, presién arterial diastdlica 290 mmHg)
que se desarrolla a partir de las 20 semanas de gestacién acompafiada de una o mas de las

siguientes condiciones de nueva aparicidn:

- Proteinuria (definida como la excrecion de 2300 mg de proteina en orina de 24h; o un
cociente proteina/creatinina 20,3 (medidas ambas en mg/dL).
- Otras disfunciones de 6rganos maternos:
o Dafio renal agudo (creatinina =1 mg/dL).
o Afectacion hepatica (elevacidn de las transaminasas, por ejemplo, ALT o AST >40
Ul/L) con o sin dolor abdominal en el cuadrante superior derecho o epigastrico.
o Complicaciones neuroldgicas (ejemplos: eclampsia, alteracién del estado mental,
ceguera, derrame cerebral, clonus, cefaleas graves y escotoma visual persistente).
o Complicaciones hematoldgicas (trombocitopenia, coagulacién intravascular
diseminada, hemdlisis, etc.).
- Disfuncidn uteroplacentaria (como restriccion del crecimiento fetal, forma anormal de la

onda del Doppler de la arteria umbilical, o mortinato) (Brown et al., 2018).

1.1.2 Epidemiologiay factores de riesgo

La PE es responsable de mas de 500 000 muertes fetales y neonatales y de mas de 70 000

muertes maternas cada afio a nivel mundial (Brown et al., 2018). Complica hasta un 10% de las
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gestaciones, aunque la falta de estandarizacién del diagndstico y la heterogeneidad de las
poblaciones estudiadas dificultan las estimaciones. La incidencia de la enfermedad es superior
en los paises en vias de desarrollo, aunque sigue siendo alta en los paises desarrollados

(Hutcheon et al., 2011).

Existen varios factores que aumentan el riesgo de desarrollar la enfermedad. Una mujer tiene
alto riesgo de PE si ha tenido una enfermedad hipertensiva durante un embarazo, enfermedad
renal crénica, enfermedades autoinmunes (lupus eritematoso sistémico, sindrome
antifosfolipido, etc.), diabetes o hipertensidn crénica. Las mujeres corren un riesgo moderado si
son nuliparas, tienen una edad >40 afios, un indice de masa corporal (IMC) =35 kg/m?
antecedentes familiares de PE, un embarazo multifetal, mola hidatiforme, un intervalo entre
embarazos de mds de 10 afios y si su origen étnico es afroamericano. Existen otros factores
clinicos que aumentan significativamente el riesgo de PE, como la elevacién de la presidn arterial
media (PAM) antes de las 15 semanas de gestacion, los estados de hipercoagulacion, las
enfermedades vasculares, el sindrome del ovario poliquistico, los trastornos respiratorios del
sueno y diversas infecciones como la enfermedad periodontal, las infecciones del tracto urinario
y el Helicobacter pylori. En cuanto a los antecedentes obstétricos, el sangrado vaginal durante
al menos cinco dias durante el embarazo aumenta el riesgo de PE, al igual que el uso de la
donacidn de ovocitos (Fox et al., 2019; Wang et al., 2009). Se ha demostrado que el tabaquismo

reduce la aparicién de la PE (Wikstrom et al., 2010).

1.1.3 Clasificacion

En funcidon de la edad gestacional a la que se instaura, la PE puede clasificarse como PE de inicio
temprano (antes de 34 semanas) o PE de inicio tardio (a las 34 semanas o después). La relevancia
de esta clasificacidon va mas alla de etiquetar la enfermedad ya que estos subtipos difieren en su

fisiopatologia, complicaciones derivadas y manejo clinico (Alvarez-Fernandez et al., 2016).

En la PE de inicio temprano (placentaria) se produce una placentacién anormal por hipoxia, que
provoca un aumento de los niveles de la forma soluble de la tirosina quinasa tipo 1 similar al
FMS (sFlt-1) y una disminucidn del factor de crecimiento placentario (PIGF). Esto altera el
equilibrio angiogénico y modifica el flujo sanguineo al embrién en desarrollo; la PE placentaria
se asocia con una alteracion de la transformacion fisiolégica de las arterias espirales que
ocasiona una resistencia al flujo sanguineo en las arterias uterinas. La PE de inicio tardio
(materna) surge debido a la interaccion entre la placenta y factores maternos que, en ultima

instancia, causan dafos microvasculares, y provocan disfuncion endotelial materna. La PE
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materna se produce en las fases mas tardias del embarazo, por lo que realmente hay poco o
ningln cambio en la transformacion arterial y, por tanto, se mantiene la perfusion placentaria.

La PE de inicio temprano es mds grave que la de inicio tardio (Nirupama et al., 2021).

1.1.4 Fisiopatologia

La PE, que a menudo se presenta como hipertensidn de inicio reciente y proteinuria durante el
tercer trimestre de embarazo, puede progresar rapidamente a complicaciones graves, incluida
la muerte tanto de la madre como del feto. Si bien aun se debate la causa de la PE, numerosos
estudios fisiopatoldgicos y clinicos sugieren que la placenta es un elemento central en la

patogenia de este sindrome.

La PE es una enfermedad de la placenta que progresa en dos etapas: una placentacién anormal
al principio del primer trimestre, seguida de un "sindrome materno" en el segundo y tercer
trimestre, caracterizado por un exceso de factores antiangiogénicos. Aunque el mecanismo por
el que ocurre la placentacion anormal es controvertido, se ha demostrado en modelos animales
que la isquemia uteroplacentaria impulsa la respuesta hipertensiva y el fallo multiorganico
observado en el sindrome preecldmptico materno. Se han propuesto varias teorias para explicar
la disfuncién placentaria observada en el primer estadio, entre ellas el aumento del estrés
oxidativo, la presencia de células asesinas naturales (NK) anormales en la interfaz materno-fetal
y la influencia de factores genéticos y ambientales. La placenta enferma provoca la liberacién de
factores solubles en la circulacién materna que dan lugar a inflamacién, disfunciéon endotelial y

enfermedad sistémica materna (Rana & Karumanchi, 2017).

Durante el embarazo normal, el citotrofoblasto extravelloso de origen fetal invade las arteriolas
espirales de la decidua y el miometrio, que pierden su naturaleza endotelial y se transforman de
vasos de alta resistencia en grandes vasos, capaces de proporcionar una perfusidn placentaria
adecuada para alimentar al feto en desarrollo. En la PE se produce una invasion endovascular
superficial que afecta el remodelado de las arteriolas espirales, que permanecen estrechas y sin
dilatar (Rana & Karumanchi, 2017), reduciendo la presion de perfusidén uterina y provocando

isquemia placentaria e hipoxia (Figura 1.1).

La principal causa de insuficiencia placentaria es la hipoxia. En la PE, la falta de oxigeno en la
placenta regula al alza la expresién del factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a), que en estas
condiciones potencia la expresion del sFlt-1 y del factor de crecimiento transformante B3 (TGF-
B3), que inhibe la diferenciacion del trofoblasto extravelloso y la proliferacion del

citotrofoblasto. Tanto HIF-1a como TGF-B3 se sobreexpresan en la placenta preeclamptica y se
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consideran indicativos de condiciones hipdxicas persistentes (Laresgoiti-Servitje & Gdémez-

Lépez, 2012).

Figura 1.1
Fisiopatologia de la PE
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El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes que conduce
a una alteracién de la sefalizacion y el control de los procesos de oxidorreduccién enddgenos.
El estrés oxidativo implica especies reactivas de oxigeno (ERO), siendo las mds comunes el
superdéxido, el peréxido de hidrégeno y el radical hidroxilo. Un proceso paralelo se conoce como
estrés nitrosativo, que involucra especies reactivas del nitrégeno (ERN) como el éxido nitrico
(NO) y el peroxinitrito. Debido a sus propiedades altamente reactivas, las ERO y las ERN pueden
causar dafios estructurales y fisiologicos en el ADN, el ARN, las proteinas y los lipidos, incluidos

los lipidos unidos a la membrana celular.

Esta bien documentado que el crecimiento embrionario y fetal requiere una cantidad moderada
de estrés oxidativo y nitrosativo. En la fertilizacion, la embriogénesis, la implantacién del
embriény el crecimiento y diferenciacion de la placenta es necesario un balance adecuado entre
las ERO, las ERN y los antioxidantes (Al-Gubory et al., 2010). Para combatir el estrés oxidativo
existe un sistema de proteccidn interno constituido por mecanismos de defensa antioxidantes,
como el formado por la enzima superdxido dismutasa, la glutation peroxidasa y el glutation.
Ademas, existe una relacidn entre las ERO y la enzima dxido nitrico sintasa endotelial (eNOS)
gue contribuye a mantener la salud endotelial y la PAM mediante la producciéon de NO, un

potente vasodilatador (Del Rio et al., 2005).
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A nivel celular, la PE se ha asociado en gran medida a la liberacion de radicales libres por parte
de la placenta. El estrés oxidativo y nitrosativo transmitido por la placenta se considera uno de
los determinantes moleculares principales de la enfermedad materna. Como planteamos
anteriormente, la PE se origina por un defecto de implantacidn de la placenta en la pared uterina
materna debido a una alteracién de la remodelacién de las arteriolas uterinas espirales por parte
del trofoblasto extravelloso, que conduce a una disminucién de la perfusidn placentaria. En
consecuencia, se produce un flujo sanguineo arterial intermitente que genera episodios
repetidos de isquemia/reperfusién, creando asi un entorno favorable para el aumento del estrés
oxidativo. El dafio oxidativo en la placenta conduce a la inflamacién, la apoptosis y la liberacién
de restos celulares en la circulacion materna, junto con varios factores antiangiogénicos, como
el sFlt-1 y la endoglina soluble (sEng), citoquinas y oxidantes. Estos factores derivados de la
placenta actuan sobre el endotelio vascular materno, induciendo estrés oxidativo y estimulando
la produccidn y secrecion de citoquinas proinflamatorias, asi como de compuestos vasoactivos,
que finalmente dan lugar a una disfuncién endotelial sistémica masiva caracterizada por la
inflamacién y la constriccién vascular. De hecho, el estrés oxidativo parece ser el componente

central tanto de la disfuncién placentaria como de la endotelial (Aouahe et al., 2018).

Varios estudios hanilustrado el efecto del estrés oxidativo en la funcion renal y la presion arterial
en la PE, donde se ha establecido una clara asociacién entre las ERO, la lesién renal aguda, el
dafio endotelial y la pérdida de podocitos (Kattah, 2020). Ademas, las ERO producen
vasoconstriccion a través de la reduccidn del NO, produciendo hipertensién y proteinuria

(D’Souza et al., 2016).

La hipoxia y la isquemia placentaria son factores desencadenantes de la reduccion en la sintesis
de NO, un potente vasodilatador que relaja el endotelio vascular y disminuye la resistencia de
las arterias espirales. La disminucion de los niveles de NO provoca vasoconstriccion y parece
estar asociada a varios cambios uteroplacentarios como la disminucidn del didametro de las
arterias uterinas, la longitud de las arterias espirales y el flujo sanguineo uteroplacentario

(Kulandavelu et al., 2012).

La placentacion inadecuada también puede causar un desbalance entre factores
antiangiogénicos como el sFlt-1 y la sEng, y entre factores proangiogénicos como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el PIGF, o estimular la liberacién de citoquinas
inflamatorias, del HIF-1a, de ERO, de autoanticuerpos agonistas del receptor de angiotensina |
y de otros factores circulantes que podrian actuar sobre las células endoteliales y producir una

disfuncidn endotelial generalizada (Possomato-Vieira & Khalil, 2016).
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Las alteraciones en los factores angiogénicos desempeiian un papel importante en la PE. Una
reduccion del PIGF bastante temprana se observa en las mujeres destinadas a desarrollar PE,
mientras se elevan los niveles de sFlt-1. El sFlt-1 se une tanto al VEGF como al PIGF en la PE e
impide que se unan a sus receptores enddgenos. El sFlt-1 parece ser el mediador central de la
PE, su elevacidn en la circulacién materna precede a la aparicién de la PE clinica (Hertig et al.,

2004).

Por otro lado, se plantea que una respuesta inmune alterada contribuye significativamente a la
PE. Durante el embarazo normal, la invasion del trofoblasto y la remodelacidn de las arterias
espirales son asistidas por células inmunes como los macrdéfagos, las células dendriticas y las
células NK, que se infiltran en la decidua y se congregan alrededor de las células del trofoblasto
permitiéndoles alcanzar el endotelio. La invasién inadecuada del trofoblasto en la PE y la
isquemia placentaria debida a una remodelacion inadecuada de las arterias espirales
contribuyen al desequilibrio inmunitario que se observa normalmente en la condicidn

preeclamptica (Nirupama et al., 2021).

La alteracién de la respuesta inmunitaria puede iniciar la inflamacién en la PE, tal y como se
muestra en la Figura 1.2. Durante el embarazo normal hay un aumento de la inmunidad innata
gue se manifiesta por un aumento de los monocitos y los granulocitos, mientras que las células
NK vy las células dendriticas disminuyen. En cambio, durante la PE se produce un aumento de la
cantidad de células NK y dendriticas debido a la alteracion de la respuesta inmunitaria. Esto
activa mecanismos inflamatorios similares a los observadas en las enfermedades autoinmunes,
donde las citoquinas proinflamatorias como el Interferén gamma, el factor de necrosis tumoral
o (TNF-a) y las interleuquinas (IL) 1, 2, 6, 8, 15, 16 y 18 estan significativamente elevadas,
mientras que las citoquinas antiinflamatorias estan reducidas en la circulacion materna de las
mujeres preeclampticas. Este desequilibrio provoca una inflamacidn crénica y complica alin mas
el embarazo. El TNF-a y la IL-6 contribuyen a la disfuncién del endotelio, donde estimulan una
mayor produccion de moléculas de adhesion. El TNF-a también activa las células endoteliales y
produce niveles significativamente altos de un potente vasoconstrictor, la endotelina-1

(Nirupama et al., 2021).

La PE comienza en la placenta, sin embargo, su drgano diana es el endotelio materno. Taly como
muestra la Figura 1.3, junto con factores predisponentes maternos, la liberacién de factores
circulantes vasoconstrictores por la placenta enferma produce dafio generalizado en el
endotelio de varios drganos. En la PE varios marcadores séricos de activacién y disfuncion

endotelial estdn fuera del rango fisioldgico (Young et al., 2010).
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Figura 1.2
Participacion de la respuesta inmune en la fisiopatologia de la preeclampsia
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Figura 1.3
Factores implicados en la disfuncion endotelial caracteristica de la preeclampsia.
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Varios ensayos clinicos e investigaciones experimentales sugieren que la endoteliosis
generalizada que ocurre en los sistemas renal, cerebral y en la circulacién hepdtica podrian
reducir la presencia de vasodilatadores de origen endotelial como el NO, la prostaciclina y el
factor de hiperpolarizacion, y aumentar los niveles de vasoconstrictores como la endotelina-1y
el tromboxano A2, provocando un incremento de la resistencia vascular, hipertension y otras
manifestaciones de la PE (Possomato-Vieira & Khalil, 2016). Los componentes de la red de
inflamacién intravascular (leucocitos, células endoteliales y cascada de la coagulacidn)
contribuyen a la exacerbacion de la respuesta inflamatoria en la PE. Ademas de esto, las
citoquinas placentarias, los factores angiogénicos, los fragmentos apoptdticos y otras
microvesiculas (MVs) liberados a la sangre materna son elementos que precipitan este proceso

inflamatorio sistémico.

1.1.5 Presentacion clinica

La presentacion clinica de la PE es compleja porque es asintomatica en los primeros meses del
embarazo, sus manifestaciones son muy variables y puede empeorar rapidamente. La PE se
diagnostica por la aparicion de hipertensiéon después de las 20 semanas de gestacion,
acompafiada de proteinuria y/o evidencia de lesién renal aguda materna, disfuncién hepatica,
trastornos neuroldgicos, hemdlisis o trombocitopenia, o restriccion del crecimiento fetal. En
algunos casos la PE puede desarrollarse o reconocerse por primera vez durante el parto o en el

posparto temprano.

La hipertensidén arterial es la caracteristica principal de las gestantes con PE. El aumento de la
presion arterial se debe a la alteracidon en la produccién de factores reguladores del tono
vascular, que inducen vasoconstriccion e incrementan la resistencia vascular. Si la presién
arterial sistdlica 2160 mmHg y la presion arterial diastdlica 2110 mmHg, la hipertensién se

considera severa (Brown et al., 2018).

Aunque la proteinuria no es imprescindible para diagnosticar la PE, es otro hallazgo frecuente
en esta patologia, donde se altera la funcién renal. En la PE se presenta una lesidon glomerular
caracteristica llamada endoteliosis glomerular, una microangiopatia trombdtica en la que ocurre
edema endotelial glomerular con pérdida de fenestraciones endoteliales y disminucion de la luz
de los capilares. Estos cambios producen lesidn celular y alteracién del aparato de filtracidén con
la subsiguiente pérdida de proteinas en la orina (Stillman & Karumanchi, 2007), que pueden

igualar o superar los 300 mg/24h.
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En los casos mas graves de PE pueden presentarse alteraciones hepaticas que provocan
sintomas como el dolor epigdstrico y son una consecuencia de la disfuncidn endotelial de los
sinusoides hepdticos, que desencadena fibrosis, trombosis y en algunos casos necrosis del
parénquima hepatico. Una evidencia de la disfuncion hepatica en la PE es el sindrome
caracterizado por la presencia de hemodlisis, elevacidon de enzimas hepaticas y disminucidn de
las plaquetas (HELLP), en el que se produce hemdlisis intravascular (lactato deshidrogenasa 2600
Ul/L), elevacion de las transaminasas hepaticas (aspartato aminotransferasa =70 Ul/L) y
trombocitopenia (recuento de plaquetas <100 000/uL). Este sindrome es una manifestacion
grave de la PE y no un trastorno independiente (Brown et al., 2018; Alvarez-Fernandez et al.,

2016).

En la PE también pueden presentarse complicaciones neuroldgicas (eclampsia, alteracion del
estado mental, ceguera, derrame cerebral, clonus, cefaleas severas y escotomas visuales
persistentes). Las convulsiones eclampticas complican alrededor del 2% de las PE. Estas
convulsiones también pueden producirse desde las 48 horas hasta un mes después del parto.
En la base fisiopatolégica de estos trastornos que se producen en la PE estan la inflamacion, la
disfuncidon del endotelio vascular y cambios en la vasorreactividad. Las complicaciones
neuroldgicas son reconocidas como un importante contribuyente a la morbilidad y mortalidad

del embarazo con PE (Miller & Vollbracht, 2021).

Como sefialamos anteriormente, a nivel hematoldgico es habitual encontrar anemia hemolitica
y/o trombocitopenia, 2 sighos que son caracteristicos del sindrome HELLP. En algunos casos se
produce una activacion descontrolada del sistema de la hemostasia, lo que puede culminar con

el desarrollo de coagulacién intravascular diseminada (Alvarez-Fernandez et al., 2016).

La alteracion de la permeabilidad vascular provoca edemas en las gestantes, que en los casos
mas graves pueden llegar a desarrollar edema pulmonar agudo, una complicacién rara y
potencialmente mortal que afecta aproximadamente al 0,08% de las mujeres durante el
embarazo, siendo mas comun durante el periodo posparto inmediato. Los cambios
fisiopatoldgicos relacionados con este fendmeno se asocian con el dafio endotelial y la

hemodindmica anormal que ocurren en la PE con caracteristicas graves (Ram et al., 2021).

Las complicaciones fetales y neonatales de la PE incluyen el parto prematuro, la prematuridad

iatrogénica, la restriccién del crecimiento fetal, el oligohidramnios y la muerte perinatal. Estas
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complicaciones se producen debido a la insuficiencia placentaria, la placentacién anormal y el

flujo sanguineo uteroplacentario anormal (Nirupama et al., 2021).

1.1.6 Manejo

Las intervenciones para el tratamiento y la prevencion de las complicaciones fetales de la PE son
limitadas. Dado que la PE es responsable de alrededor del 20-30% de todos los partos
prematuros, las opciones de tratamiento disponibles para optimizar el estado del feto, como la
administracidon de corticosteroides prenatales y las infusiones de sulfato de magnesio, estan
dirigidas principalmente a prevenir los resultados adversos asociados a la prematuridad.
Ademas, la prevencion de resultados fetales adversos implica optimizar el momento del parto,
gue no es una mera intervencién para reducir las complicaciones fetales, sino que requiere un
cuidadoso analisis del equilibrio entre el estado del feto y el estado de la madre. El tratamiento
de la PE también implica la optimizacion del estado de la madre con antihipertensivos y sulfato

de magnesio si es necesario, lo que también puede beneficiar al feto (Fox et al., 2019).

1.1.6.1 Prevencion

La prevenciéon de la PE puede ser primaria, secundaria o terciaria (Bezerra et al., 2012). La
prevencion primaria implica evitar el embarazo en mujeres con alto riesgo de PE y modificar
estilos de vida o de alimentacion para disminuir la incidencia de la enfermedad. La prevencion
secundaria se basa en la interrupcién de los mecanismos fisiopatoldgicos conocidos de la
enfermedad antes de su establecimiento; los esfuerzos en esta direccidon se han centrado en la
identificacion de mujeres con alto riesgo de PE y en la instauracién de una intervencién eficaz lo
mas precozmente posible para evitar la enfermedad o sus graves complicaciones. La prevencion
terciaria se basa en el uso de tratamientos para evitar las complicaciones de la PE, como el

sulfato de magnesio en la reducciéon de la tasa de eclampsia.

Uno de los retos mas importantes de la obstetricia moderna es la identificacion de embarazos
con alto riesgo de PE y la adopcidn de las medidas necesarias para reducir la incidencia de la
enfermedad. Hasta el momento ninguna prueba o conjunto de pruebas del primer o segundo
trimestre ha podido predecir de forma fiable el desarrollo de todos los casos de PE; sin embargo,
una combinacién de factores de riesgo materno, presién arterial, PIGF y la ecografia doppler de
la arteria uterina permite seleccionar a las mujeres que pueden beneficiarse de 150 mg/dia de
aspirina para prevenir la PE precoz, aunque no disminuye la incidencia de PE a término.

Utilizando este algoritmo, un gran ensayo clinico (ensayo ASPRE) confirmé que el cribado en el
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primer trimestre, combinado con la administracién de dosis bajas de aspirina, produce una
disminucién sustancial de la incidencia de PE temprana [odds ratio, 0,38; intervalo de confianza

(IC) del 95%, 0,20-0,74; p=0,004]) (Rolnik, et al., 2017a).

Aungque los resultados adversos para la madre y el bebé son mas graves con la PE temprana, la
contribucidn de la PE tardia a dichos resultados adversos es al menos igual de alta porque la
condicidn es tres veces mas comun (Andrietti et al., 2016). Por esta razén, también se han
desarrollado algoritmos para su prediccién en la recta final del embarazo. Nicolaides et al
validaron un cribado para predecir la PE tardia basado en el modelo de riesgos competitivos, un
método que aplica el teorema de Bayes. Con su propuesta el cribado se realiza mediante una
combinacidn de factores maternos con mediciones de la PAM, el PIGF y el sFlt-1 en suero entre
las semanas 35y 37 de gestacion, con una tasa de deteccion de aproximadamente el 75% de los
casos y una tasa de cribado positiva del 10%. Sin embargo, no se conoce ninguna intervencion

para reducir la incidencia de la enfermedad.

Una vez que se dispone de herramientas efectivas para la evaluacién del riesgo en diferentes
momentos de la gestacion, en los ultimos afios se ha dirigido la atencién hacia posibles
actuaciones para disminuir la incidencia. Gran cantidad de publicaciones dan cuenta del
esfuerzo realizado por la comunidad cientifica para desarrollar un tratamiento preventivo de la

PE, aunque el éxito ha sido limitado.

Se sabe que la PE comparte varios mecanismos fisiopatoldgicos con la enfermedad
cardiovascular (ECV) y esto ha llevado a investigar la utilidad potencial de las estatinas (uno de
los pilares del tratamiento primario y secundario de la ECV) en la prevencién y manejo de la PE.
Las estatinas inhiben la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) reductasa, que
reduce en plasma los niveles de colesterol. Ademads, las estatinas tienen propiedades
pleiotrépicas (antioxidantes, antiinflamatorios, antitrombdticas y antiproliferativas) que ejercen
un efecto protector sobre la funcidon endotelial y esto las convierte en una terapia potencial en

el tratamiento y prevencién de la PE (Katsi et al., 2017).

Hace algunos afios Costantine et al publicaron un estudio piloto aleatorizado del tratamiento
con pravastatina de gestantes con alto riesgo de PE desde las semanas 12-16 de gestacién hasta
el parto (Costantine et al., 2016) en el que no se produjeron efectos adversos y se consiguieron
resultados promisorios para reducir la tasa de PE. Ellos concluyeron que era necesario realizar
un estudio de mayor alcance para examinar la eficacia del tratamiento, dando lugar al desarrollo

de un ensayo clinico para examinar el efecto de la pravastatina en la reduccién de la incidencia
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del parto con PE (Dobert et al., 2021), en el que nuestro grupo considerd conveniente examinar

el efecto de este farmaco sobre la funcién endotelial vascular.

1.1.6.2 Tratamiento

La PE puede producir dafio severo, incluso fatal, a corto y largo plazo tanto en la madre como el
feto. Los pilares del tratamiento de la PE son la correcciéon de la hipertensién materna, la
profilaxis de las convulsiones y garantizar el bienestar fetal. Cuando se realizan oportuna y
adecuadamente, estas intervenciones han demostrado reducir la morbilidad y la mortalidad

materna y fetal.

Para limitar las complicaciones materno-fetales se utilizan antihipertensivos orales combinados
con antiagregantes plaquetarios y sulfato de magnesio (Brown et al.,, 2018).Si la edad
gestacional es inferior a 34 semanas y la presidon sanguinea puede controlarse, en ausencia de
otros sintomas, el embarazo puede prolongarse para evitar las complicaciones de un parto
prematuro. Si el tratamiento no corrige la hipertension materna grave o si hay indicios de
sufrimiento fetal, se justifica el parto. El Unico tratamiento definitivo de la PE es la eliminacidn

de la placenta.

El reconocimiento y tratamiento de la hipertensién grave persistentemente elevada son
necesarios para prevenir la morbilidad y mortalidad materna y fetal. El labetalol (un
betabloqueante) y/o la hidralazina (un vasodilatador) se consideran tratamientos de primera
linea para la emergencia hipertensiva aguda y se administran por via intravenosa en bolo. El
nifedipino oral de liberaciéon inmediata, un bloqueante de los canales de calcio también puede
utilizarse como tratamiento de primera linea (Too & Hill, 2013). El objetivo del tratamiento es
reducir la presion arterial materna en un 15-25%, con un objetivo de presidn arterial sistdlica de
140-150 mmHg y de presion arterial diastélica de 90-100 mmHg. Se debe evitar un descenso
excesivo de la presidn arterial, ya que esto puede disminuir ain mas la perfusion placentaria y
potenciar los efectos negativos sobre el estado fetal. Cuando se desarrolla una PE grave antes
de las 34 semanas de gestacion en una paciente por lo demas estable, puede considerarse un
tratamiento hospitalario conservador. En caso de enfermedad grave progresiva o sindrome
HELLP esta indicado el parto (Amaral et al., 2017). También se ha utilizado con resultados
favorables el intercambio de plasma y la terapia con esteroides en mujeres con PE grave

recalcitrante y sindrome HELLP no remitente (Owens et al., 2013).

La profilaxis contra las convulsiones maternas (eclampsia) se consigue mediante el uso de sulfato

de magnesio. El sulfato de magnesio se administra en bolo intravenoso o en inyeccion
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intramuscular. Aunque el sulfato de magnesio puede tener el efecto favorable de bajar la
presion arterial materna, se ha demostrado que es superior a otros anticonvulsivantes en la
prevencion de las crisis ecldmpticas y se considera el tratamiento de primera linea. Sin embargo,
cuando esta contraindicado pueden utilizarse los anticonvulsivantes tradicionales (Amaral et al.,

2017).

La evaluacion del estado del feto se realiza en funcién de la edad gestacional y del estado de la
madre. En contextos mas agudos, se utiliza la monitorizacidn fetal continua en un esfuerzo por
evaluar los signos de hipoxia intrauterina. Tras la estabilizacién materna, pueden utilizarse otros
mecanismos de evaluacion fetal (perfiles biofisicos, prueba no estresante fetal y/o evaluaciones
doppler de la arteria umbilical fetal). Si los resultados son alarmantes, se justifica el parto

(Amaral et al., 2017).

1.2 Endotelio

El endotelio consiste en una monocapa de células que reviste internamente los sistemas vascular
y linfético, se estima que cubre una superficie de mas de 1000 m? y es considerado el érgano
mas grande del cuerpo. La forma de las células endoteliales varia a lo largo del arbol vascular,
pero generalmente son delgadas y ligeramente alargadas. Su superficie basolateral estd
separada de los tejidos circundantes por una membrana basal de glucoproteinas que las propias
células endoteliales producen y anclan a su membrana celular, mientras que la superficie luminal
esta revestida por el glicocalix, una capa de macromoléculas unidas a la membrana que junto a
proteoglucanos secretados por las células endoteliales y otras proteinas plasmaticas absorbidas

forman la capa superficial endotelial (Kriiger-Genge et al., 2019).

El endotelio desempefia un papel importante en diversas funciones fisioldgicas, entre las que se
encuentran la regulacién de la presién sanguinea a través de la liberacion de agentes vasoactivos
como el NO y la endotelina, y el control de la extravasacién de solutos, fluidos, macromoléculas,

hormonas, plaquetas y células sanguineas (Endemann & Schiffrin, 2004).

Mediante el control del tono vascular, las células endoteliales regulan el flujo sanguineo
regional, dirigen las células inflamatorias contra materiales extraifios y hacia areas que necesitan
reparacion o defensa contra las infecciones. Las células endoteliales son importantes para
controlar la fluidez sanguinea, la adhesién y agregacion de plaquetas, la activacion, adhesion y
migracion de los leucocitos. También mantienen un estrecho equilibrio entre la coagulaciony la
fibrindlisis y desempefian un papel importante en la regulacion de las respuestas inmunitarias,

la inflamacion y la angiogénesis (Kriiger-Genge et al., 2019).
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1.2.1 Disfuncién endotelial

La disfuncion endotelial es un término general que se utiliza para definir el cambio de un
endotelio normal y saludable a uno dafiado o estresado con un fenotipo provasoconstrictor,
procoagulante y proinflamatorio. Se asocia con la mayoria de las formas de ECV, como la
hipertension, la enfermedad arterial coronaria, la insuficiencia cardiaca cronica, la enfermedad
arterial periférica, la diabetes y la insuficiencia renal crénica (Burger & Touyz, 2012). Una

funcion endotelial anormal ha sido también descrita en la PE (Possomato-Vieira & Khalil, 2016).

Los mecanismos que participan en las respuestas vasodilatadoras reducidas en la disfuncion
endotelial incluyen la insuficiente generacidon de NO, el exceso oxidativo y la menor produccion
del factor hiperpolarizante. En la disfuncién endotelial el aumento de las moléculas de adhesidn,
la generacion de quimiocinas como el péptido quimioatrayente de macréfagos-1y la produccion
del inhibidor del activador del plasminégeno 1 participan en la respuesta inflamatoria y
contribuyen a un estado protrombdtico. Los péptidos vasoactivos como la angiotensina Il y la
endotelina 1, la acumulacién de dimetil arginina asimétrica (ADMA), la hipercolesterolemia, la
hiperhomocisteinemia, la alteracidn de la seializacidn de la insulina y la hiperglucemia también
pueden contribuir a través de diferentes mecanismos. El desprendimiento y la apoptosis de las
células endoteliales son también fendmenos que se asocian a la disfuncién endotelial

(Endemann & Schiffrin, 2004).

El curso normal del embarazo incluye variaciones en la hemodindmica, como la frecuencia y el
gasto cardiaco, que permiten a la placenta el intercambio adecuado de nutrientes y la
eliminacion de residuos entre la madre y el feto. Esta interfaz materno-fetal se desarrolla
durante el primer trimestre de gestacién, cuando el trofoblasto extravelloso de la placenta
conquista la decidua materna. Durante esta etapa, las arterias espirales maternas de la decidua
sufren un proceso de remodelacién en el que pasan de ser vasos de baja capacidad y alta
resistencia a vasos de alta capacidad y baja resistencia, un proceso que va acompaiado de Ia
sustitucion del musculo liso y del tejido elastico de la pared de los vasos por material fibrinoide.
A su vez, la PE se caracteriza por una invasién deficiente del trofoblasto fetal que provoca una
remodelacion reducida de las arterias espirales maternas, lo que a la larga conduce a una
disminucién del flujo sanguineo que afecta al feto y al estado nutricional y la oxigenacién de la
placenta. Para compensar el déficit de flujo sanguineo la madre desarrolla hipertension,
normalmente al final del segundo o tercer trimestre de gestacion (Sanchez-Aranguren, et al.,
2014). Curiosamente, los problemas asociados a este trastorno desaparecen tras el parto, lo que

sugiere que la PE es un problema originado en gran medida en la placenta (Redman, 1991).
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La perfusién placentaria reducida que se observa en estas circunstancias crea cambios en el
entorno placentario, en el que las ERO y la activacién de las células endoteliales a través de
diferentes mecanismos dan lugar a la disfuncidn endotelial. Debido a la invasion defectuosa del
trofoblasto, se produce una intermitencia del flujo sanguineo arterial que da lugar a periodos de
isquemia/reperfusion, creando un entorno hipdxico que favorece el estrés oxidativo, el

consiguiente dafo oxidativo y la inflamacion (Myatt & Webster, 2009).

Uno de los mecanismos de la disfuncidn endotelial implica la liberacion del sFlt-1, que es una
proteina antiangiogénica circulante y un inhibidor endégeno del VEGF, que actla potenciando
la disfuncién endotelial ya establecida por el estrés oxidativo (Sato et al., 2000). EI VEGF es clave
en el proceso de crecimiento de nuevos vasos sanguineos y en el mantenimiento general y la
salud de las células endoteliales. Se sabe que los niveles de sFlt-1 aumentan en la PE y que este
aumento precede a la manifestacidn del trastorno. Los niveles elevados de sFlt-1 provocan una
alteracion en el funcionamiento del VEGF al impedir que se una a su receptor, que se encuentra
en la membrana de la célula endotelial. El sFlt-1 es una forma truncada del receptor del VEGF,
que lo antagoniza al igual que al PIGF, potenciando la disfuncién endotelial. Varios estudios han
demostrado que el VEGF y el PIGF son regulados a la baja en la PE por el sFlt-1 (Sanchez-

Aranguren, et al., 2014; Sato et al., 2000).

En resumen, la PE es una enfermedad compleja que surge de problemas placentarios que
afectan posteriormente a la madre y al feto, donde ocurren y concurren diversos
acontecimientos que inducen una invasion defectuosa del trofoblasto que puede dar lugar a una
intermitencia del flujo sanguineo arterial, a periodos de isquemia/reperfusidon que crean un
entorno hipdxico que favorece el estrés oxidativo y el consiguiente dafo oxidativo, a una
respuesta inflamatoria y, por ultimo, a la liberacidon de factores antiangiogénicos, que en

conjunto producen una disfuncién endotelial materna generalizada.

1.2.2 Estudio de la funcion endotelial

La funcidn endotelial se determina examinando la vasodilatacion dependiente del endotelio.
Clasicamente, se realiza evaluando la respuesta vascular a la infusidn de acetilcolina por
cateterizacion o mediante pletismografia venosa; sin embargo, la naturaleza invasiva de estos
procedimientos limita su utilizacion clinica de forma rutinaria. Existen otros métodos menos
invasivos, como la medida de la vasodilatacion mediada por flujo con ecografia de la arteria
humeral, el andlisis de la onda del pulso, la pletismografia digital durante la hiperemia

postisquémica y la fluximetria laser doppler (Arrebola-Moreno et al., 2012). Cada uno de estos
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procedimientos tiene sus propios retos técnicos y limitaciones, que son notables en relacién con
la estandarizacidon. La funcién endotelial también puede ser determinada a través de
biomarcadores circulantes que permiten estudiar mecanismos de patologia endotelial y obtener
informacién del estatus funcional del endotelio, al tiempo que mantienen una minima

invasividad (Burger & Touyz, 2012).

Los biomarcadores circulantes se derivan de vias moleculares relacionadas con aspectos de la
funcién endotelial y pueden reflejar la biodisponibilidad de NO, los niveles de estrés oxidativo,

el estado de la coagulacién o la inflamacidn del endotelio.

La produccién de NO por las células endoteliales es un determinante principal de la
vasodilatacién dependiente de endotelio. Se ha prestado una considerable atencién a los niveles
de este biomarcador de funcidn endotelial, pero al tener una vida media muy corta en su lugar
se han utilizado productos de su degradacion oxidativa como los nitritos, los nitratos y los
nitrosotioles, indicadores indirectos de su produccién. Una alternativa para medir la produccion
de NO es la determinacidn de ADMA, un potente inhibidor competitivo enddgeno de la
produccién de NO por la eNOS y un inhibidor del transportador catiénico de aminodcidos que
proporciona L-arginina a la eNOS. Los niveles plasmaticos de ADMA correlacionan bien con la
actividad de laeNOS y pueden asociarse a la disfuncién endotelial (Burger & Touyz, 2012; Holden

et al., 1998; Laskowska et al., 2012).

Ademas de la reduccion en la produccidon de NO, el incremento de su catabolismo afecta la
vasodilatacién dependiente del endotelio. Por ejemplo, el anidn superéxido (O;) puede
reaccionar con el NO para formar peroxinitrito (ONOQ’), reduciendo la biodisponibilidad de NO
y afectando la distensién de los vasos. Ademds, los radicales peroxilo lipidicos formados durante
la lipoperoxidacion pueden reaccionar con el NO e inactivarlo. Por lo tanto, las ERO también han
sido consideradas biomarcadores de disfuncién endotelial, aunque no son especificas porque
muchas células son capaces de producirlas. El estudio en el plasma o el suero del estrés oxidativo
incluye indicadores de peroxidacién lipidica como los F2-isoprostanos y niveles de nitrotirosina,
que es un producto de la nitracidn de tirosina mediado por ERN tales como el anién peroxinitrito
y diéxido de nitrégeno. La peroxidacion lipidica se incrementa en las enfermedades relacionadas
con la disfuncidon endotelial y por ello hay una fuerte correlacién negativa entre el estrés
oxidativo y la funcidn endotelial. Por otro lado, los niveles plasmaticos elevados de acido urico
(AU), que puede inactivar el NO e inhibir el transportador de arginina, pueden también indicar
una disponibilidad reducida de NO y por ello se han correlacionado inversamente con la funcion

endotelial en la enfermedad renal crdnica (Burger & Touyz, 2012). La homocisteina (HCIS) es un
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compuesto citotdxico que afecta negativamente al sistema endotelial y es un conocido factor
de riesgo de enfermedad vascular (Peng et al.,, 2015). También se sabe que Ia
hiperhomocisteinemia favorece la produccién de peréxido de hidrégeno y de radicales libres

superoéxidos, que provocan dafio oxidativo sobre las células endoteliales (Dai et al., 2021).

Debido a que la alteracion de la funcion endotelial se acompana frecuentemente de estados
inflamatorios, los marcadores de inflamacién también se han utilizado como indicadores
indirectos de funcién endotelial. La proteina C reactiva (PCR), una molécula que se encuentra en
el plasma y que aumenta en la respuesta inflamatoria, es un predictor independiente de la
funcidn endotelial anormal (Teran et al., 2005). Otros marcadores circulantes de inflamacién
incluyen citoquinas como la IL-6 (Greer et al., 1994), el TNF-a (Vince et al., 1995) y el factor de

diferenciacioén del crecimiento 15 (GDF-15) (Rochette et al., 2020).

En la disfuncidn endotelial con frecuencia existen cambios en el estado procoagulante, lo que
permite considerar los indices de coagulacidn como biomarcadores del estatus del endotelio.
Incrementos en el inhibidor del activador del plasmindgeno (PAl), la selectina-P y el fibrindgeno
se registran en varias enfermedades y correlacionan bien con la disfuncién endotelial. EI PAl es
un inhibidor de la fibrindlisis producido primariamente en el endotelio y la selectina-P es un
marcador de la activacidn de las plaquetas, que junto a los niveles de fibrindgeno son un reflejo
del estado procoagulante. También se ha establecido una correlacion con el factor von
Willebrand, una glicoproteina sintetizada por el endotelio y los megacariocitos que se libera al

plasma después del dafio endotelial (Burger & Touyz, 2012).

Hasta hace pocos afios los biomarcadores circulantes de disfuncidn endotelial utilizados habian
sido mayoritariamente marcadores bioquimicos o marcadores basados en proteinas circulantes.
Sin embargo, existe una evidencia creciente que respalda el uso de biomarcadores celulares
como las MVs para estudiar la funcidon endotelial (Alijotas-Reig et al., 2013). Las MVs se forman
a partir de la membrana plasmatica de varios tipos de células o de sus fragmentos (leucocitos,
células endoteliales y sincitiotrofoblasto, plaquetas, etc.) en respuesta a procesos de activacion
celular o apoptosis y se consideran potentes vectores de informacidn biolégica y elementos
centrales de las redes de comunicacion celular, como la induccion de modificaciones
endoteliales, la inflamacidn, la diferenciacion celular y la angiogénesis (Marques et al., 2012).
Aunque en el plasma de individuos sanos pueden encontrarse MVs, sus cantidades se
incrementan bajo ciertas condiciones patolégicas y su determinacién mediante citometria de

flujo puede proporcionar una medida indirecta del dafio endotelial.

17



INTRODUCCION

Se ha demostrado que los biomarcadores individualmente correlacionan bien con las medidas
funcionales del estatus endotelial como la vasodilatacion mediada por flujo, sin embargo, el uso
combinado de multiples biomarcadores puede proporcionar una vision mas completa de la salud
endotelial. Aunque se ha reportado que la determinacidn de multiples biomarcadores no
proporciona una medida de la contribucién relativa de los distintos mecanismos a la disfuncion
endotelial, su utilizacién permite una valoracién global mas completa del estatus endotelial.
Ademas, el uso de multiples biomarcadores a lo largo de rutas bioldgicas similares permite

superar las limitaciones asociadas a las mediciones de cada uno de forma aislada.

En este trabajo utilizamos biomarcadores de todas las categorias anteriormente mencionadas

para el estudio de la funcién endotelial vascular.

1.3 Biomarcadores
1.3.1 Biomarcadores de estrés oxidativo

1.3.1.1 Capacidad antioxidante total del suero

Para hacer frente al metabolismo oxidativo el organismo cuenta con sistemas de defensa
antioxidante que mantienen la capacidad de reducir a los radicales libres, las especies reactivas
y los oxidantes enddgenos y exdgenos. Todos los sistemas antioxidantes se encuentran
enlazados en un sistema amortiguador global, donde se suman y colaboran entre si, haciendo
frente a cualquier agresidn oxidativa. Los sistemas antioxidantes se pueden medir de diferentes
formas especificas, mientras que el sistema amortiguador antioxidante global se puede
determinar mediante el andlisis de la capacidad antioxidante total del suero (CATS). Este
pardmetro puede ofrecer una idea de cdmo se encuentra el conjunto de la respuesta

antioxidante.

Se sabe que en el embarazo aumenta el estrés oxidativo, producido principalmente por una
respuesta inflamatoria sistémica normal, que da como resultado altas cantidades de ERO y ERN
circulantes. Tanto las ERO como las ERN juegan un papel importante como mensajeros en
muchas cascadas de sefializacién intracelular, pero también pueden ejercer efectos criticos en

procesos patoldgicos que involucran a la mujer embarazada (Chiarello et al., 2020).

La principal fuente de ERO durante el embarazo es la placenta. En este sentido, el aumento del
estrés oxidativo observado en el embarazo podria conducir a un dafo tisular potencial. Sin
embargo, en condiciones normales, se contrarresta con el aumento de la sintesis de
antioxidantes. Cuando el estrés oxidativo supera la defensa antioxidante en la placenta, el dafo

oxidativo podria propagarse a tejidos distantes (Burton & Jauniaux, 2011).
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En el desarrollo de la PE, la insuficiencia placentaria debida a una remodelacién inadecuada de
la vasculatura materna que perfunde el espacio intervelloso juega un papel importante, lo que
da lugar a un proceso complejo de isquemia/reperfusién en la placenta con liberacion de
factores citotdxicos a la circulacion materna. La alternancia placentaria entre un ambiente con
poco oxigeno y la reoxigenacion esta relacionada con un desequilibrio en la angiogénesis, el
dafio endotelial vascular, las complicaciones cardiovasculares y una respuesta inflamatoria
exagerada. La hipoxia/reoxigenacidon uteroplacentaria durante la PE aumenta el estrés

oxidativo, que tiene consecuencias negativas para la madre y la salud fetal (Chiarello et al., 2020)

Varias publicaciones establecen una relacion entre el estrés oxidativo y el desarrollo de la PE
(D’souza et al., 2016) (Mannaerts et al., 2018), y su papel en la disfuncidn endotelial que ocurre
en esta patologia (Sdnchez-Aranguren et al., 2014). En mujeres con PE se ha demostrado una
reduccion estadisticamente significativa de la CATS, el NO, la superdxido dismutasa, el glutation,
las vitaminas E y C, mientras que se produce un aumento estadisticamente significativo de
malondialdehido, proteina carbonilo, perdxido total, glutation peroxidasa, catalasa y AU

(Taravati & Tohidi, 2018).

Dada la estrecha relacidn existente entre el estrés oxidativo y la capacidad antioxidante en
diversas enfermedades, la determinacion de la CATS podria ser utilizada como un indicador del

estado patoldgico.

1.3.1.2 Homocisteina

La HCIS es un aminodcido con un grupo tiol que se sintetiza por desmetilacion intracelular de la
metionina. La hiperhomocisteinemia es un factor de riesgo para la disfuncidon endotelial y la

enfermedad vascular (Peng et al., 2015).

En comparacién con las mujeres no embarazadas, el nivel de HCIS es mas bajo en los embarazos
normales (Cikot et al., 2001). Esto se debe a la hemodilucién que causa el aumento del volumen
de la sangre y a una tasa de filtracion glomerular mas elevada en el embarazo; ademas, el feto
podria absorber una proporcidn de HCIS durante su desarrollo y la demanda de la madre

también es mayor.

El aumento de la homocisteina plasmdtica puede estar asociado con resultados adversos del
embarazo, como la PE, y también neonatales. La hiperhomocisteinemia favorece la produccion

de perdxido de hidrégeno y de radicales libres superdxidos, que provocan un dafio oxidativo
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sobre las células endoteliales y disminuyen la circulacion sanguinea en la interfaz materno-fetal

(Dai et al., 2021).

La asociacién de hiperhomocisteinemia y PE fue sugerida inicialmente por Decker et al (Dekker
et al., 1995; Dekker & van Geijn, 1996) y la mayoria de la evidencia sugiere una correlacion
positiva. Un elevado nimero de estudios ha encontrado niveles significativamente mas altos de
HCIS sérica entre mujeres que desarrollan PE en diferentes etapas del embarazo (Baksu et al.,
2006; Dai et al., 2021; Makedos et al., 2007). También se ha publicado que los niveles elevados
de HCIS durante el embarazo preceden a las manifestaciones clinicas de la PE y que la
determinacidn seriada de sus concentraciones puede ser Util para identificar a las mujeres en

riesgo (Lopez et al., 2015).

1.3.1.3 Acido urico

El AU es el producto final del metabolismo de las purinas y es sintetizado por la enzima xantina-
oxidorreductasa, que in vivo tiene dos isoformas: xantina deshidrogenasa y xantina oxidasa

(Many et al., 1996).

En gestaciones normales, las concentraciones de AU disminuyen en un 25-35% como
consecuencia de la expansion de la volemia, del aumento en el flujo sanguineo renal y la
velocidad de filtracién glomerular, y por la accién uricosurica del estrégeno. Sin embargo, hacia
el final de la gestacidn, los niveles séricos de AU aumentan hasta alcanzar valores similares a los
de las mujeres no embarazadas. Este incremento podria deberse al aumento de la produccidn
fetal, a la disminucién de la fraccién unida a la albumina y al descenso de su excrecion renal

(Damiano et al., 2014).

La asociacidn entre los niveles elevados de AU y la PE se conoce desde el comienzo del siglo XX.
Esta bien documentado que en la PE aumenta el AU en relacién con los embarazos normales
(Corominas et al., 2022). Varios factores explican la hiperuricemia en la PE. En primer lugar, el
nivel elevado de AU en la PE es el resultado de una disminucion en la eliminaciéon de AU
secundaria a una caida desproporcionada en la tasa de filtracién glomerular debido a
vasoconstrictores como la angiotensina Il, la epinefrina y la endotelina (Sanchez-Aranguren, et
al., 2014). En segundo lugar, la PE se asocia con una mayor formacidén de radicales libres y un
estrés oxidativo elevado; la produccién de AU se combina con la formacién de ERO cuando la
enzima xantina oxidorreductasa esta en forma de oxidasa (Many et al., 1996). Por ultimo, los
niveles elevados de acido lactico en sangre que produce una placenta hipdxica interfieren con

la excrecidn de AU (Nair & Savitha, 2017).
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La utilidad del AU como biomarcador de la PE ha sido corroborada por numerosos estudios. El
AU se puede utilizar como predictor temprano de la enfermedad (Corominas et al., 2022), como
indicador de la gravedad de la PE (Voto et al.,, 1988) y se ha asociado en numerosas
investigaciones a complicaciones y malos resultados durante el embarazo y el parto (Nair &
Savitha, 2017; Ugwuanyi et al., 2021); Sin embargo, también existen resultados contradictorios:
Pecoraro y Trenti evaluaron la utilidad del AU en la prediccidon de resultados maternos y
perinatales adversos en mujeres embarazadas con presién arterial alta (Pecoraro & Trenti, 2020)
concluyendo que no existe evidencia sdlida que sugiera que su medicién tenga utilidad para este
fin; y Chen et al no encontraron diferencias en los niveles de AU en el primer y segundo trimestre
de mujeres que desarrollaron PE, reportando que solo aumentaron después de la presentacion
de los sintomas clinicos de la PE (Chen et al., 2016a), llevandolos a cuestionar su papel en el

desarrollo de la PE y su utilidad como biomarcador de prediccion temprana de esta enfermedad.

En los ultimos afos ha crecido la evidencia sobre el papel del AU en la fisiopatologia de la PE. El
AU puede interactuar con citoquinas proinflamatorias y tiene capacidad para promover la
inflamacién (Mulla et al., 2011); ademas, es un inhibidor potente de la funcién endotelial, puede
inducir hipertension sistémica y glomerular, y pasar libremente a la circulacidon fetal. Se ha
encontrado que el AU puede bloquear la proliferacién endotelial inducida por VEGF, afectando
la angiogénesis fetal y provocando embarazos que terminan con recién nacidos pequefios para
la edad gestacional. Por dltimo, el AU también puede bloquear la invasion del trofoblasto in vitro
(Johnson et al., 2011). Por todo es importante analizar el AU no solo como biomarcador, sino

como un factor modificador en la patogénesis de esta enfermedad.

1.3.2 Marcadores angiogénicos

1.3.2.1 Factor de crecimiento placentario

El PIGF es un miembro de la familia del VEGF que se expresa predominantemente en la placenta

a lo largo de todas las etapas de la gestacién (de Falco, 2012).

El PIGF circulante estd notablemente elevado en el embarazo normal, donde promueve el
desarrollo y la maduracidn del sistema vascular placentario, por lo que se define como un factor
proangiogénico. Sus concentraciones dependen de la edad gestacional; son bajas en el primer
trimestre, aumentan a partir de las semanas 11-12 del embarazo hasta hacer un pico en la

semana 30, después de lo cual disminuyen (Saffer et al., 2013).

Mucho antes del inicio de los sintomas y en el momento del diagndstico de PE los niveles de

PIGF sérico estan disminuidos. Esta deficiencia de PIGF probablemente se deba a que disminuye
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su expresiony a la reduccién del PIGF libre por la unidn al sFlt-1, que esta elevado en las mujeres
afectadas (Levine et al., 2004). El PIGF circulante bajo es al mismo tiempo una consecuencia de
eventos tempranos anormales en la placentacidn y un factor que contribuye al crecimiento
anormal continuo de la placenta durante la segunda mitad del embarazo (Chau et al., 2017). La
hipétesis de que el PIGF es un indicador de placentacién anormal estd respaldada por la
observacion de que las mujeres sin PE que dan a luz a bebés pequefios para la edad gestacional

también tienen el PIGF bajo al principio del embarazo (Poon et al., 2008).

A pesar de la existencia de diferencias entre los embarazos sin y con PE, el PIGF por si solo no
tiene capacidad como biomarcador para predecir la enfermedad. Se necesita una combinacién
de este marcador con datos de la historia clinica, hallazgos ecograficos y otros biomarcadores,
para crear herramientas predictivas multifactoriales que permiten predecir con un mejor
rendimiento la PE. Akolecar y colaboradores desarrollaron un modelo eficaz para la prediccion
de PE en el primer trimestre (Akolekar et al., 2013) basado en el tiempo de supervivencia para
el momento del parto con PE utilizando el teorema de Bayes, en el que combinando informacidn
previa de las caracteristicas maternas con el indice de pulsatilidad de la arteria uterina (UtA-Pl),
la PAM, la proteina plasmdtica A asociada al embarazo y el PIGF, consiguieron detectar el 96%
de los casos de PE que requirieron parto antes de las 34 semanas y el 54% de todos los casos de

PE con una tasa fija de falsos positivos del 10%.

1.3.2.2 Forma soluble de la tirosina quinasa tipo 1

El sFlt-1 es una proteina con propiedades antiangiogénicas. Constituye una variante no asociada
a la membrana del receptor 1 del VEGF (Heydarian et al., 2009; Kendall et al., 1996) que se une
a los factores angiogénicos VEGF y PIGF con alta afinidad, reduciendo la formacidon y crecimiento
de los vasos sanguineos. Niveles anormalmente altos de sFlt-1 se han implicado en la disfuncidn

endotelial, la hipertension y la proteinuria que ocurren en la PE (Maynard et al., 2003).

Las condiciones hipdxicas estimulan la expresién de sFlt-1. En embarazos normales, la placenta
se desarrolla en un ambiente hipdxico, lo que lleva a un aumento de 20 veces la expresion de
sFlt-1 (Shibata et al., 2005). En pacientes con PE de inicio temprano, se calcula que este aumento
es hasta 43 veces mas pronunciado y puede ser provocado por condiciones de poca perfusion

uterina que conducen a una hipoxia local mas grave (Wikstrom et al., 2007).

En la PE la invasién vascular es insuficiente, lo que reduce la perfusion de la placenta,
produciendo hipoxia crdnica y restriccion del crecimiento intrauterino. La deficiencia de oxigeno

da como resultado la produccién placentaria de factores antiangiogénicos, como sFlt-1, que
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pasan al torrente sanguineo materno, dando como resultado disfunciéon endotelial, hipertension

y proteinuria (Heydarian et al., 2009).

Varios estudios confirman que, entre los factores angiogénicos, no solo el PIGF sino también el

sFlt-1 mejora sustancialmente la prediccién de PE temprana y tardia (Crovetto et al., 2014).

1.3.2.3 Relacién sFlt-1/PIGF

El descubrimiento de los factores angiogénicos circulantes en la patogénesis de la PE ha sido un
gran avance para el diagndstico y prondstico de la enfermedad. Dado que la patogenia de la PE
implica un desequilibrio en los factores angiogénicos, la relacion sFlt-1/PIGF es una medida mas
relevante que la medicién de cualquiera de los biomarcadores por separado. Ambas moléculas
se producen mayormente en la placenta y son marcadores no invasivos de la salud placentaria,
en los que se demostrado una relacién especifica con el inicio y la gravedad de la PE. Entre las
mujeres con sospecha de PE, la relacidn sFlt-1/PIGF tiene un valor predictivo negativo (VPN) muy
alto para descartar el desarrollo de PE dentro de los 7 dias, resultados maternos adversos dentro

de los 14 dias o parto con PE dentro de los 14 dias (Verlohren et al., 2022).

Zeisler y colaboradores desarrollaron un estudio prospectivo, multicéntrico y observacional para
determinar y validar una relacién sFlt-1/PIGF sérica predictiva de la ausencia o presencia de PE
a corto plazo en mujeres con embarazos de feto Unico en las que se sospechaba PE desde las
24-36%% semanas de gestacién (Zeisler et al., 2016). En una cohorte de 500 mujeres identificaron
un valor de corte de 38 en la relacién sFlt-1/PIGF con un importante valor predictivo. En un
estudio de validacidn posterior entre 550 mujeres adicionales, una relacion sFlt-1/PIGF de 38 o
inferior tuvo un VPN (es decir, sin PE en la semana siguiente) del 99,3% (IC del 95%, 97,9 - 99,9),
con una sensibilidad del 80,0% (IC del 95%, 51,9 - 95,7) y una especificidad del 78,3% (IC del 95%,
74,6 - 81,7). El valor predictivo positivo (VPP) de una relacion sFlt-1/PIGF superior a 38 para un
diagndstico de PE dentro de las 4 semanas fue del 36,7% (IC del 95%, 28,4 - 45,7), con una
sensibilidad del 66,2% (IC del 95%, 54,0 - 77,0) y 83,1% de especificidad (IC del 95%, 79,4 - 86,3),
llegando a la conclusidn de que se podia usar una relacién sFlt-1/PIGF de 38 o menos para
predecir la ausencia a corto plazo de PE en mujeres en las que se sospechaba clinicamente el

sindrome.

Estos biomarcadores se han incorporado en modelos predictivos de PE, aumentado
considerablemente la sensibilidad y especificidad del cribado de la enfermedad en diferentes

momentos de la gestacion.
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1.3.3 Biomarcadores de inflamacidon

Durante el embarazo se produce una inflamacion local de la placenta y una respuesta
inflamatoria sistémica moderada que se manifiesta mediante la elevacién de diversas citoquinas
en el suero materno. En condiciones normales se sintetizan moléculas antiinflamatorias que
permiten mantener un equilibrio en este proceso. En la PE, la incorrecta invasion del trofoblasto
conduce a una isquemia placentaria que exacerba la liberacidon de citoquinas inflamatorias,
como la IL-6, que contribuyen a la inflamacién sistémica y a la disfuncién endotelial que
caracterizan a la enfermedad (Serrano et al.,, 2020). Estas respuestas proinflamatorias
aumentadas y no controladas junto a un menor nivel de citoquinas antiinflamatorias reguladoras
son factores importantes que contribuyen a la patogenia de la PE. Se ha demostrado que el perfil
de citoquinas maternas difiere entre el embarazo normotenso y la PE, y que existen diferencias
en las concentraciones de citoquinas entre las mujeres sanas y aquellas que desarrollan PE mas
tarde, lo que sugiere que estas pueden ser predictoras potenciales de PE y de otras

complicaciones del embarazo (Spence et al., 2021).

1.3.3.1 Interleuquina 6

La IL-6 fue identificada originalmente por Kishimoto y colaboradores como una proteina soluble
activadora de la diferenciacién de linfocitos B en células productoras de anticuerpos (Kishimoto,
1976). Es secretada por macréfagos, monocitos, células T, células endoteliales y fibroblastos,
donde se induce su liberacién por la IL-1 y se incrementa en respuesta al TNF-a. Es una citoquina
con actividad antiinflamatoria y proinflamatoria que interviene en la regulacion de la respuesta

inmunoldgica, en la hematopoyesis y en las reacciones de fase aguda.

La IL-6 produce sus efectos biolégicos a través del receptor de superficie celular IL-6Ra (CD126)
y del componente transductor de sefiales gp130, que activan las vias JAK (del acréonimo: Just
Another Kinase) y STAT (proteinas transductoras de sefial y activadoras de la transcripcion).
Ambos receptores, en su forma soluble, se unen a la IL-6, pero mientras que el IL-6Ra soluble
actla como agonista de la IL-6, la gp130 soluble antagoniza la accién de la IL-6. Ademas, la gp130
se expresa casi de forma ubicua, mientras que la expresién de IL-6Ra estd restringida a
hepatocitos y leucocitos (Prins et al., 2012). El tropismo de los receptores, y los efectos
contrapuestos de su interaccidn con la IL-6, son los responsables de la multifuncionalidad y la

complejidad de los mecanismos en los que interviene la IL-6.
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La IL-6 se expresa ampliamente en el aparato reproductor femenino y en los tejidos
gestacionales, donde ejerce funciones reguladoras en la implantacién del embrién y el
desarrollo de la placenta, asi como en las adaptaciones inmunitarias necesarias para tolerar el

embarazo (Prins et al., 2012).

Muchos estudios han descrito una asociacién entre niveles alterados de IL-6 sérica y PE, sobre
todo en el tercer trimestre de embarazo (Freeman et al., 2004; Greer et al., 1994; Kupferminc
et al., 1996; Ma et al., 2019; Vince et al., 1995). Se plantea que su aumento puede contribuir al
dafio endotelial que se produce en la PE y que estos niveles mas altos pueden deberse, en parte,
a una mayor sintesis de esta citoquina por los monocitos circulantes (Luppi & Deloia, 2006). La
IL-6 también puede influir en la progresién de la PE a través de la activacion vascular de las
células endoteliales después que fagocitan restos del trofoblasto necrético. Esta activacién por
niveles elevados de IL-6 puede propagarse a otros lechos vasculares sin necesidad de contacto
directo con restos de trofoblasto desprendidos por la placenta, contribuyendo de esta forma a
la activacidn sistémica del endotelio, que es un sello distintivo de la PE (Chen et al., 2009). La
produccién alterada de IL-6 se ha asociado con la expresion de la molécula de adhesion
intercelular 1 (ICAM-1) y la molécula de adhesion de células vasculares 1 (VCAM-1), que

proporcionan un fenotipo adhesivo al endotelio que conduce a su daio (Pober & Sessa, 2007).

Existe un interés creciente en el papel de las citoquinas como biomarcadores tempranos de la
PE, aunque no hay consenso sobre su utilidad. Mientras que varias publicaciones han reportado
un aumento de IL-6 en el suero materno de mujeres que mas tarde desarrollaron PE (Freeman
et al., 2004; Taylor et al., 2016), otros grupos no han encontrado diferencias significativas en
relacion con embarazos transcurridos con normalidad (Tangeras et al., 2015). El aumento de los
niveles séricos maternos de IL-6 también se ha asociado con el momento de aparicién de la PE

y su gravedad (Xiao et al., 2012).

Una de las complicaciones mas graves observadas en mujeres con PE es el desarrollo de ECV en
etapas posteriores de la vida. Ademas de estar involucrada en la PE, la IL-6 desempefia un papel
clave en la fisiopatologia de las ECV (Kanda & Takahashi, 2004), reforzando el planteamiento de
gue ambas entidades guardan una estrecha relacion. Freeman y colaboradores estudiaron el
estatus inflamatorio 20 afos después del parto en mujeres que tuvieron PE (Freeman et al.,
2004), demostrando un aumento de la proporcién entre IL-6 e IL-10 al compararlas con mujeres
que tuvieron embarazos sanos de la misma antigliedad, permitiéndoles relacionar la PE con

cambios en el estatus inflamatorio a largo plazo.
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1.3.3.2 Factor de diferenciacion del crecimiento 15

El GDF-15, también llamado citoquina 1 inhibidora de macréfagos, es un miembro divergente
de la superfamilia del factor de crecimiento transformante 3 (Bootcov et al., 1997). Su expresion
fisioldgica es apenas detectable en la mayoria de los tejidos somaticos humanos, sin embargo,
puede inducirse en condiciones de estrés. Se incrementa por la acciéon de varias proteinas
inflamatorias o relacionadas con el estrés, como la IL-18, el TNF-q, la IL-2 y el factor estimulante
de colonias de macrdéfagos 1, lo que sugiere una regulacion compleja y especifica (Adela &

Banerjee, 2015).

Los niveles elevados de GDF-15 estan relacionados principalmente con condiciones patoldgicas
que incluyen inflamacidn, hipoxia, lesién y reparacion tisular, y cancer. Por lo tanto, GDF-15 ha
sido ampliamente explorado como biomarcador para el prondstico de varias enfermedades
(Wischhusen et al., 2020). Las funciones biolégicas del GDF-15 aldn no se comprenden bien; se
le atribuyen papeles diferentes y, a veces, contrapuestos, por lo que exhibe un patrén intrincado
de funciones beneficiosas y perjudiciales. Aun asi, se plantea que la molécula es esencial en la

regulacién de las adaptaciones endoteliales después del dafio vascular (Rochette et al., 2020).

Los tipos de células en las se expresa el GDF-15 incluyen cardiomiocitos, adipocitos, macréfagos,
células de musculo liso vascular y células endoteliales, tanto en tejidos sanos como enfermos

(Tsai et al., 2018). EI GDF-15 es abundante en la placenta (Yokoyama-Kobayashi et al., 1997).

Los niveles de GDF-15 aumentan al inicio del embarazo y alcanzan su concentracion mas alta al
comienzo del tercer trimestre (Moore et al., 2000). Se plantea que el trofoblasto placentario es
una fuente importante del GDF-15 presente en el suero materno y en el liquido amnidtico y que
juega un papel importante en la supervivencia fetal al suprimir la produccién de citoquinas

proinflamatorias derivadas de la madre dentro del Gtero.

La medicion de GDF-15 en el suero de mujeres con PE ha producido resultados contradictorios.
Mientras que algunos grupos han reportado incrementos del marcador (Cruickshank et al., 2021;
Sugulle et al., 2009; Temel-Yuksel et al., 2018), otros no han encontrado cambios (Marjono et
al., 2003), o han informado disminuciones de GDF-15 en la PE (Chen et al., 2016b).
Recientemente se ha publicado que el GDF-15 estd aumentado antes del desarrollo de la PE y
que tiene potencial para mejorar la sensibilidad de la relacién sFlt-1/PIGF (Cruickshank et al.,

2021), por lo que puede tener valor como biomarcador clinico.

En la ECV el GDF-15 es un biomarcador predictivo establecido (Rochette et al., 2020). Su

concentracion sérica aumenta en la arteriopatia coronaria estable, en el sindrome coronario
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agudo, en la insuficiencia cardiaca y en la hipertensidn pulmonar, y lo hace en funcién de la
severidad de la enfermedad. Existe una fuerte evidencia que documenta la asociacidn de altos

niveles de GDF-15 con la ECV en el futuro (Wollert et al., 2017).

1.3.3.3 Proteina C reactiva

La PCR fue descubierta en 1930 por Tillet y Francis (Tillett & Francis, 1930) cuando identificaron
una sustancia en el suero de pacientes con neumonia aguda que precipitaba al entrar en
contacto con el polisacérido C de la pared del neumococo. Esta proteina pertenece a la familia
de las pentraxinas, posee una alta conservacion filogenética y esta formada por cinco
subunidades globulares no glicosiladas idénticas, asociadas de forma no covalente y dispuestas
en un patron ciclico simétrico alrededor de un poro central, lo que determina una configuracion

pentamérica, discoidal y aplanada (Thompson et al., 1999).

La PCR se sintetiza en el higado, forma parte de los reactantes de fase aguda y su concentracion
aumenta dramaticamente durante los procesos inflamatorios que ocurren en el organismo. La
produccién de PCR en los hepatocitos esta regulada principalmente a nivel transcripcional por
la IL-6, un efecto que puede ser potenciado por la IL-1pB. El ligando mas importante de la PCR es
la fosfatidilcolina de las células bacterianas, fungicas y eucariotas, particularmente si proviene
de células necrdticas o apoptdticas. Una vez que se establece la unidén es capaz de fijar el

fragmento Clq, activando la via clasica del sistema del complemento (Salazar et al., 2014).

La PCR existe en dos formas conformacionales distintas: la PCR pentamérica nativa y la PCR
monomérica, que pueden unirse a distintos receptores y balsas de lipidos y exhibir diferentes
propiedades funcionales. La PCR pentamérica tiene capacidad proinflamatoria o
antiinflamatorias dependiendo del contexto, mientras que la PCR monomérica ejerce potentes
acciones proinflamatorias sobre las células endoteliales, las células progenitoras endoteliales,
los leucocitos y las plaquetas, y puede amplificar la respuesta inflamatoria (Wu et al., 2015). La
disociacion de la PCR pentamérica en la PCR monomérica proinflamatoria podria vincular

directamente a la PCR con la inflamacion.

La PCR se utiliza en la deteccion y evaluacidn de enfermedades inflamatorias, infecciosas y dafios
tisulares, por lo que no es un marcador especifico; por esta razén sus valores deben
interpretarse teniendo en cuenta la historia y el contexto clinico en que se determina. Aunque
la PCR se considera un importante regulador del sistema inmunitario innato y un mediador
fundamental de la respuesta de fase aguda, también se ha asociado con procesos inflamatorios

crénicos, como ciertas afecciones reumatoldgicas, el cancer y la ECV (Dhingra et al., 2007). La
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PCR es el biomarcador que mejor correlaciona con eventos cardiovasculares futuros y puede
estar levemente elevado durante la etapa temprana de la inflamacién vascular del miocardio,

por lo que es considerado un predictor fiable del riesgo (Luan & Yao, 2018).

Los valores de PCR en embarazos normales parecen ser mas altos que los estandarizados para
mujeres no embarazadas, y se elevan mas durante el trabajo de parto. En la PE se produce una
respuesta inflamatoria que conduce a un incremento aun mayor de la PCR. Varias publicaciones
dan cuenta de aumentos significativos de esta proteina en la PE (Chen et al., 2018; Mihu et al.,
2008) y lo sefialan como un marcador de gravedad del sindrome (Chen et al., 2018; Hwang et

al., 2007; Mihu et al., 2008).

Sobre la utilidad de la PCR en la prediccidn de la PE existen resultados contradictorios. En una
revisién sistematica realizada por Hamadeh et al se encontrd una asociacion positiva entre los
niveles de PCRy el desarrollo de PE en 18 estudios (Hamadeh et al., 2021), concluyendo que era
un biomarcador rentable y prometedor que podria utilizarse en la predicciéon de la PE y en la
toma de decisiones, como el inicio del tratamiento con aspirina en dosis baja en embarazos de
bajo riesgo. Sin embargo, otros estudios no la consideraron adecuada para la prediccién del

riesgo de desarrollar la enfermedad (Savvidou et al., 2002; Teran et al., 2005).

Por otro lado, hay evidencias de la asociacion entre los desérdenes hipertensivos del embarazo
y niveles alterados de PCR en etapas posteriores de la vida; Brown y colaboradores demostraron
que una historia de hipertensién en el embarazo guardaba relacion con niveles
persistentemente elevados de PCR mas adelante en la vida, independientemente de los factores
de riesgo de ECV tradicionales y del IMC (Brown et al., 2013), sugiriendo que la PCR elevada

podia reflejar un estado inflamatorio exacerbado con mayor riesgo de desarrollo de ECV.

1.3.4 Biomarcadores de funcion endotelial

1.3.4.1 \Vesiculas extracelulares

Las vesiculas extracelulares (VE) se encuentran en todos los fluidos bioldgicos, transportan y
transfieren moléculas reguladoras como microARN, ARNm, proteinas, metabolitos, etc.
Aprovechando su pequefio tamafio, pueden cruzar las barreras fisicas y fisioldgicas del
organismo con bastante facilidad, desempefiando asi un papel vital en la comunicacién
intercelular. Todos los organismos eucariotas y procariotas secretan VE. Las VE contienen
proteinas de la membrana plasmatica y proteinas citosdlicas, acidos nucleicos, lipidos, etc. (Das

& Kale, 2020), que provienen de las células que las originan.
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Las VE pueden subcategorizarse en funcion de propiedades fisicoquimicas, como la densidad, el
perfil lipidico, el tamafio, la morfologia, los biomarcadores proteicos, las caracteristicas

moleculares y los mecanismos de secrecién implicados en su formacién (Yafiez-Mo¢ et al., 2015).

Segun la Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV), las VE pueden clasificarse en
tres grupos principales: (i) exosomas, (ii) MVs y (iii) cuerpos apoptéticos (CAs), también llamados
vesiculas apoptodticas (Théry et al., 2018). Sin embargo, todavia no se dispone de biomarcadores
especificos para categorizar los distintos tipos de VE, aunque su formacién implique rutas

diferentes (Doyle & Wang, 2019).

1.3.4.1.1 Exosomas

Los exosomas tienen entre 40 y 120 nm de diametro, se forman por invaginacion de la
membrana limitante de los endosomas tempranos, que maduran en cuerpos multivesiculares y
se secretan al espacio extracelular. Contienen diferentes tipos de proteinas, ARN, componentes
lipidicos, etc. En un principio se pensd que eran una fuente de vertido celular o una forma en
que las células se deshacian de material innecesario, pero mas tarde se descubrié que los
exosomas participan en la comunicacion intercelular, en el mantenimiento de las células y en la
progresion de los tumores. Los exosomas reflejan el estado fisioldgico y el origen celular de sus
células progenitoras, que se imprimen en ellos mediante microARN. Esto hace que los exosomas
sean Utiles como biomarcadores de varias enfermedades, porque las moléculas que contienen
caracterizan condiciones definidas y pueden reflejar el estado de varios procesos celulares

(Zaborowski et al., 2015).

Los exosomas se aislan generalmente mediante ultracentrifugacion de los fluidos corporales o
de sobrenadantes de cultivo. Para su caracterizacion se realizan dos tipos de analisis diferentes:
el analisis fisico y el quimico/bioquimico/composicional. El analisis fisico, que permite conocer
el tamafio y/o la concentracién de las particulas, se lleva a cabo mediante el analisis de
seguimiento de nanoparticulas, la dispersiéon de luz dindmica, la microscopia electrénica o la
deteccion de pulso resistivo sintonizable. El analisis quimico/bioquimico/composicional se
realiza normalmente mediante tincidn, inmunoblot o andlisis proteémico, y proporciona

informacidn sobre el contenido de las vesiculas aisladas (Doyle & Wang, 2019).
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Figura 1.4
Diferentes tipos de vesiculas extracelulares
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Nota: (a) Los exosomas y las microvesiculas son producidos por células normales y enfermas. La apoptosis
desencadena la liberacion de cuerpos apoptoticos. Algunas células cancerosas generan vesiculas extracelulares de
gran tamafio, denominadas oncosomas. (b) Las vesiculas extracelulares pueden ser captadas por diferentes
mecanismos, como la endocitosis, la fusion de membranas o la fagocitosis. Las vesiculas extracelulares entregan
dcidos nucleicos, proteinas y lipidos que pueden ser funcionales en las células receptoras. Las interacciones ligando-
receptor en la superficie celular también pueden producir efectos bioldgicos y ayudar a dirigir las vesiculas a tipos
celulares especificos. Abreviaturas: nm, nanémetro; um, micrémetro. Tomado y modificado de “Extracellular Vesicles:
Composition, Biological Relevance, and Methods of Study” (Zaborowski et al., 2015).

1.3.4.1.2 Microvesiculas

Las MVs se originan directamente de la membrana plasmatica, tienen un tamafio que va de 100
nm a 1 micrometro (um) y contienen material citoplasmatico (Zaborowski et al., 2015). En 1967,
el profesor Wolf las describid por primera vez (Wolf, 1967). La ruta de formacién de las MVs no
se conoce bien, pero se cree que requiere componentes del citoesqueleto, como la actina y los
microtubulos, junto con motores moleculares (quinesinas y miosinas) y maquinaria de fusion
(receptores y factores de unién vesicular) (Cai et al., 2007). Este proceso implica una interaccion
dindmica entre la redistribucién de lipidos y la contracciéon de proteinas del citoesqueleto, donde
intervienen flipasas y flopasas que permiten la translocacién de fosfolipidos, la pérdida de la
asimetria de la membrana y la caracteristica exposicion de fosfatidilserina en la superficie de las
MVs; por esta razon, las MVs pueden identificarse por la positividad a la anexina V, que es una
molécula capaz de unirse a la fosfatidilserina. A continuacion, la liberacidn de las MVs se regula
e induce eficazmente tras la activacion de receptores de la superficie celular o por apoptosis y

el consiguiente aumento de la concentracidn de calcio idnico intracelular (Cufaro et al., 2019).
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Las MVs pueden transportar moléculas bioactivas entre las células que las originan y las
receptoras, efectuando asi la comunicacién intercelular. Proteinas conocidas por agruparse en
la superficie de la membrana plasmatica, como las tetraspaninas, proteinas relacionadas con el
citoesqueleto, proteinas de choque térmico, integrinas y proteinas modificadas
postraduccionalmente por glicosilacion o fosforilacién, se suman a la carga molecular que
transportan las MVs (Badimon et al., 2017). Curiosamente, las proteinas de unién a glucanos de
la superficie de las MVs pueden ser un factor clave para entender cdmo se dirigen a otras células
e interactuan con ellas. (Doyle & Wang, 2019). Las MVs también desempefian un papel relevante
en la comunicacion intercelular mediante la transferencia de ARNm y microARN (Marques et al.,
2012). El nimero de MVs producidas depende tanto del estado fisiolégico y del microambiente

de la célula donante como del que tiene la célula receptora (Zaborowski et al., 2015).

Como mediadores de la comunicacién intercelular, las MVs pueden participar en la transduccion
de sefiales, asi como en la modulaciéon y regulacion inmunoldgica. La singularidad de las MVs es
que tienen la capacidad de empaquetar carga activa (proteinas, acidos nucleicos y lipidos) y
entregarla a otra célula, vecina o distante, y alterar las funciones de la célula receptora
(Zaborowski et al., 2015). Al igual que los exosomas, las MVs también pueden ser utilizadas como
biomarcadores para diagnosticar diferentes condiciones fisiopatoldgicas durante el desarrollo y

la progresion de enfermedades humanas (Gyorgy et al., 2011).

Las MVs juegan un papel relevante en la trombosis, la inflamacidn, asi como en la induccién de
cambios endoteliales y en la diferenciacién celular. Tanto la inflamacién como la trombosis
pueden estar orquestadas por las interacciones entre componentes de la sangre, como los
leucocitos y las plaquetas, con las células vasculares, endoteliales y musculares lisas, que,

durante la activacidn o la apoptosis, pueden liberar MVs. En la sangre de individuos sanos, pero

también en pacientes con estados patolégicos como la sepsis, la PE, la enfermedad de Crohn 'y
la diabetes estdn presentes las MVs, en cantidades diferentes y con caracteristicas especificas
(Meziani et al., 2008), lo que refuerza la idea de que pueden desempeiar un papel en estas

enfermedades.

Las MVs son ricas en fosfolipidos y pueden derivarse de células endoteliales, eritrocitos,
plaguetas y leucocitos. Aunque estan presentes en la sangre periférica de individuos sanos
inducidas tanto por la activacién homeostdtica como por la apoptosis, se puede observar un
aumento significativo en ciertas condiciones patoldgicas, como las enfermedades autoinmunes,
la diabetes, el cancer y las enfermedades infecciosas (Chironi et al., 2009). La composicion de

proteinas de las MVs determina sus efectos bioldgicos, que varian en funcién de la célula de la
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que procedeny del tipo de estimulo que interviene en su formacidn. Las proteinas de membrana
proporcionadas por las células especificas que las originan pueden utilizarse para estudiar su

origen exacto.

En las ultimas décadas se ha producido un fuerte aumento del nimero de publicaciones
cientificas que describen las funciones fisiolégicas y patoldgicas de las VE y que abordan su
utilidad como biomarcador para el diagndstico y prondstico de varias enfermedades. Sin
embargo, el potencial de las MVs se ha visto limitado por la complejidad, la falta de validacién y
de estandarizacion de los métodos utilizados para aislarlas, cuantificarlas e identificarlas (Dey-
Hazra et al., 2010; Gradziuk & Radziwon, 2017; Inglis et al., 2015; Jayachandran et al., 2012), una
cuestion critica que dificulta la utilizacion generalizada y rutinaria de la medicion de MVs en la
practica asistencial. En 2018 la ISEV actualizé sus directrices de publicacidon de resultados a
través de un documento en el que fue definida y especificada la informaciéon minima que debe
aportarse en los estudios de VE (Théry et al., 2018). En el texto se recogen 4 puntos centrales:
(a) la aceptacion del término “Vesicula extracelular" como el genérico preferido para denominar
las MVs en la literatura, y que deben definirse seglin sus caracteristicas fisicas y bioquimicas y/o
las condiciones/fuentes; (b) que existe un nimero creciente de técnicas de separacién y de
combinaciones de estas técnicas que equilibran de forma diversa la recuperacion y la
especificidad. En todos los casos, el procedimiento de separacion y/o aislamiento de VE debe
ser reportado en detalle, para permitir su reproduccién; (c) para la caracterizacidn de las VE los
marcadores proteicos y lipidicos siguen siendo muy utiles; y (d) las funciones asociadas
especificamente con las MVs liberadas de la célula deben demostrarse sin contacto entre las

células donantes y las receptoras.

1.3.4.1.3 Cuerpos apoptoticos y oncosomas

Los CAs son vesiculas de membrana liberadas al medio extracelular durante las ultimas etapas
de la muerte celular por apoptosis. Los CAs tienen un didmetro de 1-5 um, forma heterogénea
y contienen organulos intactos, histonas y ADN gendmico en su interior. En general, los CAs se
liberan por un desprendimiento de la membrana que requiere la fosforilacién de la cadena ligera
de la miosina y la activacidn de la caspasa-3, una de las enzimas clave de la apoptosis (Cufaro et

al., 2019).

La protrusién de la membrana citoplasmatica de las células malignas también puede dar lugar a
grandes VE denominadas oncosomas, que tienen un didmetro de entre 1y 10 um y, por lo tanto,

son mucho mas grandes que la mayoria de VE (Zaborowski et al., 2015). Su formacion vy
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desprendimiento se ven favorecidos por la pérdida de reguladores citoesqueléticos que inducen
la transicidn de un fenotipo mesenquimal a otro mas rdpido, invasivo y metastasico (fenotipo
ameboide) y por este motivo pueden asociarse a la progresidn tumoral. De hecho, sélo las
células tumorales liberan una cantidad cuantificable de oncosomas y esto parece
correlacionarse con la agresividad del tumor, mientras que su deteccion en las células benignas
es insignificante (Cufaro et al., 2019). Su contenido de ADN es significativamente mds abundante
que el de otras VE lo que demuestra que el ADN derivado de las VE grandes refleja la
composicion gendmica de las células tumorales de origen. También se han identificado ARNm y
microARN dentro de los oncosomas, lo que sugiere que, al ser internalizadas por las células
receptoras, pueden regular la expresién génica y aumentar la migracién de los fibroblastos

(Becker et al., 2016; Ciardiello et al., 2016).

1.3.4.1.4 Microvesiculas en el embarazo y la preeclampsia

Las MVs desempefian un papel dindmico en la comunicacién entre componentes del sistema
vascular materno (el endotelio vascular, los leucocitos circulantes y las plaquetas) y la placenta,
contribuyendo asi al desarrollo del embarazo normal. Las MVs aumentan en la gestacion debido
a la adaptacién anatémica y funcional que ocurre en el sistema vascular de la madre para
responder a las nuevas demandas fisiolégicas asociadas a esta condicidon (Marques et al., 2012).
Redman y Sargent revisaron estudios de MVs realizados en embarazadas en los que se detecto
la presencia no sélo de MVs derivadas de plaquetas, endotelio y leucocitos, sino también de
sincitiotrofoblasto. Ellos encontraron en la mayoria de los articulos publicados que el aumento
de las MVs era especialmente importante en las mujeres embarazadas con PE, donde existia una
amplia activacion en las células endoteliales, de los leucocitos y del sistema de la coagulacion
(Figura 1.5), que daba como resultado una mayor cantidad de MVs derivadas de leucocitos,
endotelio y de sincitiotrofoblasto, mientras que las MVs producidas por las plaquetas estaban

disminuidas (Redman & Sargent, 2008).

Las plaguetas son la fuente mas importante de MVs en la sangre de las mujeres sanas no
embarazadas. En comparacién con estas, las gestantes normotensas tienen concentraciones
menores de MVs de plaquetas (MVs-pla) y esta reduccidn es ain mayor en mujeres con PE
(Dragovic et al., 2013). Se han propuesto tres teorias diferentes para explicar las menores
concentraciones de MVs-pla en la PE: (a) un menor recuento de plaquetas en la PE puede
generar menores concentraciones de MVs-pla; (b) menores MVs-pla circulantes pueden deberse

en parte a un mayor atrapamiento o participacion de las MVs-pla en la generacién de trombina
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y la formacién de coagulos de fibrina; y (c) (3) la interaccién y unién de las MVs-pla con los
leucocitos puede dar lugar a menores cantidades en el compartimiento vascular (Gilani et al.,

2016).

Por el contrario, el recuento de leucocitos y las concentraciones de MVs de leucocitos (MVs-leu)
son mayores en las mujeres embarazadas normotensas que en aquellas que no atraviesan una
gestacion, y lo son aln mas en las gestantes con PE, donde existe un estado inflamatorio
exacerbado. Los leucocitos en la PE producen mayores niveles de determinados subconjuntos
de MVs, como las MVs de monocitos (MVs-mon), las de neutréfilos, etc., que reflejan el estado

de activacién en que se encuentran las células que las originan (Lok et al., 2009).

Debido a la disminucion de la resistencia vascular periférica, al estado del endotelio y a la unién
a células sanguineas circulantes, la concentracion MVs de células endoteliales (MVs-end) en las
mujeres con embarazos normales es menor que en aquellas que no lo estan (Gilani et al., 2016).
Sin embargo, en las mujeres con PE la cantidad de MVs-end es mayor, indicando activacién de
las células endoteliales; se sabe que existe una asociacién entre el aumento de la concentracion
de MVs-end y la disfuncién vascular (Petrozella et al., 2012). Por otro lado, se ha demostrado
que las MVs-end tienen caracteristicas diferentes segun el estimulo de sefalizacion y los
procesos o condiciones trombdticos e inflamatorios que inducen su liberacién. Las MVs de
células endoteliales activadas (MVs-ena) o proinflamatorias pueden ser producidas por las
células endoteliales en respuesta a estimulos o estados proinflamatorios (Gilani et al., 2016). Por
lo tanto, la inflamacién en la PE puede aumentar la concentracion circulante de MVs

proinflamatorias derivadas del endotelio.

Las MVs de sincitiotrofoblasto (MVs-sct) provienen de células apoptéticas o activadas que estan
directamente expuestas a la circulacion materna. Estas vesiculas contienen un numero
sustancial y variable de moléculas bioldgicamente activas que pueden interactuar con las células
endoteliales, las plaquetas y los leucocitos de la circulacion materna. Estas interacciones son
importantes para la fisiologia materna y la comunicacién materno-fetal durante el embarazo
normal. En la PE los MVs-sct se liberan en cantidades significativamente mayores y tienen
actividad proinflamatoria, antiangiogénica y procoagulante, un mecanismo que las implica en la
inflamacién sistémica materna, en la disfuncion endotelial y en la activacion del sistema de la

coagulacién que caracteriza a este trastorno (Tannetta et al., 2017).

34



INTRODUCCION

Figura 1.5
Papel de las microvesiculas en la patogenia de la preeclampsia
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1.3.4.2 Dimetil arginina asimétrica

El ADMA, un analogo de la L-arginina, es un metabolito enddégeno que inhibe competitivamente
las tres isoformas de la enzima dxido nitrico sintasa. Altos niveles de ADMA bloquean la sintesis
de NO y disminuyen la captacidn celular de L-arginina, por lo que se reconoce como un
biomarcador de disfuncion endotelial. En el embarazo normal los niveles maternos de ADMA se
reducen en comparacién con los de mujeres no embarazadas. Los niveles mas bajos de ADMA
se dan en el primer trimestre, coincidiendo con el descenso de la presién arterial, para luego
aumentar a lo largo del embarazo (Holden et al., 1998). Los niveles de ADMA estan elevados en
mujeres con alto riesgo de PE en comparacion con los de mujeres embarazadas sanas de la
misma edad gestacional. En embarazos complicados por PE los niveles de ADMA son
significativamente mas altos que en el grupo control de la misma edad gestacional (Holden et
al., 1998; Laskowska et al., 2012; Lépez et al., 2015) y una mayor concentracién de ADMA en
pacientes con PE de inicio temprano se relaciona con la gravedad de la PE (Tashie et al., 2020).
Se ha descrito ampliamente una elevacién de los niveles de ADMA en pacientes con diversas
afecciones cardiovasculares y metabdlicas, como hipercolesterolemia, aterosclerosis,

hipertension, insuficiencia cardiaca o renal crénica, diabetes mellitus, accidente cerebrovascular
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e hiperhomocisteinemia (Sibal et al., 2010). Se ha demostrado que el ADMA aumenta la
resistencia vascular sistémica en humanos, como un inhibidor endégeno de la eNOS (Dymara-

Konopka & Laskowska, 2019).

1.3.5 Biomarcadores de dislipemia

En el embarazo ocurren multiples cambios fisioldgicos que producen alteraciones del perfil
lipidico. En general, estos cambios permiten que el feto reciba los nutrientes adecuados y
reflejan el aumento de la resistencia a la insulina en la madre. Inicialmente, hay una fase
anabdlica con un aumento de la sintesis de lipidos y almacenamiento de grasa para responder
al aumento de las necesidades energéticas del feto al final del embarazo. Durante el tercer
trimestre, la fisiologia de los lipidos pasa a una fase catabdlica neta con una reduccion de los

depdsitos de grasa (Grimes & Wild, 2018).

Numerosos estudios han relacionado los trastornos en la concentracién de colesterol y
triglicéridos (dislipidemia) en el embarazo con resultados adversos, que afectan tanto la salud
materna como la fetal. La dislipidemia al principio del embarazo se ha asociado a un mayor
riesgo de PE (Enquobahrie et al., 2004). Existen implicaciones directas de la dislipidemia en los
resultados perinatales, asi como intrincadas relaciones entre la dislipidemia y la morbilidad

intrauterina.

En las mujeres preeclampticas los niveles de triglicéridos, de colesterol unido a lipoproteinas de
baja densidad (LDL), de colesterol total y de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) son
mayores que en los embarazos normales, pero el nivel de colesterol unido a lipoproteinas de
alta densidad (HDL) es menor (Tesfa et al., 2020). Varios trabajos han estudiado la relacién entre
los niveles de triglicéridos y el posterior desarrollo de PE; la gran mayoria de estas
investigaciones coincide en la existencia de diferencias significativas en los niveles de
triglicéridos a favor de las mujeres preeclampticas en comparaciéon con las gestantes
normotensas; un metaandlisis compuesto por 24 estudios de casos y controles confirmé que
existia una fuerte asociacion entre la hipertrigliceridemia y el riesgo de PE (Gallos et al., 2013).
Aungue no todas las publicaciones van en la misma direccidn; algunos investigadores no han
encontrado diferencias significativas entre el perfil lipidico de mujeres con PE y el de gestantes

sanas (Punthumapol & Kittichotpanich, 2008).

El estrés oxidativo provoca cambios bioquimicos en los lipidos y las proteinas que pueden inducir
dafios en el endotelio vascular y crear complicaciones en el embarazo (Ledn et al.,, 2017). En la

PE el estrés oxidativo favorece la produccion de dienos conjugados, lipohidroperodxidos y
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malondialdehido, que son productos de la oxidacidn lipidica que afectan la funcién endotelial.
El colesterol-LDL es muy susceptible a la oxidacién por radicales libres; una vez oxidado puede
inducir cambios funcionales de las células endoteliales al estimular la expresiéon de moléculas de
adhesién celular, que tienen efectos citotdxicos sobre las células endoteliales vasculares, son
quimioatrayentes para los monocitos e inducen la secrecion de mediadores proinflamatorios
por parte de los macréfagos. El malondialdehido también se une al colesterol-LDL e impide su
reconocimiento por el receptor correspondiente. El colesterol-HDL, que es un agente protector
de la funcién vascular porque contienen apolipoproteina Al (ApoAl), también es susceptible de

oxidacion y da lugar a lipoproteinas disfuncionales.

Como la dislipemia es un importante factor de riesgo de ECV y también de la PE (Lisowska et al.,
2018), es posible que aquellos embarazos que transcurren con dislipemia y riesgo de PE tengan
mayor probabilidad de desarrollar ECV a largo plazo. Se necesitan mas estudios para explorar
esta asociacidn, por el potencial que tiene en la prevencion y el seguimiento de eventos

cardiovasculares adversos en estas mujeres.

1.4 Preeclampsia y enfermedad cardiovascular

Las mujeres con antecedentes de PE tienen un mayor riesgo de desarrollo de ECV,
cerebrovascular y arterial periférica en el futuro, asi como de mortalidad cardiovascular
(McDonald et al., 2008). Una gran proporcion de las mujeres que experimentan PE tienen
factores de riesgo cardiovascular importantes en la quinta década de vida, en comparacién con
controles sanos (Bokslag et al., 2017). Varias revisiones sistematicas han revelado las
consecuencias a largo plazo de la PE y han cuantificado el riesgo de ECV después del embarazo
en madres con PE y en sus hijos (Thilaganathan & Kalafat, 2019; Turbeville & Sasser, 2020). La
PE y el alto riesgo cardiovascular comparten varios mecanismos fisiopatoldgicos, como el estrés
oxidativo y el inflamatorio, el desequilibrio angiogénico y la disfunciéon endotelial. Aunque los
mecanismos precisos siguen sin estar claros, estudios recientes revelan la persistencia de la

disfuncidn endotelial y vascular materna después del parto (Tomimatsu et al., 2017).

Aunque un porcentaje del riesgo de estas consecuencias posparto puede residir en los factores
de riesgo compartidos entre la PE y la ECV, otros mecanismos especificos de la enfermedad
pueden explicar este riesgo a largo plazo, entre las que destacan las perturbaciones posparto de
vias fisioldgicas, que incluyen la sensibilidad al sodio y a la angiotensina Il, una mayor activacién
simpatica, la inflamacidn persistente y el desequilibrio angiogénico. Entre los resultados

conseguidos en este activo campo de investigacidn se cuentan el hallazgo de respuestas
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barorreceptoras desadaptativas relacionadas con un volumen plasmatico persistentemente
reducido en mujeres después de un embarazo con PE, el aumento continuo de citocinas
proinflamatorias, el aumento exacerbado en los componentes de la reaccion de fase aguda y la
disfuncidon endotelial de 5-8 afios después del embarazo preecldmptico, con anomalias en
factores endoteliales y antiangiogénicos circulantes que persisten por mucho mas tiempo

después del parto (Turbeville & Sasser, 2020).

Se han publicado varios trabajos basados en la evaluacién prospectiva de biomarcadores
angiogénicos, de inflamacién y de disfuncidn endotelial en mujeres con PE para determinar si
son capaces de distinguir a las mujeres que posteriormente desarrollan hipertension y ECV de
las que no lo hacen, entre los cuales el sFlt-1, el PIGF, la IL-6, la relacidn IL-6/IL-10, la troponina
| cardiaca, la activina A, el antigeno leucocitario humano-G soluble, la proteina plasmatica A
asociada al embarazo y la norepinefrina, han mostrado potencial y son biomarcadores
candidatos interesantes para la estratificacion del riesgo de ECV a largo plazo en esta poblacidn

(Bovee et al., 2021).

Por otro lado, muchas mujeres embarazadas son clasificadas como de alto riesgo de PE en
funcién de factores obstétricos y maternos, pero en Uultima instancia no desarrollan la
enfermedad. Esto plantea la posibilidad de la existencia de una predisposicion a la disfuncion
vascular que es evidente en embarazos con alto riesgo de PE, que también puede ser un factor
de riesgo para la ECV mas tarde en la vida, independientemente de su asociacion con el
desarrollo de PE. Las recomendaciones para la deteccidn, prevencién y el manejo de las mujeres

después de tales embarazos aun no estan definidas.

La identificacién de biomarcadores cardiovasculares con potencial para predecir qué mujeres
corren mayor riesgo seria de gran utilidad en la estratificacion de las pacientes con PE y podria
contribuir al desarrollo de estrategias adecuadas para la prevencidn de la hipertension y de

eventos cardiovasculares adversos en esta poblacion.

Aunque ahora se reconoce que un antecedente de PE es un factor de riesgo especifico de la
mujer para la ECV en la vejez, aun no esta claro cdmo debe mejorarse la salud cardiovascular de
estas mujeres. En la actualidad, varias pautas sugieren el control de la hipertension, la
hiperlipidemia y la diabetes, y la provision de consejos sobre un estilo de vida saludable para
mujeres con antecedentes de PE (Tomimatsu et al., 2017). Para definir estrategias de
seguimiento e intervencion mas adecuadas para estas mujeres sera preciso investigar mds en

los préximos afos.
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1.5 Estatinas

Las estatinas son farmacos que reducen la concentracién plasmatica de colesterol-LDL, con
demostrada eficacia en la prevencidn cardiovascular primaria y secundaria. Son inhibidores
competitivos, parciales y reversibles de la enzima HMG-CoA reductasa, que cataliza la
conversion de la HMG-CoA a mevalonato, un metabolito clave en la en la biosintesis de
colesterol. El bloqueo de la enzima se produce debido al gran parecido estructural que exhiben
estos farmacos con el HMG-CoA. La afinidad de las estatinas por la enzima es de 1000 a 10 000
veces la del sustrato natural. Al disminuir la produccion de colesterol intracelular, los
hepatocitos aumentan la expresion de receptores de las LDL, lo que causa un mayor
aclaramiento del colesterol-LDL del plasma. Las estatinas también disminuyen el ensamblaje y
la sintesis de VLDL, con lo que se reducen los triglicéridos plasmaticos y, por un mecanismo poco
conocido, producen un ligero aumento del colesterol-HDL (Ramos, 2015).

Figura 1.6
Estructura de la pravastatina

Nota. “Estructura quimica de la pravastatina” por Edgar181, imagen bajo licencia CC.

Las estatinas tienen tres partes principales en su estructura: el analogo del HMG-CoA, un sitio
de unidn a la enzima HMG-CoA reductasa y una cadena lateral que determina la solubilidad de
la molécula (Figura 1.6). Las estatinas difieren en su solubilidad debido a la presencia o ausencia
de fracciones polares en sus esqueletos carbonados, que son mayoritariamente hidrofébicos.
Estas variaciones estructurales dan como resultado una distribucién diferencial dentro de la

bicapa de fosfolipidos de las membranas celulares.

Segun su solubilidad, las estatinas se pueden clasificar en lipofilicas e hidrofilicas. Las estatinas
predominantemente lipofilicas (simvastatina, fluvastatina, lovastatina, pitavastatina y
atorvastatina) pueden penetrar mas profundamente en las membranas donde interactian con

las cadenas acilo de los lipidos que las conforman. Por el contrario, las estatinas hidrofilicas
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(pravastatina y, en menor grado, rosuvastatina) permanecen en la superficie polar de la

membrana y requieren de transportadores proteicos para ingresar al citoplasma celular.

Es probable que la solubilidad y la ubicacién distintiva sean factores clave involucrados en las
diferencias metabdlicas entre las estatinas. Las estatinas lipofilicas pueden ingresar a las células
por difusion pasiva y, por lo tanto, distribuirse ampliamente en diferentes tejidos. Sin embargo,
los mecanismos mediados por transportadores especificos del higado necesarios para la
captaciéon de estatinas hidrofilicas podrian reducir potencialmente su capacidad para ejercer
efectos extrahepaticos. Ademas, la solubilidad también afecta el aclaramiento plasmatico de las
estatinas, ya que las lipofilicas son metabolizadas por las enzimas del citocromo P450 unidas a
la membrana, mientras que las estatinas hidrofilicas se eliminan en su mayoria sin modificacion.
Se ha especulado que la capacidad de las estatinas lipofilicas para llegar a los tejidos
extrahepaticos podria explicar los resultados cardiovasculares mas favorables en sujetos que
reciben este tipo de farmaco hipolipemiante, aunque con un mayor riesgo de efectos adversos,
como los sintomas musculares asociados a su administracion (Climent et al., 2021). Falta
evidencia suficiente sobre los posibles efectos beneficiosos o perjudiciales relacionados con la

solubilidad de las estatinas.

Los tratamientos con estatinas se pueden clasificar en tres grupos segun su potencia o
intensidad hipolipemiante. Los de baja intensidad (atorvastatina 10 mg, pravastatina 10-20 mg
o simvastatina 10 mg) conducen a una reduccion menor del 30% del colesterol-LDL; los de
moderada intensidad (rosuvastatina 5-10 mg, atorvastatina 20-40 mg, pravastatina 40 mg, o
simvastatina 20-40 mg) consiguen reducciones del 30-50% del colesterol-LDL; vy, los de alta
intensidad (rosuvastatina 20-40 mg o atorvastatina 80 mg) logran una reduccion del colesterol-

LDL superior al 50% (Smith & Costantine, 2020).

Ademas de su accion sobre el perfil lipidico, las estatinas tienen otros efectos cardiovasculares
beneficiosos, especialmente sobre la pared arterial, conocidos como efectos pleiotrépicos, que
explican el beneficio adicional no atribuible a la reduccidn del colesterol-LDL observado en
muchos estudios de intervencién (Davignon, 2004). Pruebas experimentales y clinicas realizadas
en los ultimos afios indican que algunos de los efectos extralipidicos de las estatinas implican
mejorar o restaurar la funcion endotelial, aumentar la estabilidad de las placas aterosclerdticas,
disminuir el estrés oxidativo y la inflamacidn, e inhibir la respuesta trombogénica en el pared
vascular. Muchos de estos efectos independientes de la reduccién del colesterol-LDL reflejan la
capacidad de las estatinas para bloquear la sintesis de importantes intermediarios isoprenoides

que facilitan la unién a las membranas celulares de una variedad de moléculas de seializacidn
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intracelular. En particular, la inhibicién de las pequefias proteinas de uniéon a GTP (Rho, Rac, Racl
Rab y Ras), cuya localizacién y funcidn adecuada en la membrana dependen de la isoprenilacion,
puede desempefiar un papel importante en la mediacidon de los efectos bioldgicos de las
estatinas (Liao, 2002). La prenilaciéon de las proteinas de unidon a GTP, que estimulan vias
proinflamatorias e inhiben mecanismos utiles para la homeostasis del endotelio, es necesaria
para su anclaje a la membrana celular y poder ejercer su mecanismo de accion relacionado con
la migracion, la diferenciacion y la proliferaciéon celular.

Tabla 1.1
Principales mecanismos de los efectos pleiotropicos atribuidos a las estatinas

Funcidn endotelial
M Produccidn y biodisponibilidad de éxido nitrico
{J Sintesis de endotelina 1
N Perfusién miocardica en segmentos isquémicos

M Respuesta vasodilatadora a la acetilcolina

Propiedades antioxidantes
{ Generacion de especies reactivas de oxigeno
{ Expresion y actividad vascular de oxidasa
{ Actividad de la xantina-oxidasa
Inhibicion de la peroxidacidn lipidica

{ Expresion génica de angiotensina | y su receptor

Propiedades antiinflamatorias
/M Estabilidad de la placa ateromatosa
/M Biodisponibilidad de dxido nitrico
Inhibicién de interleuquina 6
{d Proteina C reactiva
J Acumulacién de macréfagos en la placa ateromatosa

Inhibicién de la produccién de metaloproteinasas por los macréfagos activados

Propiedades antitrombdticas
Inhibicion de la agregacion plaquetaria
Mantenimiento del equilibrio entre factores hemostaticos, protrombaticos y fibrinoliticos

Accidn antitrombdtica: | expresidn del factor tisular, |, formacién de trombina y factores procoagulantes

Accidn profibrinolitica: |, concentraciones plasmaticas de inhibidor 1 del activador del plasmindgeno

Nota. Tomado de “Del concepto de estatinas de alta potencia a los efectos extralipidicos de las estatinas” (Ramos,
2015).

A través de estos potenciales efectos en las proteinas celulares, las estatinas pueden tener una
serie de propiedades antiateroscleréticas y antitrombdticas, como la inhibicidn del crecimiento
de las células musculares lisas, de la adhesidn celular, de la activacidon plaquetaria y de la

secreciéon de PCR, entre otras (Ramos, 2015). Se han descrito multiples acciones de las distintas
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estatinas que participarian en este fendmeno vasculoprotector. En la Tabla 1.1 se resumen
algunos de los principales mecanismos de la mejora de la funcidn endotelial y de las propiedades

antioxidantes, antiinflamatorias y antitrombéticas atribuidas a las estatinas.

1.5.1 Pravastatina en la prevencidn de la preeclampsia

Se sabe que la PE comparte varios mecanismos fisiopatoldgicos con la ECV y esto ha llevado a
investigar la utilidad potencial de las estatinas en la prevencidn y manejo de la PE en los ultimos

anos.

Las estatinas regulan al alza la eNOS promoviendo la produccion de NO en la vasculatura,
estimulan la liberacién de VEGF y PIGF, y reducen las concentraciones de sFlt-1 y sEng. Tienen
propiedades antiinflamatorias, entre las que destacan la reduccion de la PCR, el aumento de los
niveles de citoquinas antiinflamatorias producidas por linfocitos T colaboradores de tipo 2 y la
disminucién de la produccidn de citoquinas proinflamatorias por linfocitos T colaboradores de
tipo 1. Estos efectos inmunomoduladores y antiinflamatorios, junto con otras acciones
pleiotrépicas sobre la formacidn de radicales libres y la proliferacién de células musculares lisas,
hacen de las estatinas candidatas muy prometedoras para la prevencion y el tratamiento de la

PE (Smith & Costantine, 2020).

Entre las estatinas, se ha utilizado especificamente la pravastatina en varios estudios preclinicos
y clinicos para revertir el desequilibrio angiogénico del embarazo asociado con la PE, para
restaurar la salud endotelial global y para prevenir lesiones oxidativas e inflamatorias. Ademas,
en ensayos realizados en humanos, se ha encontrado un perfil de seguridad favorable para la
pravastatina, y la evidencia disponible actualmente no respalda antiguas preocupaciones

teratogénicas que rodeaban su administracién en el embarazo (Costantine et al., 2016).

En 2016, Costantine et al publicaron un estudio piloto aleatorizado del tratamiento con
pravastatina de gestantes con alto riesgo de PE desde las semanas 12-16 de gestacidn hasta el
parto (Costantine et al., 2016) en el que no se produjeron efectos adversos y se consiguieron
resultados promisorios para reducir la tasa de PE, concluyeron que era necesario realizar una

investigacion de mayor alcance para examinar la eficacia del tratamiento.

Teniendo en cuenta que la PE tardia es la forma mas comun de presentacion de la enfermedad,
que ya existia un modelo efectivo para predecirla (Andrietti et al., 2016), que se habia
comprobado que la pravastatina tenia una farmacocinética adecuada y que podia utilizarse con

seguridad durante el embarazo, se desarrollé un ensayo clinico multicéntrico (STATIN) para
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evaluar su efectividad en la reduccién del riesgo de PE a término. En este contexto despertd
interés conocer el efecto del tratamiento con pravastatina sobre la funcidn endotelial vascular
de las gestantes mediante el estudio de una combinacidon de biomarcadores circulantes, que es

el objetivo general de este trabajo.
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2.1

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis y objetivos

Hipoétesis

El tratamiento con pravastatina en la gestacion con alto riesgo de preeclampsia tardia mejora la

funcién endotelial vascular asociada a una disminucién del estrés oxidativo, la inflamacién vy la

liberacion de microvesiculas circulantes vasculares maternas y de sincitiotrofoblasto.

2.2

Objetivos

2.2.1 Objetivo general:

Estudiar el efecto del tratamiento con pravastatina sobre la funcién endotelial vascular
mediante la determinacidon de biomarcadores circulantes en mujeres con alto riesgo de

preeclampsia tardia.

2.2.2 Objetivos especificos:

*

Comparar el nivel de estrés oxidativo, el estatus inflamatorio, la funcién endotelial y el perfil
lipidico, entre las semanas 35-37 de gestacidn, en gestantes con bajo y alto riesgo de
preeclampsia a término.

Analizar el rendimiento de biomarcadores circulantes, sus relaciones de dependencia y la
posible asociacién con variables demograficas y clinicas entre las semanas 35-37 de
gestacion, en gestantes con bajo y alto riesgo de preeclampsia a término.

Desarrollar un modelo explicativo del riesgo de preeclampsia a término a partir de la
combinacion de biomarcadores circulantes relacionados con la funcién endotelial vascular.
Estudiar el efecto del tratamiento con pravastatina sobre los niveles de biomarcadores
circulantes de estrés oxidativo, inflamatorios, de funcién endotelial, y el perfil lipidico, desde

la semana 35-37 hasta el parto en mujeres con alto riesgo de preeclampsia a término.
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3 Material y método

3.1 Ambito, sujetos y disefio del estudio

El estudio comprendido en esta tesis doctoral se realizé con pacientes de la Unidad de Medicina
Fetal del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) sometidas a un cribado de

PE tardia.

Se trata de un estudio prospectivo, descriptivo y analitico del efecto del tratamiento con
pravastatina sobre la funciéon endotelial vascular de embarazadas con riesgo de PE a término
(ENDOSTATIN), desarrollado en el marco de un ensayo clinico multicéntrico aleatorizado doble
ciego controlado con placebo (STATIN, EC N2 EducraCT 2016-005206-19, ISRCTN16123934
https://doi.org/10.1186/ISRCTN16123934) realizado para examinar el uso profilactico de este

farmaco, a partir de las semanas 35-37 de gestacidn, en la reduccién de la incidencia y gravedad
de la PE a término. Para completar los objetivos propuestos, también fueron reclutadas

embarazadas de la misma edad gestacional con bajo riesgo de PE a término.

En el ensayo clinico STATIN el objetivo primario fue determinar la incidencia de PE después de
la aleatorizacién. Como objetivos secundarios se propusieron analizar el efecto de Ia
pravastatina sobre los resultados adversos de cualquier gestacidn, en la morbilidad y mortalidad
neonatal y en el valor de los marcadores angiogénicos. También se evalud la seguridad de la
administracidon de pravastatina durante el embarazo. El estudio ENDOSTATIN se centrd en la
evaluacion del estatus del endotelio durante el tratamiento con pravastatina de las participantes
del ensayo clinico, utilizando biomarcadores circulantes relacionados con la funcién endotelial

vascular.

La investigacion se llevd a cabo bajo el cumplimiento de los principios éticos promulgados por
la Asociacion Médica Mundial en la Declaracién de Helsinki (1996) y al amparo de lo establecido
en el Real Decreto 223/2004, por el que se regulan los ensayos clinicos con medicamentos, y el
Real Decreto Legislativo 1/2015, que recoge el texto refundido de la Ley de garantias y uso
racional de los medicamentos y productos sanitarios. Antes de iniciar este trabajo fue solicitada
la autorizacidon de las instancias competentes, que emitieron los siguientes informes y

dictamenes:

e Dictamen favorable del Comité de Etica de Investigacién con Medicamentos del Hospital

Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca, con fecha 29 de octubre de 2018 (Anexo |)
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e Propuesta favorable de la Comision para la Realizacidon de Trabajos de Investigacién en el
Area | de Salud a la Direccién Gerencia del Area, con fecha 10 de enero de 2019 (Anexo I1)

e Informe favorable de la Comisién de Etica de Investigacion de la Universidad de Murcia, con
fecha 18 de febrero de 2019 (Anexo Il1)

e Informe favorable del Comité de Bioseguridad en Experimentacion de la Universidad de

Murcia, con fecha 25 de junio de 2019 (Anexo V)

3.1.1 Seleccidon de la poblacién

Para identificar las participantes potenciales del STATIN se invitd a las mujeres con embarazos
Unicos que acudieron a revisién ginecoldgica rutinaria entre las semanas 35'°-36*° de gestacion
a formar parte de un cribado de PE utilizando una combinacién de factores maternos, PAM y

marcadores angiogénicos.

Las gestantes con alto riesgo de PE a término recibieron informacién sobre el ensayo clinico
STATIN y sobre el estudio de funcidn endotelial ENDOSTATIN. Se les explicd el propésito, la
metodologia, los beneficios, los riesgos potenciales de cada investigacidon y se les propuso
participar, solicitando a las que aceptaron que firmaran el documento de consentimiento (Anexo
V). Las embarazadas con bajo riesgo de PE tardia pasaron a formar parte del grupo de gestantes

sanas del estudio ENDOSTATIN.

3.1.2 Criterios de elegibilidad

Las gestantes seleccionadas para cada estudio (STATIN y ENDOSTATIN) cumplieron todos los

criterios de inclusién y ninguno de los criterios de exclusidn definidos a continuacion:

v Criterios de inclusion para el cribado de riesgo de PE a término:
- Embarazo unico
- Fetovivo
- Recibir informacidén verbal y escrita de las caracteristicas de cada estudio y firmar el

consentimiento para participar.

v Criterios de exclusidn para el cribado:
- Edad inferior a 18 afios
- Embarazo multiple
- Inconsciencia o estar muy enfermo

- Enfermedad mental severa
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- Dificultad para el aprendizaje

- No hablar con fluidez el idioma local y no contar con un intérprete

v Criterios de inclusion de participantes en la fase de aleatorizacion (STATIN):
- Los mismos que para el cribado; v,
- ldentificada mediante cribado como de alto riesgo de PE a término
- Recibir informacién verbal y escrita de las caracteristicas del estudio y firmar el

consentimiento para participar

v Criterios de exclusidn de participantes en la fase de aleatorizacién (STATIN):

- Los mismos que para el cribado; vy,

Existencia de anormalidad fetal mayor
- PE establecida
- Consumo de estatinas dentro de los 28 dias anteriores a la aleatorizaciéon
- Contraindicaciones para el tratamiento con estatinas:
o Hipersensibilidad a la pravastatina
o Intolerancia a la lactosa
o Cancer previo o en curso
o Ser receptoras de trasplante de érgano sélido
o Enfermedad hepatica activa en los 6 meses previos
o Enfermedad renal crénica o insuficiencia renal con creatinina basal 1.5 mg/dL
o Historia de miopatia o rabdomidlisis
o Niveles de GOT o GPT que dupliquen el limite superior de referencia
o Niveles de creatina quinasa que quintupliquen el limite superior de referencia
o Uso de medicamentos de forma crénica (>6 meses) o concurrente con interacciones
potenciales con las estatinas: inmunosupresores, fibratos, gemfibrozilo, niacina,
inhibidores de proteasa, efavirenz, eritromicina, claritromicina, itraconzol,
colestiramina, digoxina y rifampicina
- Participacién en otro estudio con intervencién que pueda influir en los resultados de

este estudio

v" Criterios de inclusidon de participantes en el grupo de gestantes con bajo riesgo de PE
(ENDOSTATIN):
- Los mismos que para el cribado; ademas,

- ldentificadas como gestantes con bajo riesgo de PE a término
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- Recibir informacién verbal y escrita de las caracteristicas del estudio y firmar el

consentimiento para participar

v" Criterios de exclusién de participantes en el grupo de gestantes con bajo riesgo de PE
(ENDOSTATIN):
- Los mismos que para el cribado; y, ademas,
- Los mismos utilizados para la exclusion de participantes en la fase de aleatorizacion
- Dos o mas biomarcadores inflamatorios y/o de dislipemia que dupliquen los limites

superiores de referencia

v Criterio de elegibilidad de gestantes con riesgo admitidas en el estudio aleatorizado STATIN,
para participar en el estudio de funcion endotelial (ENDOSTATIN):
- Acudir a la primera o segunda visita de seguimiento clinico, con una semana o mas de

tratamiento

3.1.3 Grupos de estudio
Las participantes en el estudio de funcién endotelial se clasificaron de la siguiente forma:

v" Grupo |: gestantes con bajo riesgo de PE tardia
v" Grupo lI: gestantes con alto riesgo de PE tardia
- Subgrupo lla: gestantes con alto riesgo de PE tardia a las que se administro placebo

- Subgrupo llb: gestantes con alto riesgo de PE tardia tratadas con pravastatina

3.1.4 Intervencion

Las embarazadas con riesgo de PE recibieron un nimero de identificacion y un cédigo de
aleatorizacién que determind si recibian placebo o el tratamiento en investigacion. Para
equilibrar los grupos en el ensayo se utilizd un sistema de aleatorizacidn online basado en el

método de los bloques permutados.

El investigador principal y todas las personas involucradas permanecieron ciegos a la asignacion
del farmaco, al tiempo que el proveedor del medicamento en investigacion (Mawdsley Brooks
and Co.) mantuvo bajo custodia y en secreto el listado con los cédigos de asignacién, que fueron

revelados al finalizar el estudio o por necesidad clinica.
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La intervencidn se realizd con dosis diarias de 20 mg de pravastatina. El tratamiento se entregd
en frascos con 45 cdpsulas que contenian el medicamento o el placebo. Las capsulas con placebo
tenian el mismo aspecto que las que contenian el farmaco. A las gestantes se les dio
instrucciones para tragar la capsula integra y evitar medicamentos que contuvieran estatinas o
antinflamatorios no esteroideos a lo largo del estudio. Se les indicé que tomaran una capsula
cada dia hasta la semana 41 de gestacidon o hasta el inicio del trabajo de parto (como maximo

42 dias).

3.1.5 Etapas del ensayo clinico

El ensayo se desarrolld a través de una serie de visitas y una entrevista telefdnica, como se refleja

en la Figura 3.1.

En la visita de cribado se recogieron datos demograficos y de la historia clinica de las
embarazadas, se midié la estatura, el peso y la presion arterial, se hizo un ultrasonido fetal, se
extrajeron muestras de sangre para la medida del PIGF y el sFlt-1 y se determind la proteinuria
en orina; una parte de las muestras se destind para ambos estudios (STATIN y ENDOSTATIN) y

otra se almacené para investigaciones futuras.

Con la informacién obtenida se determiné el riesgo de PE a término (Panaitescu et al., 2018).
Las pacientes con cribado negativo fueron reclutadas de forma consecutiva hasta completar la
n del Grupo I. En las que tuvieron un cribado positivo, antes de incluirlas en los dos brazos del

ensayo (Grupo ll), se midieron la creatina quinasa y marcadores de funcidn hepatica.

A continuacion, se analizé la medicacidén concomitante de las participantes con riesgo y se les
entregd un frasco con las capsulas de 20 mg de pravastatina o de placebo, en la visita de

aleatorizacién, en funcién del cddigo de asignacion recibido.

Una semana después se produjo la primera visita de seguimiento clinico, donde se midio
nuevamente la presién arterial, el peso y se recogieron muestras clinicas para la medicién de
biomarcadores y almacenar. Ademas, se preguntd sobre la medicacién concomitante, el grado
de cumplimiento del tratamiento y los efectos adversos asociados al mismo. En esto ultimo, se

insistio en la entrevista telefénica, que tuvo lugar 2 semanas post-aleatorizacion.

En la segunda visita de seguimiento clinico las pacientes llevaban aproximadamente 4 semanas
de tratamiento. En esta ocasidn se realizd un ultrasonido fetal y se repitié el mismo esquema de

la primera visita.
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Figura 3.1

Diagrama de los estudios STATIN y ENDOSTATIN
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Nota. NCCE: No cumplen los criterios de elegibilidad.

3.1.6 Tamaiio de la muestra

Para calcular el tamafio de la muestra se utilizé la diferencia de medias de biomarcadores
angiogénicos en grupos de sujetos tratados con pravastatina (Costantine et al., 2016). De
acuerdo con estos resultados, para alcanzar diferencias significativas en los niveles plasmaticos
de marcadores circulantes de dafio endotelial, y entre el tratamiento con pravastatina y el
placebo, con una potencia del 95% y un nivel de significacion del 5%, era necesario seleccionar

aleatoriamente 180 gestantes: 60 de bajo riesgo de PE (grupo control sano) y 60 de alto riesgo
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de PE en cada uno de los brazos de pravastatina y placebo procedentes del ensayo clinico. Como
no fue posible reclutar suficientes pacientes para completar la n de las gestantes de los
subgrupos en los que se realizd la intervencion, se recalculé la potencia con las 33 mujeres
tratadas con pravastatina (subgrupo llb), utilizando esta vez la diferencia de medias pareadas de
las microvesiculas endoteliales, que con un nivel de confianza del 95%, dieron como resultado

una potencia del 91,6%.

3.2 Método

3.2.1 Recogiday procesamiento de las muestras

Se extrajo sangre periférica de la vena cubital de las gestantes con una aguja calibre 20 en tubos
secos con gel, con citrato de sodio al 3,8% y con anticoagulante EDTA. Las muestras fueron
centrifugadas a 3000g durante 5 min a temperatura ambiente y a continuacién se aspird
cuidadosamente el plasma/suero, dejando una capa inalterada de 1 0 2 mm en la interfaz con
las células sanguineas. Seguidamente, se hicieron alicuotas de 400 uL y se congelaron a -80 °C
hasta el momento de la medicidn. El procesamiento se realizd dentro de las 2 horas siguientes

a la extraccidn para evitar la generacion de MVs ex vivo.

Las muestras y datos de las embarazadas incluidas en este estudio fueron almacenadas por el
Biobanco en Red de la Region de Murcia (PT17/0015/0038), integrado en la Red Nacional de
Biobancos (B.000859), con la aprobacién de sendos Comités Etico y Cientifico, y fueron

procesadas siguiendo procedimientos normalizados.

3.2.2 Parametros del estudio

En el estudio se analizaron variables clinicas, biomarcadores y se calcularon indices, relaciones

y otras variables utilizando formulas y algoritmos adecuados, que se desglosan a continuacion:
e Variables clinicas

Datos demograficos y epidemioldgicos

- Edad

- Estatura
-  Peso

- IMC

- Raza
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- Habito de fumar
- Nuliparidad
- Consumo de alcohol o drogas

- Historia familiar de PE
Comorbilidades

o Lupus eritematoso sistémico
o Sindrome antifosfolipido
o Diabetes mellitus

o Hipertensién arterial crénica

Datos clinicos del embarazo

- Conseguido mediante técnicas de reproduccién asistida

- Edad gestacional
- Riesgo de PE
- PAM

- Consumo de aspirina en dosis bajas

- UtA-PI

- Diabetes mellitus gestacional (DMG)

- Hipertensién inducida por el embarazo

- Desarrollo de PE

Resultados del embarazo

- Inicio del trabajo de parto
- Tipo de parto
- Edad gestacional al parto

- Peso al nacer

Biomarcadores

Biomarcadores de estrés oxidativo

- CATS
- HCIS
- AU
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Biomarcadores de inflamacion

- IL-6
- GDF-15
- PCR

Biomarcadores angiogénicos

- PIGF
- sFIt-1
- Relacién PIGF/sFlt-1

Biomarcadores de funcién endotelial

- Total de microvesiculas anexina V+ (MVs-tot)
- MVs-pla
- MVs-leu
o MVs-mon
- MVs-end
o MyVs-ena
- MVs-sct
-  ADMA

Marcadores de dislipemia

- Colesterol total

- Triglicéridos

- Colesterol-HDL

- Colesterol-no-HDL

- Colesterol-LDL

- Apolipoproteina B (ApoB)
- ApoAl

- Relacién ApoB/ApoAl

- Lipoproteina A (LpA)

La informacidn de las variables clinicas y el valor de los marcadores angiogénicos se obtuvieron
del ensayo clinico STATIN. Los biomarcadores de estrés oxidativo, inflamacién, funcion

endotelial y dislipemia se midieron para esta investigacion.
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En las tablas de los anexos VI y VIl se recogen las caracteristicas técnicas de los ensayos utilizados

y los valores de normalidad de los biomarcadores en el tercer trimestre de embarazo.

3.2.3 Calculo del riesgo de preeclampsia tardia (enfoque del riesgo competitivo)

El riesgo fue calculado a partir de un modelo de tiempo transcurrido hasta el evento que permite
estimar el momento en que se produce el parto con PE (Andrietti et al., 2016; Ciobanu et al.,
2019; Panaitescu et al., 2018). Cada mujer embarazada tiene una distribucidn personalizada de
la edad gestacional en la que pare con PE, que proviene de la aplicacion del teorema de Bayes a
una distribucion previa, determinada a partir de caracteristicas demograficas de la madre, su
historial médico y el valor de biomarcadores especificos. Que experimente PE depende de la
competencia que se establece entre el parto antes o el parto después del momento en que

ocurre la PE.

En este modelo, el riesgo se incrementa con la edad materna, el aumento de peso, el origen
racial negro y del sur de Asia, los antecedentes médicos de hipertension crénica, diabetes
mellitus, lupus eritematoso sistémico o sindrome antifosfolipido, la concepcidn por fertilizacion
in vitro y antecedentes familiares o personales de PE. El riesgo disminuye con el aumento de la
altura materna y en mujeres que han tenido hijos sin PE previa. Los biomarcadores Uutiles para
estimar el riesgo en embarazos de 35-37 semanas son la PAM, el PIGF y el sFlt-1, expresados
como multiplos de la mediana (MoM) tras su ajuste por la edad gestacional, el peso, la raza, el
método de concepcién, elementos de la historia obstétrica y el instrumento utilizado para la
medicién (Ciobanu et al., 2019). Los MoM de PAM y sFlt-1 tienden a ser mas altos en embarazos

con PE, mientras que los del PIGF son mas altos en los embarazos normales.

3.2.4 Determinacion de la presion arterial media

La PAM fue medida con dispositivos automatizados validados y un protocolo estandarizado. Para
calcularla se realizaron dos mediciones del brazo derecho y dos del brazo izquierdo y se utilizé

la siguiente férmula:

PAM = Presidn arterial diastélica + (Presion arterial sistdlica - Presion arterial diastdlica) /3
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3.2.5 Estudio doppler de la arteria uterina

Las arterias uterinas fueron visualizadas mediante una ecografia doppler a color
transabdominal, en la que se midié el indice de pulsatilidad de las arteria derecha e izquierda,

se calculd su valor medio y su expresion en MoM.

3.2.6 Medicion de biomarcadores

3.2.6.1 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica ampliamente utilizada en la investigacion, especialmente
en biomedicina. Entre sus aplicaciones destacan el diagndstico y seguimiento de muchas
enfermedades hematoldgicas, inmunoldgicas, microbioldgicas, etc. En los Ultimos afios se ha

demostrado su utilidad en la medicién de MVs celulares (Dey-Hazra et al., 2010).

Estd basada en el analisis de células o particulas en suspension que se mueven de forma
ordenada y a gran velocidad a través de una celda de flujo laminar, sobre la que incide un fino
rayo de luz laser, mientras que una serie de detectores del aparato miden la luz dispersada
frontal (FSC), la luz dispersada lateral (SSC) y la luz fluorescente lateral (SFL), que aportan
informacidén sobre el tamafio, la complejidad y el fluorocromo especificamente unido a cada

célula o particula (Figura 3.2).

La informacidn que aportan los instrumentos se recoge mediante un proceso denominado
adquisicion, para lo cual se utiliza un programa informatico instalado en el ordenador que esta
conectado al citémetro. Este software permite ajustar diversos parametros del aparato y
visualizar la informacidn que se va obteniendo de la muestra mientras se esta realizando la
medicion. Los datos generados por el citdmetro pueden representarse en forma de diagramas
de dispersién, histogramas y muchas otras formas gréficas, en las cuales pueden delimitarse
regiones y separarse secuencialmente grupos de eventos en funcidn de sus caracteristicas, para
estudiarlos individualmente. La informacidn que se genera del analisis de los datos, bien de la

poblacién total o bien de las diferentes subpoblaciones, se presenta de manera estadistica.
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Figura 3.2
Disposicion de los elementos de un citdmetro

SFL

FSC

< |

(9
(A) (L) (L2) © (L3)

Nota. La fuente (A) emite luz ldser sobre una cdmara de flujo laminar (C). La luz directa es detenida por una pantalla
(s), mientras que la luz dispersada frontalmente es enfocada por una lente sobre el detector de dispersion frontal
(FSC). La luz dispersada lateralmente y la fluorescencia se enfocan por medio de otra lente sobre un espejo dicroico
(M), que refleja la luz con igual longitud de onda que la fuente hacia el detector de dispersion lateral (SSC) y deja pasar
la que tiene una longitud de onda diferente a la emitida, que atraviesa un filtro ajustado para una determinada
longitud de onda (F2), discriminando asi entre diferentes fluorocromos, para finalmente incidir sobre el detector lateral
de fluorescencia (SFL). L, lente; D, detector; F; filtro. “Esquema de disposicion de los elementos en un citémetro de
flujo” por J3D3 licencia bajo CC BY-SA 3.0 ES.

En este trabajo, la separacién, marcaje y analisis de las MVs mediante citometria se realizé segln
los procedimientos descritos por varios grupos de trabajo (Inglis et al., 2015; Nieuwland et al.,

1997; Suades et al., 2013), con modificaciones. La secuencia seguida se describe a continuacion:
e Aislamiento de las microvesiculas

Las alicuotas de plasma se descongelaron por espacio de una hora y se centrifugaron a
3000g durante 10 min para eliminar artefactos producidos durante su conservacion. A
continuacioén, se centrifugaron 250 pL de plasma a 18890g durante 30 min, se descartaron
225 L de sobrenadante y el sedimento enriquecido en MVs se lavd con una solucion de
PBS-Citrato (1,4 mmol/L de fosfato, 154 mmol/L de NaCl, 10,9 mM de citrato trisddico, pH
7,4). Seguidamente, se llevod a cabo una segunda centrifugacién en las mismas condiciones,
tras la cual se retiraron 225 pL de sobrenadante y se reconstituyé el sedimento en PBS-

Citrato hasta un volumen final de 100 pL.
e Desarrollo del panel de marcadores moleculares

Para identificar las MVs se disefié un panel (Figura 3.3) con anexina V y anticuerpos

conjugados con fluorocromos, dirigidos contra las dianas moleculares de interés.
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Figura 3.3
Panel de anexina V' y anticuerpos conjugados utilizados para la medicion de las MVs

Jerarquia del panel de

Efeinens CD41a/V450 |——  Plaquetas
CD45 /PerCP Cy5.5 |——  Leucocitos |

CD33/APC }—{ Monocitos
\ Anexina V / FITC |
! CD62E / BV711 H Endotelio |

‘ MVs apoptéticas ‘

CD54 / B650

PLAP / PE

Nota. MVs, microvesicula. Anexina V / FITC, BD Pharmingen™ FITC Annexin V; CD41a / V450, BD Horizon™ V450
Mouse Anti-Human CD41a, clone HIP8; CD45 / PerCP Cy5.5, BD PerCP Cy5.5 Mouse Anti-Human CD45, clone HI30;
CD33 / APC, BD Pharmingen™ APC Mouse Anti-Human CD33, clone WM53; CD62E / BV711, BD Pharmingen™
APC Mouse Anti-Human CD62E, clone 68-5H11; CD54 / B650, BD OptiBuild™ BV650 Mouse Anti-Human CD54,
clone HA58; PLAP / PE, Canvax PLAP Monoclonal Mouse Antibody, cat no MA0O74.

El Anexo VIII contiene las curvas de excitacidon y emision de los fluorocromos del panel,

realizadas con la aplicacion BD Spectrum Viewer (Becton Dickinson and Company), una

herramienta que permite determinar los filtros apropiados para detectar cada fluorocromo,
analizar su compatibilidad con otros fluorocromos y el desbordamiento fluorescente.
Tabla 3.1

Caracteristicas del panel de fluorocromos conjugados utilizados para la medicion de las
microvesiculas

Diana Expresion Fluorocromo Laser Vol. en (uL)
Anexina V MVs FITC Azul (488 nm) 2
CD41a Plaguetas V450 Violeta (405 nm) 2
CD45 Leucocitos PerCP Cy5.5 Azul (488 nm) 1
CD33 Monocitos APC Rojo (640 nm) 4
CD62E Endotelio BV711 Violeta (405 nm) 1
CD54 (ICAM-1) Endotelio activado BV650 Violeta (405 nm) 1
PLAP Sincitiotrofoblasto PE Amarillo-Verde (561 nm) 1

Mezcla de anticuerpos (volumen/tubo) 12

Nota. MVs, microvesicula. Anexina V / FITC, BD Pharmingen™ FITC Annexin V; CD41a / V450, BD Horizon™ V450
Mouse Anti-Human CD41a, clone HIP8; CD45 / PerCP Cy5.5, BD PerCP Cy5.5 Mouse Anti-Human CD45, clone HI30;
CD33 / APC, BD Pharmingen™ APC Mouse Anti-Human CD33, clone WM53; CD62E / BV711, BD Pharmingen™
APC Mouse Anti-Human CD62E, clone 68-5H11; CD54 / B650, BD OptiBuild™ BV650 Mouse Anti-Human CD54,
clone HA58; PLAP / PE, Canvax PLAP Monoclonal Mouse Antibody, cat no MA0O74.
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Los componentes del panel (Tabla 3.1) se combinaron en proporciones adecuadas y fueron
filtrados por centrifugacién a 850g durante 3 min en tubos eppendorf utilizando una matriz
de nitrocelulosa con poros de 0,22 um. Para asegurar que las cantidades de cada ingrediente
fueran correctas se comprobd que al diluirlas diez veces (1/10), en las condiciones del

experimento, marcaban con la misma eficacia.
Compensacién del panel de marcadores

La medicién de varios fluorocromos a la vez hizo necesario el establecimiento de ajustes de
compensacién de fluorescencia. Para esto se utilizd el kit CompBead Plus (Catdlogo No.
552843, de BD™), que contiene dos tipos de microesferas de poliestireno: CompBead Plus
Anti-Mouse Ig k, que se unen a inmunoglobulinas portadora de cadenas ligeras k de raton,
y BD™ CompBead Plus Negative Control, recubiertas con albumina de suero bovino, que no
tienen capacidad de unién. Al mezclarlas con los anticuerpos de ratén conjugados con
fluorocromos del panel, el kit proporcioné poblaciones tefiidas positivas y negativas
(fluorescencia de fondo), que permitieron calcular los niveles de compensacién mediante el

software de configuracion del instrumento.
Marcado y cuantificacion de las microvesiculas

Para la cuantificaciéon se utilizaron tubos TruCount (Catalogo No. 340334, de BD™), con un
numero conocido de microesferas fluorescentes. En cada tubo se anadieron 35 uL de
tampon de anexina V (10 mM HEPES/NaOH, pH7,4, 140 mM NacCl, 2,5 mM CaCly), 15 uL de
la muestra con las MVsy 12 uL de la mezcla de marcadores del panel. Los tubos se incubaron
durante 15 min en la oscuridad a temperatura ambiente, se completaron con 650 pL de

tampon de anexina V y a continuacion fueron leidos.
Adquisicién

Para detectar las MVs fue definida una ventana que recogiera los eventos producidos por
particulas con un didmetro inferior a un micrdmetro, utilizando un kit con microesferas
calibradas de 0,2, 0,5 y 0,8 um de diametro (Catalogo No. 832, de Bang Laboratories, Inc). El
umbral inferior de deteccion se fijé por encima del ruido electrénico del citdmetro y los
parametros de voltaje de FSC, SSC y SFL se obtuvieron con ajustes de ganancia en la escala
logaritmica (Figura 3.4). En la configuracién de cada experimento se utilizé la compensacion

obtenida para el panel.
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Figura 3.4
Ventana de adquisicion de las MVs

Microesferas =1 Microesferas
= ]
TC L~ o]
P1 21
© i EDB ~§§_
" 3]
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—~ 2] | 1
~ A |
] 1 [
odle L |
lllllll] 1 Illlllll I Illllll[ 1} Illlllll I ”””I LI ”"”l I |”||"l LI lllllll I
102 10° 10° 10° 102 10 10* 10%
FSC-A FITC-4

Nota. Definicién de la ventana con microesferas calibradas de diferentes diametros y microesferas TruCount. P1,
ventana de adquisicion de microvesiculas; TC, ventana de recuento de microesferas Trucount; M ESF,
microesferas de 0,2, 0.5y 0.8 um).

Las MVs se identificaron en funcién de su tamafio, la unién a la anexina V y su afinidad por

los anticuerpos especificos de cada poblacidn. La adquisicidn se realizd a bajo flujo hasta

contabilizar 10 000 eventos en la ventana de recuento de las microesferas TruCount.

Para el procesamiento de la informacidn y la obtencidn de los datos se realizaron graficos
de puntos bidimensionales de dos 0 mas parametros e histogramas, tendiendo en cuenta la

jerarquia del panel.

La medicidon de MVs se realizé en un citdmetro de flujo multiparamétrico Fortessa LSR X-20 de
BD Biosciences. La compensacion del panel, la adquisicion de los datos y el andlisis de los

resultados se llevd a cabo con la aplicacién FACSDivaTM Software v8.0.2.

En la Figura 3.5 se resume la estrategia seguida para la identificacion, cuantificacién y fenotipado
de las MVs. En el diagrama de puntos del extremo superior izquierdo se ve la ventana definida
para la adquisicion de las MVs (P1), asi como la zona donde fueron registrados los eventos
producidos por las esferas TruCount (TC). En el extremo superior derecho hay un histograma
donde se distinguen las MVs anexina V+. En los graficos restantes se van segregando estas MVs
en funcidn del fluorocromo utilizado para identificar cada poblacion; para este propdsito
(marcado doble) se contrastd el marcador de interés frente a otro ausente en la poblacidn, y en
los casos en que se exploré mas de un marcador (marcado triple) las MVs anexina V+ se

contabilizaron representando en cada eje uno de los marcadores de interés.
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Figura 3.5
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Diagramas de puntos e histogramas obtenidos durante la identificacion y cuantificacion de las

microvesiculas
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Figura 3.5
(continuacion de la pdgina anterior)
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Nota. La ventana de adquisicion P1 fue definida con microesferas calibradas de diferentes didgmetros. La cuantificacion
se consiguié comparando los eventos registrados de cada poblacion o subpoblacion de MVs con los obtenidos de una
concentracion conocida de microesferas TruCount. TC, microesferas TruCount; M ESF, microesferas calibradas de 0,2,
0,5, y 0,8 um; ANX, Anexina V+; MVs-ANX, MVs anexina V+; MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu, MVs de leucocitos;
MVs-mon, MVs de monocitos; MVs-end, MVs de endotelio; MVs-ena, MVs de células endoteliales activadas; MVs-sct,
MVs de sincitiotrofoblasto.

3.2.6.2 Electroquimioluminiscencia

La electroquimioluminiscencia es un método que combina la reaccién antigeno-anticuerpo

sobre la superficie de una microparticula magnética con una reaccidn electroquimica que se
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produce sobre un electrodo de platino que genera luminiscencia. En las técnicas donde se aplica
se incuban, conjuntamente, para formar un complejo tipo sandwich, un anticuerpo monoclonal
de captura biotinilado, un segundo anticuerpo monoclonal trazador marcado con quelato de
rutenio y la muestra. Después de incorporar microparticulas recubiertas de estreptavidina, el
complejo se fija a la fase sélida por interaccidn entre la biotina y la estreptavidina. Esta mezcla
de reaccidn es trasladada a una célula de medida donde, por magnetismo, las microparticulas
se fijan a la superficie del electrodo de platino. Al aplicar una corriente eléctrica controlada se
produce una reaccién quimioluminiscente por la interaccidon entre el quelato de rutenio y la

tripropilamina, que se mide con un fotomultiplicador.

La medicion de los niveles de IL-6 y GDF-15 se realizd por este método, en un analizador Cobas
e 411 (Roche Diagnostics®) con reactivos de la misma casa comercial. Los resultados se
calcularon mediante una curva de calibracidn de dos puntos generada para el instrumento y una

curva master suministrada por el fabricante.

3.2.6.3 Nefelometria

La nefelometria es un procedimiento analitico que se basa en la cuantificacidon de la radiacion
que se dispersa cuando un rayo de luz atraviesa las particulas suspendidas en un liquido. Mide
la luz dispersada en una direccién distinta a la de la luz emitida (en angulos que oscilan entre 15°

y 90°) y se suele utilizar para medir analitos cuya concentracién es baja.

Con este método se determinaron las concentraciones de ApoB, ApoAl, LpA y HCIS, en un
autoanalizador compacto BN ProSpec (Siemens Healthcare Diagnostics®), utilizando antisueros
especificos. Para la ApoB se usaron anticuerpos de conejos inmunizados con LDL proveniente de
suero humano, mientras que el antisuero contra la ApoAl fue producido mediante la
inmunizacion de conejos con apolipoproteina humana altamente purificada. En ambos casos se
midieron directamente los inmunocomplejos formados entre la apolipoproteina y el antisuero.
La medicidn de la HCIS se realizd, tras su disociacidon de las proteinas de unién y reduccidn con
ditiotreitol, mediante un ensayo inmunonefelométrico competitivo potenciado con particulas
de poliestireno, utilizando un anticuerpo monoclonal de ratén anti-S-adenosil-homocisteina. La
LpA se determind mediante un ensayo nefelométrico directo potenciado con particulas de

poliestireno recubiertas con gammaglobulina de conejo anti LpA humana.
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3.2.6.4 ELISA

El ensayo ELISA (acréonimo del inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) es una técnica
basada en la especificidad de la reaccidn antigeno-anticuerpo, donde uno de los componentes
se inmoviliza sobre un soporte sélido y el otro se conjuga con un tercer elemento que le confiere
capacidad inmunoldgica o enzimatica; este uUltimo se detecta por la adicién posterior de un
sustrato que produce un color que se mide por espectrofotometria. Se han desarrollado
multiples variantes de ensayos ELISA que permiten la cuantificacidon de antigenos o anticuerpos
en solucién. Entre los mas comunes estan el ELISA directo, el ELISA indirecto, el ELISA

«sandwich» y el ELISA inhibidor o competitivo.

En esta investigacion el ADMA fue determinado mediante un ELISA competitivo de inhibicion
compuesto por un anticuerpo de captura no marcado, un competidor biotinilado y un estandar
o calibrador (No. de catalogo KSB301Gel1, de Cloud-Clone Corporation). Para la captura se
inmovilizé sobre la placa un anticuerpo policlonal de conejo, como competidor biotinilado se
utilizaron complejos de acoplamiento ADMA-Albimina de suero bovino y como calibrador
ADMA natural. Tras la adicidon de la muestra, la deteccidn de los inmunocomplejos se resolvid
afiadiendo estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano picante; como sustrato
cromogénico se adiciond 3,3’, 5,5'-tetrametilbencidina y para detener la reaccién se utilizé acido
sulfurico; la lectura hizo a 450 nm. Para calcular la concentracion de ADMA se realizé una curva

de calibracion con el rango recomendado por el fabricante del kit.

3.2.6.5 Meétodos automatizados

Los parametros bioquimicos de rutina se midieron en una plataforma modular Cobas c8000
(Roche Diagnostics®). El perfil lipidico (triglicéridos, colesterol total y colesterol-HDL) y el AU se
determinaron mediante ensayos enzimaticos colorimétricos. Para la medicidn de la PCR se
utilizé inmunoturbidimetria potenciada con particulas. En todos los casos se utilizaron reactivos
de la casa comercial Roche. El colesterol-LDL se calculd con la ecuacion de Friedewald. El

colesterol-no-HDL se determind por la diferencia entre el colesterol total y el colesterol-HDL.

3.2.6.6 Colorimetria manual

La CATS fue determinada mediante un kit comercial (N2 de catalogo 615700, de Sigma-Aldrich),
en un autoanalizador ILab 650 (Diamond Diagnostics Inc). El ensayo esta basado en la capacidad
de los antioxidantes presentes en la muestra de inhibir la oxidacion del sustrato ABTS™ (2,2'-

Azino-di-[3-ethylbenz-thiazolin sulfonate]) a ABTS™:(+) por la accién de la metmioglobina, que
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es una peroxidasa. La cantidad de producto ABTS™:(+) puede cuantificarse leyendo la
absorbancia a 600 nm. En las condiciones de reaccién utilizadas, los antioxidantes de la muestra

provocan la supresion de la absorbancia a 600 nm en un grado proporcional a su concentracion.

3.2.6.7 Fluoroinmunoanalisis

La Emision Amplificada de Criptato Resuelta en el Tiempo (TRACE, Time-Resolved Amplified
Cryptate Emission) es una tecnologia que aprovecha la transferencia de energia no radiante
desde una molécula donante (criptato de europio) a una molécula aceptora (XL665) cuando se
completa la reaccién inmunoldgica. La fluorescencia especifica que se mide, proporcional a la
concentracion de antigeno, se obtiene mediante una doble seleccion: espectral (separacion en
funcién de lalongitud de onda) y temporal (medicidn resuelta en el tiempo). La tecnologia TRACE
permite realizar mediciones en una fase homogénea, proporcionando resultados precisos en un
corto tiempo de reaccién, haciendo posible el analisis de biomarcadores en la practica rutinaria
del laboratorio. La tecnologia TRACE® esta disponible exclusivamente en los analizadores
KRYPTOR®. Para determinar sFlt-1 y PIGF se utilizé un analizador Brahms Kryptor compact plus

(Thermo Fisher Scientific).

3.2.7 Registro de los datos del estudio

Los datos obtenidos de las variables clinicas y la informacidn relevante sobre las visitas y
entrevistas fueron registrados en el programa ViewPoint (GE Healthcare GmbH. Germany). El
resultado de la medicién de la mayoria de los biomarcadores se obtuvo del sistema informatico
del laboratorio del HCUVA. Los datos brutos de la citometria y su procesamiento hasta conseguir

los resultados se gestionaron mediante la aplicacion FACSDivaTM Software v8.0.2.

3.2.8 Anadlisis estadistico de los datos

Para realizar el analisis estadistico se utilizé el programa SPSS para Windows, version 15.0.1

(Chicago, Illinois, USA).

Las variables cualitativas fueron descritas segun su frecuencia absoluta y porcentaje en cada
grupo o subgrupo estudiado. Para comprobar a qué tipo de distribucién se ajustaban las
variables continuas se aplicd la prueba de Kolmogdrov-Smirnov. Las que mostraron una
distribucidn normal (p=>0,05) se describieron mediante la media y la desviacién estandar de la
media. Las que no siguieron una distribucién normal (p<0,05) se describieron mediante la

mediana y el rango intercuartilico.
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Se consideraron outliers o valores periféricos aquellos que se separaron mas de 1,5 veces el
Intercuartil (RIC) a partir de los percentiles 25 y 75; por un lado, se realizaron los calculos
utilizando todos los datos de cada variable; por el otro, se hicieron las mismas operaciones
separando los outliers de la distribucién. Como no se produjeron modificaciones en la

significacién de las pruebas, se trabajé con todos los datos.

Las variables cualitativas fueron comparadas mediante la prueba de Chi-cuadrado, con test
exacto de Fisher cuando fue relevante. Para comparar las variables cuantitativas entre dos
grupos se utilizé la U de Mann Whitney. La prueba de los rangos con signo de Wilcoxon se utilizé
para el analisis de muestras relacionadas o apareadas. Para el estudio de asociacion entre

variables cuantitativas se utilizé el coeficiente de correlacién de Spearman.

La capacidad discriminante de los biomarcadores en relacidn con el riesgo de PE a término se
evalud mediante curvas de rendimiento diagndstico (ROC). La comparacion de las curvas ROC se
llevé a cabo por el método propuesto por Hanley & McNeil (Hanley & McNeil, 1983), con el

programa Epidat 3.1 (Galicia, Espaia).

Se realizd un analisis de regresion logistica binaria, tomando como variable dependiente el
riesgo de PE a término, y como covariables los biomarcadores estudiados. Para ello, se llevd a
cabo un andlisis multivariado de regresidn logistica, donde se incluyeron, de entre todas las
variables con una p<0,15 en el analisis univariado, aquellas que presentaron un mejor nivel de
significacién y se consideraron clinicamente importantes para obtener el modelo mas reducido
posible que explicase los datos, sin compromiso del rendimiento diagndstico. Para determinar
la validez del modelo se realizaron pruebas de calibracidn y discriminacion mediante las pruebas

de Hosmer-Lemeshov vy el calculo de la diferencia de areas.

Para analizar la posible relacién entre los biomarcadores (como variables independientes) y la

PAM (como variable respuesta, dependiente) se realizé una regresion lineal multiple.

En todos los contrastes de hipdtesis se usé un nivel de significacién estadistica p<0,05.

3.2.9 Confidencialidad

Los datos de las participantes en el estudio se han almacenado de forma codificada y solo han
tenido acceso a ellos los miembros del equipo investigador (facultativos de los servicios de
Analisis Clinicos y Ginecologia del HCUVA, y profesores del Departamento de Fisiologia de la

Universidad de Murcia).
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3.2.10 Financiacion

Este estudio ha sido financiado con fondos de la Fetal Medicine Foundation (UK Charity No:
1037116); del Ministerio de Economia y Competitividad de Espaiia, Instituto de Salud Carlos Ill,
Fondo Europeo de Desarrollo Regional "Una manera de hacer Europa" (P117/01350); y a través

del Plan Propio de Ayudas a la Investigacién de la Universidad de Murcia R-832-219.
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4  Resultados
4.1 Analisis de los grupos de estudio

4.1.1 Caracteristicas demograficas y clinicas

Se reclutaron un total de 125 embarazadas entre diciembre de 2018 y noviembre de 2019. El
grupo con bajo riesgo de PE a término (grupo 1) incluyé 57 mujeres y el grupo con alto riesgo
(grupo 1) estuvo conformado por 68 gestantes. En la Tabla 4.1 se muestran las caracteristicas

demograficas y clinicas de los grupos.

La edad media y gestacional de las participantes fue similar. En el grupo | la edad promedié 32,6
+ 5,7 afios y las gestaciones fueron de 35,1 [35 - 35,4] semanas en el momento de iniciar el
estudio; en el grupo Il las gestantes tuvieron 32,8 + 6,4 afios de promedio, con embarazos de
35,4 [35,3 - 35,7] semanas. Como se observa en la Tabla 4.2, el porcentaje de participantes con
mas de 35 afios fue parecido en ambos grupos, siendo del 42,1% en el grupo con bajo riesgo y

del 44,1% en el grupo con alto riesgo.

Las mujeres del grupo control tuvieron una talla mayor que las del grupo de alto riesgo, 1,63
[1,60 - 1,66] m vs 1,60 [1,57 - 1,64] m; y pesaron aproximadamente 3 kg menos, aunque la
diferencia no fue significativa. En cuanto al IMC, que relaciona el peso y la estatura en una sola
magnitud, se registraron valores significativamente menores en el grupo | que en el grupo Il,
28,1 + 3,2 kg/m? vs 30,1 + 4,7 kg/m?, respectivamente. Al clasificar las gestantes en funcién de
esta variable, como se detalla en la Tabla 4.3, detectamos que 11 (19,3%) embarazadas del grupo
control tuvieron un IMC<25 kg/m?, mientras que entre las de alto riesgo apenas 8 mujeres
(11,8%) cumplid esta condicion. Por otro lado, 13 (22,8%) gestantes del grupo control tuvieron
un IMC>30 kg/m?, mientras que en el grupo con alto riesgo fueron 30 (44,1%) las mujeres que

superaron este valor.

Entre las 125 mujeres reclutadas, solo dos no fueron de raza blanca, ambas pertenecientes al

grupo de alto riesgo de PE a término.

El consumo de tabaco fue mayor en las mujeres del grupo control que en las del grupo de alto
riesgo, 10 (17,5%) vs 5 (7,4%), aunque esta diferencia no fue significativa. Ninguna de las

participantes consumié alcohol ni drogas.

En el grupo con alto riesgo de PE a término hubo un porcentaje significativamente mayor de

mujeres nuliparas (69,1%), en relacidn con el grupo control (50,9%).
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Por otro lado, 8 (11,8%) gestantes del grupo con alto riesgo tuvieron antecedentes familiares de

PE, mientras que en el grupo de bajo riesgo solo en una mujer (1,8%) se constaté esta situacion.

No se encontraron diferencias significativas en las comorbilidades investigadas, a pesar de que

en el grupo con alto riesgo fueron mas frecuentes, el doble que en el grupo control.

Se utilizaron técnicas de reproduccidn asistida en mas embarazos del grupo con riesgo que en
el grupo control, 12 (17,6%) vs 6 (10,5%), aunque para esta variable las diferencias no fueron

significativas.

La PAM estuvo mas elevada en las participantes con alto riesgo de PE que en las del grupo
control, 95,5 [91,0 - 100,2] mmHg vs 86,3 [79,1 - 89,9] mmHg, respectivamente. Los MoM de la

PAM tuvieron la misma tendencia y significacion.

El tratamiento con aspirina a dosis baja fue mucho mayor entre las mujeres con alto riesgo, 21

(30,9%), que en las del grupo control, 3 (5,3%).

No se encontraron diferencias significativas en el UtA-Pl entre los grupos, ni en los MoM

calculados para esta variable.

El 11,8% de los embarazos con riesgo desarrollé diabetes gestacional, mientras que solo el 1,8%

lo hizo en el grupo control.

En el grupo con alto riesgo de PE, 11 (16,2%) gestantes desarrollaron hipertension inducida por
el embarazo y 7 (10,3%) tuvieron PE, diagnosticada en el momento del parto. Sin embargo,

ninguna gestante del grupo control tuvo trastornos hipertensivos.

En las pacientes con bajo riesgo, el 70,2% del trabajo de parto se inicié de forma espontanea y
un 64,9% de los partos fue vaginal. Como era de esperar, en el grupo con alto riesgo se produjo

un porcentaje mayor de inducciones (50%), con un 44% de partos vaginales.

No se encontraron diferencias en la edad gestacional en el momento del parto, ni en el peso de

los recién nacidos entre los grupos.
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Tabla 4.1

Caracteristicas demogrdficas y clinicas basales de los grupos con bajo y alto riesgo de

preeclampsia a término

RESULTADOS

R Bajo riesgo Alto riesgo Signific?cién
(n=57) (n=68) estadistica (p)
Datos demogrdficos y epidemioldgicos
Edad (afios) 32,6 +5,7 32,8+6,4 0,760
Estatura (m) 1,63 [1,60 - 1,66] 1,60 [1,57 - 1,64] 0,044
Peso (kg) 73,5[67,5 - 79,2] 76,25 [70 - 84,9] 0,152
IMC (kg/m?) 28,1+3,2 30,1+4,7 0,016
Raza blanca 57 (100) 66 (97,1) 0,294
Habito de fumar 10(17,5) 5(7,4) 0,071
Nuliparidad 29 (50,9) 47 (69,1) 0,029
Historia familiar de PE 1(1,8) 8(11,8) 0,031
Comorbilidades:
Lupus eritematoso sistémico 1(1,8) 0 0,456
Sindrome antifosfolipido 1(1,8) 1(1,5) 0,706
Diabetes mellitus 0 1(1,5) 0,544
Hipertension arterial cronica 0 2(2,9) 0,294
Datos clinicos del embarazo
Conseguido por reproduccion asistida 6(10,5) 12 (17,6) 0,192
Edad gestacional (semanas) 35,1 [35-35,4] 35,4 [35,3-35,7] <0,001
Riesgo de PE (1 en) 292 [102 - 876] 916 - 15) <0,001
Presién arterial media (mmHg) 86,3 [79,1-89,9] 95,5[91,0-100,2] <0,001
Presion arterial media (MoM) 0,97 £ 0,08 1,07 £ 0,08 <0,001
Consumo de aspirina en dosis bajas 3(5,3) 21 (30,9) <0,001
IP de la arteria uterina 0,68 [0,6 - 0,81] 0,69 [0,6 - 0,86] 0,392
IP de la arteria uterina (MoM) 0,95 (0,83 -1,13] 0,99 [0,85 - 1,16] 0,319
Diabetes mellitus gestacional 1(1,8) 8(11,8) 0,031
Hipertensidn inducida por el embarazo 0 11 (16,2) -
Desarrollo de PE 0 7 (10,3) -
Resultados del embarazo
Inicio del trabajo de parto
Espontaneo 40 (70,2) 30 (44,1) 0,004
Inducido 12 (21,1) 34 (50) 0,001
Sin trabajo 5(8,7) 4(5,9) 0,535
Tipo de parto
Vaginal 37 (64,9) 30 (44,1) 0,021
Cesarea 12 (21,1) 21(30,9) 0,216
Instrumental 8 (14) 17 (25) 0,128
Edad gestacional al parto (semanas) 39,9 [39,3 - 40,6] 39,8 [39,1-40,4] 0,517
Peso al nacer (g) 3360 [3052-3577] | 3218[2929 - 3537] 0,311

Nota. Los datos estdn expresados como media + desviacion estdndar, mediana [rango intercuartilico] o nimero

(porcentaje). IMC, indice de masa corporal; MoM, multiplos de la mediana; IP, indice de pulsatilidad.
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Tabla 4.2

RESULTADOS

Distribucion de las gestantes en funcion de la edad media a la que se produjo el embarazo

Edad Bajo riesgo de PE a término Alto riesgo de PE a término
(afos) n % n %
<35 33 57,9 38,0 55,9
>35 24 42,1 30,0 44,1
Total 57 100,0 68,0 100,0
Nota. El valor de corte fue de 35 afios.
Tabla 4.3
Clasificacion de las gestantes en funcion del indice de masa corporal
IMC Bajo riesgo de PE Alto riesgo de PE
Clasificacién kg/m? n % n %
Peso normal 18,5-24,9 11 19,3 8 11,8
Sobrepeso o pre-Obeso 25-29,9 33 57,9 30 44,1
Obesidad grado | o moderada 30-34,9 11 19,3 20 29,4
Obesidad grado Il o severa 35-39,9 2 3,5 8,8
Obesidad grado Ill o mérbida >40 0 - 4 5,9
Total 57 100 68 100

Nota. IMC, indice de masa corporal.

4.1.2 Biomarcadores

Los valores de los biomarcadores de estrés oxidativo, inflamacién, angiogénesis, funcion

endotelial y el perfil lipidico, medidos en los grupos con bajo y alto riesgo de PE a término se

recogen en el Anexo IX, Tabla A.1.

4.1.2.1 Biomarcadores de estrés oxidativo

Como se muestra en la Figura 4.1, todos los biomarcadores de estrés oxidativo analizados

mostraron diferencias significativas entre los grupos estudiados (p<0,001). La CATS en las

gestantes con bajo riesgo fue de 1,72 [1,64 - 1,88] mmol/L, mientras que en las embarazadas

con alto riesgo fue significativamente menor, 1,59 [1,53 - 1,66] mmol/L. Por el contrario, la HCIS

fue mds baja en el grupo control que en el grupo con riesgo, 5,3 [4,7 - 5,9] umol vs 6,3 [5,7 -

7,17] umol/L. La misma tendencia siguid el AU, que alcanzé valores de 3,7 [3,25 - 4,1] mg/dLy

de 4,6 [4 - 5,1] mg/dL, en las gestantes con bajo y alto riesgo de PE, respectivamente.
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Figura 4.1
Biomarcadores de estrés oxidativo medidos en los grupos con bajo y alto riesgo de PE a término
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Nota. Las lineas dentro de las cajas representan los valores de la mediana, las lineas superiores e inferiores de las cajas
representan los percentiles 25 y 75, respectivamente, y las barras superiores e inferiores fuera de las cajas representan
los percentiles 10 y 90, respectivamente. CATS, capacidad antioxidante total del suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido
darico.

4.1.2.2 Biomarcadores de inflamacion

Los biomarcadores de inflamacién se representan en la Figura 4.2. Como se observa, se registro
casi el triple de los niveles de IL-6 en el grupo de alto riesgo que en el grupo control, 4,2 [2,95 -
5,15] pg/mLvs 1,5 [1,5 - 2,36] pg/mL, p<0,001, respectivamente. También encontramos niveles
de GDF-15 mas altos en las gestantes con riesgo, 114,2 [75,1 - 159,8] ug/mL, al compararlos con
el grupo control, 79,7 [64,7 - 117,6] ug/mL, p=0,001. Sin embargo, la medicién de la PCR en el
grupo con alto riesgo, 0,48 [0,27 - 0,70] mg/dL, y en el grupo con bajo riesgo, 0,47 [0,25 - 0,76]

mg/dL, no mostro diferencias significativas, p=0,923.
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Figura 4.2

RESULTADOS

Biomarcadores de inflamacion medidos en los grupos con bajo y alto riesgo de PE a término
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Nota. IL-6, Interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15; PCR, proteina C reactiva. Los datos se

representan como se describe en el pie de la Figura 4.1.

4.1.2.3 Biomarcadores angiogénicos

En la Figura 4.3, donde estan representados graficamente los biomarcadores angiogénicos,

puede comprobarse que las dos variables siguieron la tendencia esperada. Los niveles de PIGF

fueron casi 4 veces mas altos en el grupo con bajo riesgo, 354,7 [165,5 - 546,3] pg/mL, que en el

de alto riesgo de PE, 91 [57,2 - 146,6] pg/mL, p<0,001; mientras que los de sFlt-1 fueron la mitad

en el grupo control, 2090 [1489 - 2689] pg/mL, que en el grupo con riesgo, 5011 [3683,2 - 6478,7]

pg/mL. La relacion sFlt-1/PIGF de las embarazadas con riesgo de PE fue 10 veces mayor que la

obtenida para el grupo control. Los MoM de ambos biomarcadores tuvieron un comportamiento

congruente con el observado en cada variable (Anexo IX, Tabla A.1).
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Figura 4.3
Biomarcadores angiogénicos medidos en los grupos con bajo y alto riesgo de PE a término
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Nota. PIGF, Factor de crecimiento placentario; sFit-1, Forma soluble de la tirosina quinasa tipo 1 similar al FMS. Los
datos se representan como se describe en el pie de la Figura 4.1.

4.1.2.4 Biomarcadores de funcion endotelial

Para evaluar la funcién endotelial se analizaron el fenotipo y la concentracién de las MVs
presentes en el plasma de las gestantes del estudio, asi como los niveles de ADMA. Los datos de

estos biomarcadores estan recogidos en la Tabla A.1 del Anexo IX.

En la Figura 4.4 se representan las concentraciones totales de las MVs anexina V+ y la

distribucidn de los distintos tipos analizados segln su origen celular, en los grupos | y II.

Las MVs anexina V+ no mostraron cambios estadisticamente significativos entre los grupos 1 y Il
(Figura 4.4-A); en las gestantes con bajo riesgo se midieron 2108 [1382 - 3017] mvs/uL y en el
grupo con alto riesgo 2153 [1471 - 3026] mvs/uL, p=0,641. Sin embargo, entre los diferentes

tipos de MVs investigadas si se registraron variaciones significativas.

Las MVs anexina V+ mds representadas en ambos grupos se originaron a partir de las plaquetas
y las detectadas en menor cuantia fueron liberadas por el endotelio y el sincitiotrofoblasto
(Figura 4.4-B). En el grupo con bajo riesgo las MVs-pla fueron aproximadamente el 76,2% del

total de MVs, mientras que en las pacientes con riesgo este porcentaje fue inferior, 60,6%. Por
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otro lado, las MVs-leu no llegaron al 2% en las pacientes del grupo control, mientras que en las
participantes con riesgo alcanzaron aproximadamente un 4,8% del total. El porcentaje de MVs

no filiadas fue de un 21% en el grupo control, y de un 33,3% en el grupo con alto riesgo de PE a

término.

Figura4.4

Comparacion de la concentracion total y la distribucion de diferentes poblaciones de MVs en el
plasma de las pacientes con bajo y alto riesgo de PE a término.
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Nota. A: MVs totales anexina V+ en los grupos con bajo y alto riesgo de PE; MVs-tot, total de MVs anexina V+. Los
datos se representan como se describe en el pie de la Figura 4.1. B: Distribucion de las MVs en el plasma de las
pacientes con bajo y alto riesgo de PE a término; MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-end,
MVs de células endoteliales; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto.

En la Figura 4.5 estdn representados en diagramas de cajas y bigotes los valores de las distintas
poblaciones de MVs. Al analizar las MVs liberadas por las plaquetas, las encontramos en mayor
concentracién en el grupo control, 1685 [1017 - 2374] mvs/uL, que en el de alto riesgo de PE a
término, 1283 [839 - 1813] mvs/ulL, aunque esta diferencia no alcanzé la significacion
estadistica, p=0,053. Sin embargo, al comparar los grupos | y Il, encontramos en el grupo con
riesgo: aproximadamente el triple de MVs leucocitarias, 89 [47 -159] mvs/ulL vs 30 [14 - 71]
mvs/uL, p<0,001; tres veces mas MVs monociticas, 12 [8 - 18] mvs/uL vs 4 [2 -15] mvs/uL,
p<0,001; casi el doble de MVs-end, 10 [8 - 17] mvs/uL vs 6 [3 - 14] mvs/uL, p=0,001; cuatro veces
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mas MVs-ena, 8 [4 - 11] mvs/uL vs 2 [1 - 4] mvs/uL, p<0,001; y el doble de las MVs-sct, 9 [6 - 14]
mvs/uL vs 4 [2 - 6] mvs/uL, p<0,001.
Figura 4.5

Concentracion de diferentes poblaciones de MVs en los grupos con bajo y alto riesgo de PE a
término
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Nota. MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de monocitos; MVs-end, MVs de células
endoteliales; MVs-ena, MVs de células endoteliales activadas; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto. Los datos se
representan como se describe en el pie de la Figura 4.1.

Finalmente, en la Figura 4.6 se encuentran los valores de ADMA medidos en los grupos del

estudio, donde se aprecia que fueron mas altos en los embarazos con riesgo, 786 [502 - 1497]

ng/mL, que en los del grupo control, 657 [537 - 991] ng/mL, p=0,049.
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Figura 4.6
Concentracion de ADMA medida en los grupos con bajo y alto riesgo de PE a término
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Nota. ADMA, Dimetil arginina asimétrica. Los datos se representan como se describe en el pie de la Figura 4.1.

4.1.2.5 Biomarcadores de dislipemia

No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los biomarcadores de esta categoria
analizados entre el grupo con bajo riesgo y el grupo con alto riesgo de PE a término (Tabla A.1
del Anexo IX). En la Figura 4.7 estdn representadas las variables investigadas del perfil lipidico.
Figura 4.7

Biomarcadores de dislipemia medidos en los grupos con bajo y alto riesgo de preeclampsia a
término
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Figura 4.7
(continuacion de la pdgina anterior)
300+ 2504 o
p=0573 o p=0 957
250
5 o = 200 T
I T =
o 200+ - =]
-E- 5150—
9 150 a
a o
o 1
100 100
50 z = 50
T LT T T
Grupe | (sin riesgo) Grupo Il (con riesgo) Grupe | (sin riesgo) Grupo Il {con riesgo)
400+ * = *
p=0,140 141 p=0,730
350 -
—_ < 9 24
.| x L
T 3004 o g 8 8
- ! O o o
= 250 <
o S 04
O 2004 °
% 5 5
i
150 o o l
0,4
100
T T 0,24 T T
Grupo | (sin riesgo) Grupo Il (con riesgo) Grupo | (sin riesgo) Grupo Il {con riesga)
100 *
i p=0,753
80— o
- o
=]
E 5o
= o]
£
o
<L 40+ I
o
-
204
I 1
D—
T
Grupo | (=sin riesgo) Grupo |l {con riesgo)

Nota. COL, Colesterol total; TRIGL, Triglicéridos; HDLC, Colesterol-HDL; CNH, Colesterol-no-HDL,; LDLC, Colesterol-LDL;
APOB, Apolipoproteina B; APOAI, Apolipoproteina Al; LPA, Lipoproteina A. Los datos se representan como se describe
en el pie de la Figura 4.1.

4.1.3 Analisis de las pacientes que desarrollaron preeclampsia

Para estudiar las caracteristicas clinicas y los biomarcadores en las participantes que
desarrollaron PE analizamos por separado las 61 gestantes de alto riesgo que no enfermaron y
las 7 que sufrieron PE. En las Tablas 4.4 y 4.5 se recogen los resultados correspondientes a este

abordaje de la informacién obtenida a partir de la muestra investigada.

Sobre el comportamiento de las variables clinicas, el dato mads relevante encontrado fue la

diferencia significativa que exhibié la PAM, que alcanzé los 101,1 [96,6 - 107,8] mmHg entre las
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que desarrollaron PE posteriormente, mientras que fue de tan solo 94,6 [91 - 98,7] mmHg entre
las que no la tuvieron, p=0,048 (Tabla 4.4). Los MoM de esta variable tuvieron el mismo

comportamiento.

También se alcanzo una diferencia estadisticamente significativa en el habito de fumar, debido
a que 3 embarazadas (43,9%) con habito tabaquico desarrollaron PE, mientras que solo 2

mujeres (3,3%) entre las que no tuvieron PE fumaron durante el embarazo.

Otra variable clinica que mostré diferencias entre las gestantes que desarrollaron o no PE fue la
cantidad de partos inducidos, que fue porcentualmente mayor entre las preeclampticas (85,7%)

que entre las que no enfermaron (45,9%).

Entre los biomarcadores evaluados también encontramos cambios significativos y tendencias de

interés en las gestantes de alto riesgo que desarrollaron PE (Tabla 4.5).

En las gestantes con PE se detectaron niveles mas altos de IL-6 (=19%) y de PCR (=21%) que en

aquellas con riesgo que no enfermaron, aunque no se alcanzé la significacion estadistica.

Entre los biomarcadores de funciéon endotelial se evidenciaron cambios significativos en el
numero de MVs de origen leucocitario, que aumentaron al doble entre las gestantes
preeclampticas, 173 [88 - 255] mvs/uL, en comparacidn con las de alto riesgo que no tuvieron la
enfermedad, 83 [45 - 152] mvs/uL, p=0,033. Otros dos biomarcadores de esta categoria que
mostraron una tendencia al alza fueron las MVs-tot y el ADMA, que se incrementaron en las
mujeres con PE aproximadamente un 71% y un 60%, respectivamente, sin significacion

estadistica.

En el perfil lipidico encontramos un mayor valor en la relacion ApoB/ApoAl en las 7 participantes
con PE, 0,78 [0,58 - 0,89], que en los embarazos con riesgo que no desarrollaron la enfermedad,
0,58 [0,50 - 0,71], p=0,045. Ademas, en los casos con PE se obtuvieron valores mayores de LpA
(=31%), y niveles de colesterol-HDL mas bajos (=13%), aunque para estos marcadores no se

alcanzd la significacion estadistica.
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RESULTADOS

Caracteristicas demogrdficas y clinicas basales del grupo con alto riesgo de preeclampsia a
término en funcion del desarrollo o no de preeclampsia

S Alto riesgo (no PE) Alto riesgo (PE) Signh"ic.acién
(n=61) (n=7) estadistica (p)
Datos demogrdficos y epidemioldgicos
Edad (afios) 32,6 £6,35 34,8+6,84 0,280
Estatura (m) 1,60 [1,57 - 1,64] 1,63 [1,58 - 1,70] 0,188
Peso (kg) 76 [70,0 - 84,9] 78[69,8 - 93,4] 0,586
IMC (kg/m?) 29,9+4,60 31,17 £5,60 0,657
Raza blanca 59 (96,7) 7 (100) 0,629
Habito de fumar 2(3,3) 3(42,9) <0,001
Nuliparidad 42 (68,9) 5(71,4) 0,890
Historia familiar de PE 6(9,8) 2 (28,6) 0,148
Comorbilidades:
Lupus eritematoso sistémico 0 0 -
Sindrome antifosfolipido 1(1,6) 0 -
Diabetes mellitus 1(1,6) 0 -
Hipertension arterial cronica 2(3,3) 0 -
Datos clinicos del embarazo
Conseguido por reproduccion asistida 9(14,8) 3(42,9) 0,067
Edad gestacional (semanas) 35,4 [35,3 - 35,7] 35,4 [35,3 - 35,6] 0,847
Riesgo de PE (1 en) 10 [6 - 15] 9([2-13] 0,241
Presidn arterial media (mmHg) 94,6 [91 - 98,7] 101,1[96,6 - 107,8] 0,048
Presidn arterial media (MoM) 1,06 + 0,07 1,12 +0,11 0,043
Consumo de aspirina en dosis bajas 18 (29,5) 3(42,9) 0,472
IP de la arteria uterina 0,69 [0,6 - 0,87] 0,72 [0,53 - 0,85] 0,785
IP de la arteria uterina (MoM) 0,99 [0,85-1,17] 0,99 0,73 -1,14] 0,754
Diabetes mellitus gestacional 7 (11,5) 1(14,2) 0,348
Hipertensidn inducida por el embarazo 10 (16,4) 1(14,3) 0,887
Desarrollo de PE 0 7 -
Resultados del embarazo
Inicio del trabajo de parto
Espontaneo 29 (47,5) 1(14,3) 0,096
Inducido 28 (45,9) 6(85,7) 0,048
Sin trabajo 4 (6,6) 0 0,488
Tipo de parto
Vaginal 28 (45,9) 2 (28,6) 0,385
Cesarea 17 (27,9) 4(57,1) 0,115
Instrumental 16 (26,2) 1(14,3) 0,493
Edad gestacional al parto (semanas) 40 [38,9 - 40,4] 39,7 [39,1 - 40,3] 0,723
Peso al nacer (g) 3200 [2897 - 3547] | 3310 [2970 - 3530] 0,579

Nota. Los datos estdn expresados como media * desviacion estdndar, mediana [rango intercuartilico] o numero
(porcentaje). IMC, indice de masa corporal; MoM, multiplos de la mediana; IP, indice de pulsatilidad.
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RESULTADOS

Biomarcadores medidos en el grupo con alto riesgo de preeclampsia a término en funcién del

desarrollo o no de preeclampsia

Biomarcador Alto riesgo (no PE) Alto riesgo (PE) Signific.acién
(n=61) (n=7) estadistica (p)
Estrés oxidativo
CATS (mmol/L) 1,59 [1,53 - 1,66] 1,59[1,53-1,75] 0,492
HCIS (umol/L) 6,3[5,7-7,1] 6,5[4,5 - 8] 0,976
AU (mg/dL) 4,6[4-5,1] 5[4,5-5,8] 0,298
Inflamacion
IL-6 (pg/mL) 4,1[2,84-5,09] 4,87 [3,12-7,23] 0,252
GDF-15 (ug/mL) 117 [74,8 - 145,1] 99,9 [80,6 - 200] 0,455
PCR (mg/dL) 0,47 [0,27 - 0,70] 0,57 [0,26 - 0,77] 0,642
Angiogénesis
PIGF (pg/mL) 88,6 [56,3 - 130,7] 122,6 [77,7 - 489,9] 0,161
PIGF MoM 0,32 [0,23 - 0,56] 0,45[0,33-1,11] 0,173
sFlt-1 (pg/mL) 5027 [3723 - 6452] 4902 [1972 - 7259] 0,391
sFlt-1 (MoM) 2,10 [1,72 - 2,84] 2,06 [1,02 - 5,33] 0,635
Relacion sFlt-1/PLGF 58,1 [35,8 - 87,3] 23,5[3,9-134,3] 0,308
Funcién endotelial
MVs-tot (mvs/pL) 1872 [1448 - 3019] 3197 [2223 - 3737] 0,053
MVs-pla (mvs/pL) 1262 [787 - 1797] 1337 [1126 - 2358] 0,321
MVs-leu (mvs/uL) 83 [45 - 152] 173 [88 - 255] 0,033
MVs-mon (mvs/uL) 12 [8-18] 11[9-15] 0,725
MVs-end (mvs/uL) 10 [8 - 16] 10 [6 - 21] 0,989
MVs-ena (mvs/uL) 8[4-11) 7[4-10] 0,591
MVs-sct (mvs/uL) 9[6-14] 9[6-12] 0,648
ADMA (ng/mL) 787 [502 - 1498] 1269,5 [641,5 - 1862] 0,189
Marcadores de dislipemia
Colesterol total (mg/dL) 245 [205 - 276] 253 [211 - 266] 0,960
Triglicéridos (mg/dL) 258 [226 - 303,5] 248 [137 - 263] 0,328
Colesterol-HDL (mg/dL) 68 [58 - 78] 59 [45 - 74] 0,176
Colesterol-no-HDL (mg/dL) 172 [143,2 - 200,7] 177 [149 - 210] 0,579
Colesterol-LDL (mg/dL) 1211[90,5 - 147,25] 124 [119 - 159] 0,315
ApoB (mg/dL) 126 [110 - 155] 137 [118 - 161] 0,486
ApoAl (mg/dL) 218 [203,5 - 232] 200 [158 - 226] 0,056
Relacién ApoB/ApoAl 0,58 [0,50 - 0,71] 0,78 [0,58 - 0,89] 0,045
LpA (mg/dL) 13[7,6-32,2] 17,1 (4,8 - 31,3] 0,984

Nota. Los datos estdn expresados como mediana [rango intercuartilico]. Nota. CATS, capacidad antioxidante total del
suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido urico; IL-6, Interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15;
PCR, proteina C reactiva,; PIGF, factor de crecimiento placentario; MoM, multiplos de la mediana; sFit-1, forma soluble
de la tirosina quinasa tipo 1 similar al FMS; MVs-tot, total de MVs anexina V+; MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu,
MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de monocitos; MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de células
endoteliales activadas; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto;, ADMA, dimetil arginina asimétrica; ApoB,
apolipoproteina B; ApoAl, apolipoproteina Al; LpA, lipoproteina A.
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4.1.4 Analisis del rendimiento de los biomarcadores

La Tabla 4.6 contiene los indicadores estadisticos basicos de los biomarcadores. En primer lugar,
se analizé el indice de Youden, que alcanzé su mayor valor en la IL-6 (0,66); este indice es una
medida de la eficiencia del biomarcador que combina sensibilidad y especificidad, refleja la
diferencia entre la tasa de verdaderos positivos y la de falsos positivos, y cuanto mas cercano a
1 mejor es la prueba. A continuacion, fueron definidos los puntos de corte de cada variable, que
tienen gran importancia porque permiten definir la positividad o negatividad del resultado y
determinan la sensibilidad y especificidad del biomarcador; en este caso se establecieron para
que la sensibilidad y la especificidad se comportaran de la mejor forma posible; por ejemplo,
para la IL-6, un punto de corte de 2,59 pg/mL, rindié valores altos de sensibilidad (85,3%) y

especificidad (80,7%) en la valoracion del riesgo de PE a término.

La variable con mayor capacidad para detectar embarazos con riesgo fue la concentracion de
MVs-Mon, que alcanzé una sensibilidad del 97,1%. La variable que tuvo mas capacidad para
identificar como embarazos sin riesgo a los que efectivamente estaban en esta situacion fue el
ADMA, que alcanzé un 94,7% de especificidad. El indice de validez, que es la proporcién de
individuos clasificados correctamente con la prueba, superé el 80% para el AU (83,54%) y la IL-

6 (81,16%).

Tabla 4.6
Indicadores estadisticos bdsicos de los biomarcadores
Biomarcador Iy PC S (%) E (%) \Y (V;:; ?ﬁ;;: RV+ RV-
CATS (mmol/L) 0,49 1,68 80,9 68,4 69,97 22,2 97,0 2,56 0,28
HCIS (umol/L) 0,46 5,95 69,1 77,2 | 73,38 | 252 95,7 3,03 0,4
AU (mg/dL) 0,48 4,35 61,8 86,0 83,54 | 32,8 95,3 4,4 0,44
IL-6 (pg/mL) 0,66 2,59 85,3 80,7 | 81,16 | 32,9 98,0 4,42 0,18
GDF-15 (ug/mL) 0,29 | 89,70 67,6 61,4 62,03 16,3 95,0 1,75 0,53
MVC-leu (mvs/uL) | 0,49 33,5 94,1 50,9 | 5520 | 17,6 98,7 1,92 0,12
MVs-mon (mvs/uL) | 0,51 5,5 97,1 49,1 53,91 17,5 49,1 1,91 0,06
MVs-end (mvs/pL) 0,37 6,5 86,8 47,4 51,31 15,5 97,0 1,65 0,28
MVs-ena (mvs/ul) | 0,59 3,5 89,7 64,9 67,39 22,1 98,3 2,56 0,16
MVs-sct (mvs/uL) 0,53 5,5 83,8 64,9 66,80 21,0 97,3 2,39 0,25
ADMA (ng/mL) 0,29 | 13555 | 36,8 94,7 63.20 | 43,7 93,1 6,99 0,67

Nota. IY, indice de Youden; PC, punto de corte; S, sensibilidad; E, especificidad; IV, indice de validez; VPP, valor
predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; RV, razon de verosimilitud. (*) Valores predictivos calculados para
una prevalencia del 10%. CATS, capacidad antioxidante total del suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido urico; IL-6,
Interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de
monocitos; MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de células endoteliales activadas; MVs-sct, MVs de
sincitiotrofoblasto; ADMA, dimetil arginina asimétrica.
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En cuanto al valor predictivo positivo, que es la probabilidad de estar realmente en riesgo
condicionado a tener una prueba positiva, encontramos el mejor resultado para la IL-6 (32,9%),
mientras que el valor predictivo negativo, que es la probabilidad de no tener riesgo
condicionado a tener una prueba negativa, exhibidé su mejor resultado para las MVs-ena (98,3%);
como el valor predictivo de las pruebas estd afectado por la prevalencia, los calculos se hicieron
teniendo en cuenta una tasa de positividad del 10% entre los embarazos cribados para
determinar el riesgo de PE a término. Por otro lado, la razén de verosimilitud positiva, que
informa el numero de veces que es mas probable que el test sea positivo en los enfermos que
en los no enfermos, alcanzé su mayor valor para el ADMA (6,99), y la razén de verosimilitud
negativa, que responde a las veces que es mas probable que un test sea negativo en los
enfermos que en los no enfermos tuvo su minima expresién en las MVs-mon (0,06), lo que se
traduce en una probabilidad 16 veces mayor (1/0,06) de que un resultado sea negativo entre los

gue no tienen riesgo que entre los que si lo tienen.

La capacidad discriminante de los biomarcadores en relacidn con el riesgo de PE a término se

determind mediante curvas de rendimiento diagnostico (Figura 4.8).

El drea bajo la curva (AUC) de mayor valor fue obtenida para la IL-6 (AUC=0,867, IC95% 0,798 -
0,937), mientras que la curva con menos capacidad discriminante correspondié al ADMA
(AUC=0,603, 1C95% 0,501 - 0,704). El AUC de todos los biomarcadores, el nivel de significacion

(p) y el IC al 95% se muestran en la Tabla 4.7.

En la Tabla 4.8 se reflejan las combinaciones de AUC de las distintas variables en las que se
encontraron diferencias significativas. Ademds de tener la mayor AUC, la IL-6 tuvo un
rendimiento significativamente superior al de GDF-15 (p=0,009), MVs-mon (p=0,027), MVs-end
(p=0,003) y ADMA (p=0,001). En el extremo opuesto, las menores prestaciones las mostro el
ADMA, que tuvo una eficacia inferior no solo frente a la IL-6, sino también frente a CATS
(p=0,028), HCIS (p=0,003), AU (p=0,012), MVs-leu (p=0,002), MVs-ena (p=0,022) y MVs-sct
(p=0,003). No se encontraron diferencias significativas al comparar individualmente las curvas

de la IL-6 con las curvas de CATS, HCIS, AU, MVs-ena y MVs-sct.
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Figura 4.8
Curvas de rendimiento diagndstico de los biomarcadores
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Nota. AUC, drea bajo la curva; CATS, capacidad antioxidante total del suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido urico; IL-
6, Interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs

de monocitos; MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de células endoteliales activadas; MVs-sct, MVs
de sincitiotrofoblasto; ADMA, dimetil arginina asimétrica.
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Tabla 4.7

Caracteristicas de las curvas ROC de los biomarcadores

RESULTADOS

I AUC o Intervalo de confianza al 95%
Limite inferior Limite superior
CATS 0,759 <0,001 0,671 0,847
HCIS 0,791 <0,001 0,713 0,870
AU 0,774 <0,001 0,693 0,856
IL-6 0,867 <0,001 0,798 0,937
GDF-15 0,680 <0,001 0,601 0,762
MVs-leu 0,820 <0,001 0,744 0,895
MVs-mon 0,724 <0,001 0,621 0,827
MVs-end 0,675 0,001 0,570 0,780
MVs-ena 0,769 <0,001 0,669 0,869
MVs-sct 0,801 <0,001 0,715 0,888
ADMA 0,603 0,051 0,501 0,704

Nota. AUC, drea bajo la curva. p, significacion estadistica. CATS, capacidad antioxidante total del suero; HCIS,
homocisteina; AU, dcido urico; IL-6, Interleuquina 6, GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15; MVs-leu,
MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de monocitos; MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de células

endoteliales activadas; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto; ADMA, dimetil arginina asimétrica.

Tabla 4.8

Comparacion de las curvas ROC de los biomarcadores

Variables Prueba de’homogeneidad B
de areas (X?)

CATS ADMA 4,859 0,028
HCIS ADMA 9,128 0,003
AU ADMA 6,282 0,012
IL-6 GDF-15 10,952 0,009
IL-6 MVs-mon 4,903 0,027
IL-6 MVs-end 8,935 0,003
IL-6 ADMA 17,260 0,001
GDF-15 MVs-leu 5,438 0,020
MVs-leu MVs-end 4,775 0,029
ADMA MVs-leu 9,707 0,002
ADMA MVs-ena 5,276 0,022
ADMA MVs-sct 8,648 0,003

Nota. p, significacion estadistica. CATS, capacidad antioxidante total del suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido urico;
IL-6, Interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15; MVs-leu, MVs leucocitarias; ADMA, dimetil

arginina asimétrica.

4.1.5 Analisis de correlacion de las distintas variables estudiadas

Para determinar la direccidn y la intensidad de la relacién lineal entre las variables clinicas y los

biomarcadores se realizd un andlisis de correlacién bivariado. La Tabla 4.9 contiene los
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coeficientes de correlacién de las variables para las que se obtuvo significacién estadistica. Entre
estos resultados destaca la buena relacion lineal encontrada entre las MVs-mon con las MVs-
ena (r=0,655), y la correlacién moderada existente entre las MVs-end (r=0,594) y las MVs-sct
(r=0,452); las MVs-leu tuvieron una relacidn lineal positiva moderada con las MVs-ena (r=0,454),
y estas Uultimas con las MVs-sct (r=0,404); las MVs-leu aumentaron también junto con la PAM
(r=0,438). La IL-6 tuvo una correlacién amplia con biomarcadores de distintas categorias y
diferente signo; su tendencia fue creciente al relacionarla con el sFlt-1 (r=0,556), con las MVs-
leu (r=0,554), las MVs-ena (r=0,547), las MVs-end (r=0,506), las MVs-mon (r=0,413) y la PAM
(r=0,404); mientras que su dependencia lineal con el PIGF tuvo sentido negativo (r=-0,467). La
HCIS tuvo una relacién lineal positiva y moderada con el sFlt-1 (r=0,541) y el AU (r=0,405), y de
signo contrario con el PIGF (r=-0,466). El AU mostré una tendencia creciente junto al sFlt-1
(r=0,528) y el GDF-15 (r=0,440), y decreciente con el PIGF (r=-0,407). Por ultimo, el aumento del
GDF-15 se acompafié de un comportamiento al alza del sFit-1 (r=0,524).

Tabla 4.9
Coeficientes de correlacion de biomarcadores y variables clinicas

Var 1 Var 2 r p Var 1 Var 2 r p
MVs-mon MVs-ena 0,655 <0,001 MVs-mon MVs-sct 0,452 <0,001
MVs-mon MVs-end 0,594 <0,001 AU GDF-15 0,440 <0,001
IL-6 sFLT-1 0,556 <0,001 PAM MVs-leu 0,438 <0,001
IL-6 MVs-leu 0,554 <0,001 IL-6 MVs-mon 0,413 <0,001
IL-6 MVs-ena 0,547 <0,001 HCIS AU 0,405 <0,001
HCIS sFLT-1 0,541 <0,001 PAM IL-6 0,404 <0,001
AU SFLT-1 0,528 <0,001 MVs-ena MVs-sct 0,404 <0,001
GDF-15 sFLT-1 0,524 <0,001 AU PIGF -0,407 <0,001
IL-6 MVs-end 0,506 <0,001 HCIS PIGF -0,466 <0,001
MVs-leu MVs-ena 0,454 <0,001 IL-6 PIGF -0,467 <0,001

Nota. Var, variable; r, coeficiente de correlacion de Spearman; p, significacion estadistica. MVs-mon, MVs de
monocitos; MVs-ena, MVs de células endoteliales activadas; MVs-end, MVs de células endoteliales; IL-6, Interleuquina
6; sFlt-1, forma soluble de la tirosina quinasa tipo 1 similar al FMS; MVs-leu, MVs leucocitarias; HCIS, homocisteina;
AU, dcido urico; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto; PAM, presion
arterial media; PIGF, factor de crecimiento placentario.

4.1.6 Influencia de las variables demograficas y clinicas sobre los biomarcadores

Para determinar la relacién de las variables clinicas y demograficas sobre los biomarcadores que
mostraron diferencias significativas entre los grupos con bajo y alto riesgo de PE a término se
realizd una comparacién de medias. En la Tabla 4.10 se informan las interacciones con

significacién estadistica.
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Tabla 4.10

Influencia de las variables demogrdficas y clinicas sobre los biomarcadores

RESULTADOS

Variable demografica o clinica: Habito de fumar (n=125)

Biomarcador No (n=110) Si (n=15) p
CATS (mmol/L) 1,62 [1,55 - 1,75] 1,67 [1,60 - 1,92] 0,034
MVs-sct (mvs/uL) 7 [4-14] 4[3-8] 0,031

Variable demografica o clinica: Nuliparidad (n=125)

Biomarcador No (n=76) Si (n=49) p
HCIS (umol/L) 5,6 [5,05 - 6,35] 6,0[5,3-6,9] 0,028
GDF-15 (pg/mL) 79,7 [71,7 - 104,6] 111 [73,7 - 144,8] 0,005
MVs-leu (mvs/uL) 45 [17 - 94] 68 [36 - 120] 0,048
MVs-sct (mvs/uL) 5[3-9] 8[4-14] 0,030

Variable demogréfica o clinica: Historia familiar de PE (n=125)

Biomarcador No (n=116) Si (n=9) p
CATS (mmol/L) 1,64 [1,57 - 1,74] 1,57[1,5-1,62] 0,037
MVs-leu (mvs/uL) 56 [25 - 104] 107 [3 - 255] 0,028

Variable demogréfica o clinica: PAM (n=125)

Biomarcador <95 mmHg (n=87) >95 mmHg (n=38) p
AU (mg/dL) 3,95 (3,30 - 4,7] 4,45 [4,00 - 4,97] <0,001
HCIS (umol/L) 5,7 [5,20 - 6,20] 6,25 [5,40 - 7,35] 0,003
IL-6 (pg/mL) 2,25[1,50 - 3,71] 4,29 (2,63 - 5,42] <0,001
MVs-leu (mvs/uL) 42 [19 - 86] 101 [55 - 161] <0,001
MVs-end (mvs/uL) 8 [5-14] 10 [7 - 17] 0,039
MVs-ena (mvs/uL) 4[2-10] 7[4-10] 0,011
MVs-sct (mvs/uL) 5[3-12] 9[6-11] 0,024

Variable demografica o clinica: desarrollo de hipertension gestacional (n=125)

Biomarcador No (n=114) Si (n=11) p
AU (mg/dL) 43,40 - 4,70] 4,41[4,1-5,0] 0,002
HCIS (umol/L) 5,9 [5,20 - 6,40] 6,3[5,3-8,3] 0,010
IL-6 (pg/mL) 2,63 [1,50-4,32] 4,31 (3,79 - 4,87] 0,005
GDF-15 (pg/mL) 91,2 [72,1 - 137,6] 92,6 [82,3 - 187,6] 0,026
MVs-sct (mvs/uL) 6[4-11] 9[8-11] 0,048

Nota. CATS, capacidad antioxidante total del suero; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto; HCIS, homocisteina; GDF-15,
factor de diferenciacion del crecimiento 15; MVs-leu, MVs leucocitarias; PAM, presion arterial media; AU, dcido trico;
IL-6, Interleuquina 6, MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de células endoteliales activadas. p,
significacion estadistica.

Entre las participantes en el estudio, las que tenian habito tabaquico mostraron una CATS
mayor, 1,67 [1,60 - 1,92] mmol/L vs 1,62 [1,55 - 1,75] mmol/L, p=0,034; y su sincitiotrofoblasto
liberé6 menos MVs que el de aquellas que no fumaron, 4 [3 - 8] mvs/uL vs 7 [4 - 14] mvs/pL,
p=0,031. Por otro lado, las gestantes primiparas tuvieron niveles superiores de HCIS, 6,0 [5,3 -
6,9] umol/L vs 5,6 [5,05 - 6,35] umol/L, p=0,028; mayor concentracion de GDF-15, 111 [73,7 -
144,8] pg/mL vs 79,7 [71,7 - 104,6] ug/mL, p=0,005; mas MVs de origen leucocitario 68 [36 -
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120] mvs/uL vs 45 [17 - 94] mvs/uL, p=0,048; y mas MVs derivadas de sincitiotrofoblasto, 8 [4 -
14] mvs/uL vs 5 [3 - 9] mvs/uL, p=0,030. Las gestantes con historia familiar de PE tuvieron una
CATS menor que las que no tenian esta relacién con la enfermedad, 1,57 [1,50 - 1,62] mmol/L
vs 1,64 [1,57 - 1,74] mmol/L, p=0,037; y niveles superiores de MVs de origen leucocitario, 107
[46 - 255] mvs/uL vs 56 [25 - 104] mvs/ul, p=0,028. Al analizar los biomarcadores en las
gestantes en funcién de la PAM observamos que aquellas con PAM295 mmHg presentaron
niveles mayores de AU en plasma que las que tuvieron PAM<95 mmHg, 4,45 [4,00 - 4,97] mg/dL
vs 3,95 [3,30 - 4,70] mg/dL, p<0,001; mas HCIS, 6,25 [5,40 - 7,35] umol/L vs 5,7 [5,20 - 6,20]
umol/L, p=0,003; una concentracion mas alta de IL-6, 4,29 [2,63 - 5,42] pg/mL vs 2,25 [1,50 -
3,71] pg/mL, p<0,001; y liberaron cantidades significativamente superiores de MVs
leucocitarias, 101 [55 - 161] mvs/uL vs 42 [19 - 86] mvs/uL, p<0,001, endoteliales, 10 [7 - 17]
mvs/uL vs 8 [5 - 14] mvs/uL, p=0,039, endoteliales activadas, 7 [4 - 10] mvs/uL vs 4 [2 - 10]
mvs/uL, p=0,011, y de sincitiotrofoblasto, 9 [6 - 11] mvs/uL vs 5 [3 - 12] mvs/uL, p=0,024. Por
ultimo, las que desarrollaron hipertension gestacional tuvieron niveles de AU superiores, 4,4
[4,10 - 4,50] mg/dL vs 4 [3,4 - 4,7] mg/dL, p=0,002; mayor concentracién de HCIS, 6,3 [5,3 - 8,3]
umol/L vs 5,9 [5,2 - 6,4] umol/L, p=0,010; valores de IL-6 superiores, 4,31 [3,79 - 4,87] pg/mL vs
2,63 [1,50 - 4,32] pg/mL, p=0,005; concentraciones de GDF-15 mas altas, 92,6 [82,3 - 187,6]
pug/mL vs 91,1 [72,1 - 137,6] pug/mL, p=0,026; y mas MVs-sct, 9 [8 - 11] mvs/uL vs 6 [4 - 11]
mvs/uL, p=0,048.

4.1.7 Influencia de los biomarcadores sobre la presién arterial media

Al analizar la influencia de los biomarcadores sobre la PAM, encontramos una relacion de
dependencia con el AU, la HCIS y las MVs-leu (Tabla 4.11). La R? y la R? ajustada del modelo
explican que aproximadamente el 25% de la variacidn de la PAM se debe al incremento de los
niveles de AU, HCIS y MVs-leu. En el modelo, los coeficientes de regresion representan el cambio
previsto en la PAM por cada cambio unitario en los niveles de AU, HCIS o MVs-leu, cuando las

otras variables permanecen constantes.
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Tabla 4.11

Influencia de los biomarcadores en la presion arterial media

RESULTADOS

IC al 95% para B
Modelo Coeficiente B Limite inferior Limite superior p
(Constante) 71,149 62,479 79,820 0,000
AU 1,863 0,232 3,495 0,026
HCISS 1,481 0,019 2,942 0,047
MVs-leu 0,043 0,021 0,066 0,000

Nota. R?=0,254, R? ajustado=0,233. Variable dependiente, PAM: presion arterial media; IC, intervalo de confianza; AU,
dcido urico; HCIS, homocisteina; MVs-leu, MVs leucocitarias.

4.1.8 Modelo explicativo del riesgo de preeclampsia a término a partir de los
biomarcadores

Se realizd un analisis de regresion logistica binaria para conocer la magnitud en que los
biomarcadores estudiados podian explicar el riesgo de PE a término. Como variable dependiente
se utilizé el riesgo de PE, y como covariables los biomarcadores de estrés oxidativo, inflamacién
y funcién endotelial que mostraron diferencias significativas entre los grupos con bajo y alto

riesgo de PE.

En primer lugar, se hizo un andlisis univariado (Tabla 4.12) que permitié eliminar las MVs-end y
las MVs-ena de las variables seleccionadas inicialmente porque no mejoraban el rendimiento
del modelo.

Tabla 4.12
Andlisis univariado de los biomarcadores

IC 95,0%

Variable OR Inferior Superior p
AU 3,53 2,04 6,08 <0,001
HCIS 3,26 2,00 5,31 <0,001
IL-6 2,83 1,93 4,14 <0,001
GDF-15 1,00 1,00 1,00 <0,001
CATS 0,00 0,00 0,02 <0,001
MVs-leu 1,03 1,02 1,04 <0,001
MVs-mon 1,04 1,00 1,08 0,047
MVs-end 1,02 0,99 1,06 0,211
MVs-ena 1,03 0,99 1,08 0,182
MVs-sct 1,11 1,03 1,19 0,006
ADMA 1,00 1,00 1,00 0,009

Nota. OR, razén de probabilidades; IC, intervalo de confianza; p, significacién estadistica. AU, dcido urico; HCIS,
homocisteina; IL-6, Interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15; CATS, capacidad antioxidante
total del suero; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de monocitos; MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-
ena, MVs de células endoteliales activadas; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto; ADMA, dimetil arginina asimétrica.
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Seguidamente, se hizo un andlisis multivariado con los biomarcadores que tenian una p<0,15 en
el analisis univariado. En este paso fueron separados del modelo las variables AU, GDF-15, CATS,
MVs-mon y ADMA, y se confirmd que fueron factores explicativos del riesgo de forma

independiente y significativa, las variables HCIS, IL-6, MVs-leu y MVs-sct.

El modelo de regresién logistica resultd estadisticamente significativo (X?=83,22; p<0,001). En

la Tabla 4.13 estdn recogidos los coeficientes de determinacion.

Tabla 4.13
Coeficientes de determinacion del modelo de regresion logistica

-2 log de la verosimilitud R2 de Cox y Snell R? de Nagelkerke
68,94 0,53 0,71

El R2 de Cox y Snell es un coeficiente que se utiliza para estimar la proporcién de varianza de la
variable dependiente explicada por las variables predictoras. Su valor fluctia entre 0 y 1, pero
en la practica no llega a 1. El R? de Nagelkerke es una transformacion del R? de Cox y Snell que
si cubre ese rango. En este caso ambos coeficientes permiten afirmar que las variables del

modelo pueden explicar entre el 53 y el 71% de los cambios de la variable dependiente.

Por otro lado, el porcentaje global de clasificacién correcta de las embarazadas fue del 90%. Los

resultados finales del analisis de regresion logistica aparecen en la Tabla 4.14.

Tabla 4.14
Variables incluidas en la ecuacion del modelo de regresion logistica

Variables. ’en la Coef. B EE Vellr s OR IC 95,0%
SEREIEEn Inferior Superior
HCIS 1,377 0,381 0,000 3,962 1,876 8,365
IL-6 0,877 0,255 0,001 2,405 1,460 3,961
MVs-leu 0,020 0,007 0,007 1,020 1,005 1,035
MVs-sct 0,078 0,028 0,005 1,081 1,024 1,142
Constante -12,556 2,718 0,000

Nota. Coef, coeficiente; EE, error estandar; OR, razén de probabilidad; IC, intervalo de confianza. HCIS, homocisteina;
IL-6, Interleuquina 6; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto.

Una vez creado el modelo se realizé un andlisis del rendimiento, determinando el grado de

calibracion y la capacidad de discriminacion de la propuesta.

La calibracion es la capacidad del modelo de producir estimaciones no sesgadas de la
probabilidad del evento o variable de valoracion. Para medir la calibracidn se utilizé la prueba

de Hosmer-Lemeshow, que es un método que estudia la bondad de ajuste del modelo
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comparando los valores previstos (esperados) por el modelo con los valores realmente
observados. Ambas distribuciones, esperada y observada, se contrastan mediante una prueba
de X2. La hipétesis nula de la prueba de Hosmer-Lemeshow es que no hay diferencias entre los
valores observados y los valores pronosticados, valores de p no significativos (p>0,05) indican
que lo esperado se ajusta suficientemente a lo observado. Segun los resultados obtenidos (Tabla

4.15) nuestro modelo tiene una buena calibracion.

Tabla 4.15
Resultado de la medida de la calibracion del modelo de regresion logistica

Prueba de Hosmer-Lemeshow

Chi-cuadrado Grados de libertad Significacion (p)
10,772 8 0,215

La discriminacién es la capacidad del modelo de asignar el resultado correcto a un par de sujetos
seleccionados al azar; en otras palabras, permite al modelo clasificar a los sujetos en un contexto
de criterio de valoracién con prediccidn binario. EIl AUC es la medida de discriminacion mas
frecuentemente utilizada para estos modelos, y es la que calculamos en este caso (Figura 4.9).
En las Tablas 4.16 y 4.17 se recoge la informacién sobre la capacidad discriminante del modelo,
que se puede considerar correcta.

Figura 4.9
Curvas de rendimiento diagndstico del modelo de regresion logistica
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Nota. AUC, drea bajo la curva.
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Tabla 4.16
Caracteristicas de las curvas ROC del modelo de regresion logistica

c Significacion Intervalo de confianza al 95%

AU

Modelo (p) Limite inferior Limite superior
0,939 <0,001 0,894 0,984

Nota. AUC, drea bajo la curva.

Tabla 4.17
Indicadores estadisticos bdsicos del modelo de regresion logistica

% PC S (%) E (%) IV VPP (%)* | VPN (%)" | RV+ RV-
Modelo

0,82 0,47 91,2 84,2 84,91 39,1 98,9 5,77 0,1

Nota. 1Y, indice de Youden; PC, punto de corte; S, sensibilidad; E, especificidad; 1V, indice de validez; VPP, valor
predictivo positivo; VPN, valor predictivo negativo; RV, razon de verosimilitud. (*) Valores predictivos calculados para
una prevalencia del 10%.

Finalmente, se compard la eficacia del modelo con la de los biomarcadores propuestos para
estudiar el riesgo de PE mediante el andlisis de la diferencia de areas. El resultado, que

demuestra un mejor rendimiento del modelo frente a cada biomarcador por separado, se recoge

enla Tabla 4.18.

Tabla 4.18
Comparacion de las curvas ROC del modelo de regresion logistica y de los biomarcadores

Variables Prueba de,homogeneidad .
de areas (X?)
CATS 12,69 <0,001
HCIS 10,18 0,001
AU 11,94 <0,001
IL-6 2,86 0,009
GDF-15 23,85 <0,001
Modelo MVs-leu 8,198 0,004
MVs-mon 13,69 0,004
MVs-end 20,28 <0,001
MVs-ena 9,02 0,002
MVs-sct 7,39 0,006
ADMA 34,39 <0,001

Nota. P, prueba. CATS, capacidad antioxidante total del suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido drico; IL-6, Interleuquina
6, GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de monocitos;
MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de células endoteliales activadas; MVs-sct, MVs de
sincitiotrofoblasto; ADMA, dimetil arginina asimétrica.
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4.2 Analisis de los resultados de los subgrupos del ensayo clinico

4.2.1 Caracteristicas basales

El ensayo clinico se desarrollé6 en el grupo con alto riesgo de PE a término. Del total de
participantes, 35 gestantes recibieron placebo (subgrupo Ila) y 33 fueron tratadas con
pravastatina (subgrupo llb). Al analizar las caracteristicas demograficas y clinicas basales de
ambos subgrupos (Anexo IX, Tabla A.2), no se encontraron diferencias significativas,
exceptuando el habito de fumar porque todas las gestantes consumidoras de tabaco quedaron
incluidas en el subgrupo que recibié placebo. En la medicion de los biomarcadores de estrés
oxidativo, inflamacién, angiogénesis, funcién endotelial y dislipemia, al inicio del estudio, (Anexo

IX, Tabla A.3) tampoco encontramos diferencias estadisticamente significativas.

4.2.2 Efecto del tratamiento con pravastatina sobre los biomarcadores

Las tablas A.4 y A.5 del Anexo IX contienen los resultados de la medicién de los biomarcadores
antes y después de la intervencion en los dos brazos del ensayo clinico. Durante el tiempo
transcurrido entre las dos determinaciones se produjeron cambios en las variables de diferentes

categorias que describimos a continuacion.

4.2.2.1 Biomarcadores de estrés oxidativo

Como se observa en la Figura 4.10, la CATS aumentd en los dos subgrupos, aunque el cambio
solo fue significativo en el grupo tratado con placebo, al elevarse de un nivel basal de 1,59 [1,55
- 1,66] mmol/L hasta 1,63 [1.6 - 1.69] mmol/L, p<0,001. Las concentraciones de HCIS no se
modificaron significativamente en ninguno de los subgrupos del ensayo. Sin embargo, los niveles
de AU aumentaron en las que recibieron placebo de 4,5 [4 - 5,1] mg/dL a 4,9 [4,3 - 5,9] mg/dL,
p<0,001, y en las tratadas con pravastatina de 4,7 [4 - 5,3] mg/dL a 4,9 [4,2 - 5,75] mg/dL,
p=0,011.
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Figura 4.10
Biomarcadores de estrés oxidativo medidos en los subgrupos del ensayo clinico
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Nota. CATS, capacidad antioxidante total del suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido drico. Los datos se representan
como se describe en el pie de la Figura 4.1.

4.2.2.2 Biomarcadores de inflamacion

En la Figura 4.11 se puede apreciar que la IL-6 fue el Unico biomarcador de esta categoria en el
que se observd una tendencia al alza durante el ensayo y lo hizo solamente en el subgrupo que
recibid placebo, al partir de un nivel basal de 3,94 [2,65 - 4,85] pg/mL y alcanzar en la segunda
medicion los 4,47 [3,5 - 5,58] pg/mL, p=0,052. Sin embargo, al comparar los valores de la
segunda medida, no se observaron diferencias p=0,538. Por su parte, los niveles de GDF-15y de

PCR no cambiaron significativamente en ninguno de los grupos de estudio.
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Figura 4.11

Biomarcadores de inflamacion medidos en los subgrupos del ensayo clinico
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Nota. IL-6, Interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15; PCR, proteina C reactiva. Los datos se
representan como se describe en el pie de la Figura 4.1.

4.2.2.3 Biomarcadores angiogénicos/antiangiogénicos

Los valores de estas variables estan representados en los diagramas de cajas y bigotes de la
Figura 4.12. Como se ve, el nivel de PIGF disminuyd de forma significativa tanto en el subgrupo
que recibio placebo, al hacerlo desde 94,7 [ 55,9 - 125,7] pg/mL hasta 60,28 [48,35 - 88,7] pg/mL,
p<0,001, como en el que recibid pravastatina, al cambiar de 91 [61,2 - 155,7] pg/mL a 59,8 [46,97
- 123,4] pg/mL vs, p=0,043. Por el contrario, los niveles de sFlt-1 se incrementaron en los dos
brazos del ensayo, con valores en el subgrupo control que subieron de 5119 [3541,7 - 6027,5]
pg/mL a 6934 [4849 - 9249] pg/mL, p<0,001, y en el subgrupo tratado con la estatina de 4899
[3693,5 - 6516,5] pg/mL a 7830 [5930 - 9289] pg/mL, p<0,001. En la ventana de tiempo evaluada
la relacién sFlt-1/PIGF se modificé en el mismo sentido tanto para los embarazos controles como
para los tratados con el farmaco, al aumentar en el subgrupo que recibié placebo de 55,5 [31,87
- 95,37] a 102,2 [74 - 188,1], p<0,001, y en el tratado con pravastatina de 59 [33,9 - 81,15] a
116,5 [62,6 - 180,5], p<0,001.
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Figura 4.12
Biomarcadores de angiogénesis medidos en los subgrupos del ensayo clinico
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Nota. PIGF, factor de crecimiento placentario; sFit-1, forma soluble de la tirosina quinasa tipo 1 similar al FMS. Los
datos se representan como se describe en el pie de la Figura 4.1.

La variacion en los MoM de estos biomarcadores casi alcanzé la significacién para el PIGF del
grupo control (Anexo IX, Tablas A.4 y A.5), al cambiar de 0,35 [0,23 - 0,52] a 0,36 [0,19 - 0,56],
con un valor p=0,050; ni los MoM del PIGF del subgrupo tratado con pravastatina, ni los MoM

del sFlt-1 de ninguno de los subgrupos cambiaron de forma significativa.

4.2.2.4 Biomarcadores de funcion endotelial

Las MVs sufrieron cambios estadisticamente significativos y contrapuestos en los dos subgrupos
del ensayo clinico. Como se recoge en el Anexo IX, Tablas A.4 y A.5, la concentracién de MVs-tot
en las gestantes que recibieron placebo subié de 2048 [1425 - 3022] mvs/uL a 2931 [2076 - 3749]
mvs/uL, p=0,008, mientras que en las tratadas con pravastatina la concentraciéon descendié de
2153 [1586 - 3649] mvs/uL a un valor menor, 1637 [1010 - 2290] mvs/uL, p<0,001. En la Figura

4.13-A se puede observar este comportamiento.
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Los diagramas de sectores de la Figura 4.13-B representan la distribucién porcentual de los
distintos tipos de MVs en los dos brazos del ensayo clinico. Como se puede observar, las MVs
anexina V+ mds abundantes en todos los casos se originaron a partir de las plaquetas, mientras
que las detectadas en menor concentracion fueron liberadas por el endotelio y el
sincitiotrofoblasto. En el subgrupo que recibié placebo los porcentajes de todas las poblaciones
investigadas antes y después de la intervencidn fueron similares. En el grupo que recibid
pravastatina se observé tras el tratamiento una ligera disminucién en el porcentaje de MVs-leu
(de 4,6% a 4,0%) y de MVs-sct (de 0,6% a 0,3%), junto a un aumento de las MVs-no filiadas (de
36,7% a un 39%).

Figura 4.13

Comparacion de la concentracion total de MVs y la distribucion de las diferentes poblaciones en
los subgrupos del ensayo clinico
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Nota. A: MVs totales en los subgrupos del ensayo clinico; MVs-tot, total de MVs anexina V+. Los datos se representan
como se describe en el pie de la Figura 4.1. B: Distribucion de las MVs en el plasma de las gestantes con alto riesgo de
PE a término antes y después de la intervencion; MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-end,
MVs de células endoteliales; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto.
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El resultado de la medicién de las distintas poblaciones de MVs durante el ensayo clinico se ha

representado en diagramas de cajas y bigotes en la Figura 4.14.

Figura 4.14
Concentracion de diferentes poblaciones de MVs en los subgrupos del ensayo clinico
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Nota. MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de monocitos; MVs-end, MVs de células
endoteliales; MVs-ena, MVs de células endoteliales activadas; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto. Los datos se
representan como se describe en el pie de la Figura 4.1.

En el subgrupo que recibié placebo se produjo un incremento significativo de cada una de las
poblaciones de MVs investigadas: las MVs derivadas de plaquetas lo hicieron aproximadamente
un 34%, p=0,005; las liberadas por leucocitos un 33%, p=0,005; las producidas por monocitos un

60%, p=0,004, las de origen endotelial un 40%, p<0,001; las de endotelio activado un 28%,

p=0,018; y las de sincitiotrofoblasto lo hicieron un 22%, p=0,024. Por el contrario, en el subgrupo
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tratado con pravastatina se produjo una disminucién significativa de todos los tipos de MVs
medidos: las MVs derivadas de plaquetas se redujeron aproximadamente un 42%, p<0,001; las
liberadas por leucocitos mermaron un 25%, p<0,001; las producidas por monocitos cayeron un
61%, p<0,001; las de origen endotelial un 69%, p<0,001; las de endotelio activado un 55%,

p<0,001; y las de sincitiotrofoblasto lo hicieron un 44%, p<0,001.

Como se ve en la Figura 4.15, los niveles de ADMA no experimentaron cambios significativos en
el placebo y tampoco en el subgrupo intervenido con pravastatina durante el ensayo,
observando valores similares después del tratamiento en los dos grupos de estudio p=0,460.

Figura 4.15
Concentracion de ADMA medida en los subgrupos del ensayo clinico
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Nota. ADMA, dimetil arginina asimétrica. Los datos se representan como se describe en el pie de la Figura 4.1.

4.2.2.5 Marcadores de dislipemia

En la Figura 4.16 se encuentran los diagramas de cajas y bigotes de los biomarcadores de esta
categoria. Como se puede apreciar, en el subgrupo que recibié placebo se produjo un aumento
en la concentracion de triglicéridos, de 268 [234 - 320,2] mg/dL a 290 [242 - 355] mg/dL,
p=0,014, y una disminucién de los niveles de LpA, de 10,5 [7,4 - 31,6] mg/dL a 9,9 [5,6 - 24,9]
mg/dL, p<0,001. En este mismo subgrupo, la concentracién de colesterol-LDL tras la
intervenciéon no pudo ser calculada debido a los elevados niveles de triglicéridos de varias
gestantes, que impidieron la utilizacién de la ecuacion de Friedewald. Por otro lado, en el
subgrupo intervenido con pravastatina se produjeron disminuciones significativas en los niveles
de colesterol total, de 245 [214 - 278] mg/dL a 220 [187 - 251] mg/dL, p<0,001; de colesterol-
no-HDL, de 172 [147 - 209] mg/dL a 151 [115 - 184,5] mg/dL, p<0,001; de colesterol-LDL, de 122
[97 - 148] mg/dL a 99 [71 - 126,5] mg/dL, p<0,001; de ApoB, de 125 [117 - 162] mg/dL a 117
[95,5 - 135,5] mg/dL, p<0,001; y en la relacion ApoB/ApoAl, de 0,59 [0,52 - 0,76] a 0,52 [0,43 -

0,68], p<0,001. El resto de los biomarcadores de dislipemia no experimenté cambios relevantes.

98



RESULTADOS

Figura 4.16
Biomarcadores de dislipemia medidos en los subgrupos del ensayo clinico
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Figura 4.16
(Continuacion de la pdgina anterior)
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Nota. COL, Colesterol total; TRIGL, Triglicéridos; HDLC, Colesterol-HDL; CNH, Colesterol-no-HDL,; LDLC, Colesterol-LDL;
APOB, Apolipoproteina B; APOA-I, Apolipoproteina Al; LPA, Lipoproteina A. Los datos se representan como se describe
en el pie de la Figura 4.1.

4.2.2.6 Influencia de la duracion del tratamiento sobre los biomarcadores

Como las participantes en el estudio fueron evaluadas en diferentes momentos dentro de las
ventanas temporales establecidas en el protocolo del ensayo (Figura 3.1), el tiempo transcurrido
desde el inicio del tratamiento hasta la toma de las muestras no fue el mismo para todas;
aprovechando esta circunstancia, analizamos la influencia de esta variable (tiempo de

tratamiento) sobre los biomarcadores.

En la Tabla 4.19 se recogen los biomarcadores que cambiaron significativamente en menos de
dos semanas y en 14 dias o mas de tratamiento con pravastatina. El 41% de los embarazos fue
monitorizado antes de los 14 dias de tratamiento (n=14), mientras que el 59% restante (n=19)

fue evaluado después de consumir pravastatina por un espacio de tiempo mayor.
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Tabla 4.19

Efecto de la duracidn del tratamiento con pravastatina sobre los biomarcadores

RESULTADOS

Dias de intervencion, <14 dias (n=14) Dias de intervencion, 214 dias (n=19)
Cambio Cambio

Biomarcador Valor pre-intervencidon | Valor post-intervencion p (%) Valor pre-intervencion Valor post-intervencion p (%)
CATS (mmol/L) 1,58 [1,55-1,64] 1,63 [1,56-1,71] 0,665 0,3 1,53 [1,45-1,65] 1,63 [1,53-1,67] 0,047 2,0
AU (mg/dL) 4,7[4-5] 4,9[3,8-6] 0,637 1,3 4,2[3,7-5,25] 4,9[4,35 - 5,75] 0,017 | 11,6
PIGF (pg/mL) 94,5 [62,3 - 158,7] 79,6 [49 - 150,3] 0,638 -7,7 77,7 [52,6 - 157,2] 56,7 [40,2 - 91,2] 0,024 | -20,2
SFLT-1 (pg/mL) 4760 [3772,7 - 6415,7] 7082 [4115,5 - 8745,5] 0,013 31,8 4899 [3571 - 7684] 8556 [6654 - 1030] <0,001 | 80,3
MVs-tot (mvs/pL) 2197 [1908 - 2633] 2002 [1224 - 2182] 0,002 -33,4 1763 [1411 - 3734] 1235 [863 - 2358] 0,001 | -30,3
MVs-pla (mvs/uL) 1418 [1262 - 1844] 1299 [592 - 1511] 0,002 | -34,7 1131 [767 - 1878] 690 [414 - 1122] <0,001 | -37,7
MVs-leu (mvs/pL) 136 [83 - 215] 101 [52 - 120] 0,002 -41,1 45 [32 - 143] 42 [14 - 71] <0,001 | -41,6
MVs-mon (mvs/pL) 13[8-17] 6[4-9] 0,003 | -48,2 15 [10 - 18] 4[3-9] <0,001 | -55,3
MVs-end (mvs/pL) 13[10-17] 7[4-8] 0,005 -53,5 11([7- 18] 4([3-5] <0,001 | -59,3
MVs-ena (mvs/uL) 10[8 - 12] 5[4-7] 0,011 | -39,6 7[3-12] 2[2-4] 0,001 | -47,1
MVs-sct (mvs/pL) 9[8-11] 71[3-8] 0,021 -37,6 10 [6-17] 5[3-6] <0,001 | -46,9
Colesterol total (mg/dL) 250 [216 - 288] 222,5[191,5 - 254,5] 0,006 9,9 245 [221 - 264] 216 [185 - 252] 0,001 | -13,5
Triglicéridos (mg/dL) 255 [196 - 309] 195,5[161,2 - 240] 0,047 -9,4 254 [218 - 280] 263 [229 - 307] 0,732 4,1
Colesterol-no-HDL (mg/dL) 179 [130 - 208] 151,5 [117,2 - 168,2] 0,006 | -13,4 172 [155 - 220] 139 [115 - 186] <0,001 | -18,3
Colesterol-LDL (mg/dL) 127 [91 - 138] 102 [81,5-130,5] 0,013 -12,9 121108 - 159] 89 [69 - 125] <0,001 | -26,2
ApoB (mg/dL) 125 [107 - 169] 114 [90,5 - 131] 0,012 | -12,2 126 [121,5 - 162] 117 [100,5 - 140] 0,006 | -11,0
Relacion ApoB/ApoAl 0,54 [0,46 - 0,58] 0,52 [0,42 - 0,58] 0,015 -9,4 0,6 [0,54 - 0,81] 0,53 [0,44-0,73] 0,001 | -15,0
LpA (mg/dL) 20,3 9,9 - 38,8] 18,8 [8 - 27,8] 0,600 14,5 13,9 [3,9 - 31,25] 11,1 [4,4 - 34,45] 0,039 | -14,1

Nota. Los datos estdn expresados como mediana [rango intercuartilico]. CATS, capacidad antioxidante total del suero; AU, dcido urico; PIGF, factor de crecimiento placentario; sFLT-1,
forma soluble de la tirosina quinasa tipo 1 similar al FMS; MVs-tot, total de MVs anexina V+; MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de monocitos; MVs-
end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de células endoteliales activadas; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto; ApoB, apolipoproteina B; ApoAl, apolipoproteina Al; LpA,

lipoproteina A.
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Como se observa, el AU y la CATS se elevaron de forma significativa solo cuando el tratamiento
se extendié mas alld de dos semanas; en el primer caso el aumento fue de 0,3% vs 2%, y en el
segundo de 1,3% vs 11,6%, para antes de los 14 dias y después, respectivamente. Por otro lado,
no se detectd un efecto positivo de la pravastatina sobre los biomarcadores de angiogénesis; los
niveles de PIGF se redujeron significativamente en ambos periodos, 7,7% para menos de dos
semanas y 20,2% para mds de dos, mientras que los de sFlt-1 tuvieron un comportamiento
contrario, aumentaron un 31,8% antes de los 14 dias y llegaron hasta un 80,3% de incremento
cuando se midieron después. Al analizar la liberacién de MVs encontramos una reduccidn
significativa de la mayoria de las poblaciones investigadas, con una tendencia a disminuir mas
cuando el tiempo de tratamiento sobrepasé los 14 dias. Asi, para menos de dos semanas y mas
de 14 dias, la reduccién de MVs-pla fue de 34,7% vs 37,7%, la de MVs-leu de 41,1% vs 41,6%, la
de MVs-mon de 48,2% vs 55,3%, la de MVs-end de 53,5% vs 59,3%, la de MVs-ena de 39,6% vs
47,1%, y la de MVs-sct de 37,6% vs 49,6%, respectivamente. Sobre el perfil lipidico también se
registraron cambios, casi todos en la direccidon esperada; por ejemplo, para menos de dos
semanas y mas de 14 dias, los niveles de colesterol total se redujeron un 9.9% vs 13,5%, los de
CNH un 13,4% vs 18,3%, los de colesterol-LDL un 12,9% vs 26,2% y la relacion ApoB/ApoAl un
9,4% vs 15,0%. En cambio, los triglicéridos solo disminuyeron cuando se midieron antes de los
14 dias, la ApoB disminuyé mds con menos tiempo y la LpA tuvo un comportamiento diferente
al esperado porque aumentod en las gestantes tratadas durante mas dias. En la Figura 4.17 esta
representado mediante un diagrama de barras el porcentaje de cambio que se produjo en las
distintas poblaciones de MVs y en algunas variables del perfil lipidico para los dos tiempos de

tratamiento con pravastatina analizados.

Figura 4.17
Porcentaje de cambio en el valor de las microvesiculas y en el perfil lipidico en funcion del tiempo
de tratamiento con pravastatina
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Nota. MVs-tot, total de MVs anexina V+; MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de
monocitos; MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de endotelio activado;, MVs-sct, MVs de
sincitiotrofoblasto;, COL, colesterol total; TRI, triglicéridos; CNH, colesterol-no-HDL; CLDL, colesterol-LDL; APOB,
apolipoproteina B; APOB/AI, relacion APOB/APOAI.
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4.2.2.7 Influencia de la pravastatina sobre la presion arterial media

La PAM de las gestantes del grupo de alto riesgo no experimentd cambios significativos durante
el ensayo clinico. En las que recibieron placebo, la PAM al inicio de la intervencién fue de 95,3
[91 - 100,7] mmHg, un valor similar al medido posteriormente, 95,8 [87,3 - 103,3] mmHg,
p=0,966. Las participantes a las que se administré pravastatina comenzaron con una PAM de
96,2 [91,1 - 99,8] mmHg, que se redujo a 94,6 [91,7 - 100,1] mmHg después del tratamiento,
aunque este cambio no fue significativo estadisticamente, p=0,796. En la Figura 4.18 estan

representados los valores de esta variable en los dos brazos del ensayo.

Figura 4.18
Presion arterial media medida en los subgrupos del ensayo clinico
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Nota. PAM, presion arterial media. Los datos se representan como se describe en el pie de la Figura 4.1.
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5 Discusion

En la PE ocurre una placentacion defectuosa que produce la liberacién de factores anti-
angiogénicos, junto a un aumento del estrés oxidativo y la inflamacion, que conducen a una

disfuncién endotelial sistémica y a las manifestaciones clinicas de la enfermedad.

La medicién de biomarcadores circulantes en sangre periférica involucrados en la fisiopatologia
de la disfuncién endotelial puede ofrecer una valiosa informacion sobre el estado de los
mecanismos y factores implicados en el desarrollo de la PE y ser de gran ayuda en la valoracion

del impacto de diferentes abordajes de la enfermedad.

En este estudio, a través de distintos biomarcadores, se evalta la funcidon endotelial vascular en
embarazadas con bajo y alto riesgo de PE a término, asi como el efecto de la pravastatina sobre
la funcién endotelial vascular en embarazadas con alto riesgo de PE, tratadas desde las semanas

35-37 de gestacidn hasta el parto.

5.1 Analisis de los grupos de estudio

5.1.1 Caracteristicas demograficas y clinicas

La determinacion del riesgo de PE a término se puede realizar de forma efectiva mediante el
andlisis de factores maternos y biomarcadores a las 35-37 semanas de gestacidn. Esta
combinacion de variables permite predecir hasta el 70% de los embarazos que posteriormente
desarrollaran PE con una tasa de falsos positivos inferior al 10% (Panaitescu et al., 2018). Las
caracteristicas demograficas y clinicas de las embarazadas de forma aislada permiten identificar
el 28% de los casos, un hecho que refleja la importante contribucién de los factores maternos al

desarrollo de la PE y justifica la necesidad de incluirlos y analizarlos en este estudio.

5.1.1.1 Edad materna

La edad materna avanzada es un factor de riesgo para el desarrollo de PE. Las mujeres con mas
de 35 afios tienen 4,5 veces mas riesgo de padecerla que las de menor edad (Dianing et al.,
2019). En nuestra muestra, la edad media de las participantes (Tabla 4.1) fue similar a la
publicada dentro de los indicadores de fecundidad del Instituto Nacional de Estadistica (INE),
que la fijé en 32,3 afios en 2019, un valor que no ha parado de aumentar desde 1975, afio en
gue comenzaron a recogerse estos datos, cuando las mujeres tenian sus hijos con una media

28,8 afios. De igual forma, el porcentaje de embarazadas que superd los 35 afos (Tabla 4.2) fue
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parecido al recogido por el INE, que reportd un 40,1% para este indicador en 2019. En la muestra
analizada no se encontraron diferencias significativas ni en la edad materna ni en la proporcidn
de embarazos con mas de 35 afios entre los grupos con bajo y alto riesgo de PE a término, por

lo que no se puede analizar la influencia de esta variable en los resultados obtenidos.

5.1.1.2 Peso, estatura e indice de masa corporal

Un alto IMC es otro factor de riesgo importante tanto para la PE como para la ECV (Bodnar et
al., 2007; Spradley et al., 2015). La estatura materna baja y el IMC alto aumentan el riesgo de
PE. La asociacién entre estas variables y la enfermedad parece especialmente fuerte, sobre todo
entre la estatura baja y los tipos graves de PE, y el IMC alto y los tipos leves de PE (Bodnar et al.,

2005; Sohlberg et al., 2012).

La importancia del IMC como predictor de la PE se debe a su relacidn casi lineal sobre la
incidencia de la enfermedad. Se ha demostrado que la incidencia es del 7% en las embarazadas
con obesidad de clase | (IMC: 30-34,9 kg/m?), del 9% con clase Il (IMC 35-39,9 kg/m?), del 11%
con clase Il (IMC 40-49,9 kg/m?), del 13% en mujeres super obesas (IMC>50 kg/m?), mientras
que las embarazadas con peso normal (IMC 18,5-24,9 kg/m?) tienen un 3% de probabilidad de

desarrollar PE (Mbah et al., 2010).

En nuestro estudio, las gestantes con alto riesgo tuvieron una talla mas baja (Tabla 4.1) y la
cantidad de mujeres obesas duplicé porcentualmente a las del grupo control (Tabla 4.3).
También, el nimero de mujeres con obesidad de grados |, Il y lll fue mayor entre los casos con
riesgo alto de PE. Ademads, aunque la diferencia no fue significativa estadisticamente, entre las
gestantes que desarrollaron PE posteriormente se encontré un IMC todavia mas alto (Tabla 4.4).
Estos resultados son coherentes con lo publicado sobre la influencia de estos factores en el

desarrollo de PE (Bodnar et al., 2005; Mbah et al., 2010; Spradley et al., 2015).

Por otro lado, se sabe que la obesidad aumenta el riesgo de desarrollo de la PE de inicio
temprano y de inicio tardio (Mbah et al., 2010). Se ha propuesto que la etiologia de la PE
temprana y tardia es diferente, estando la placentacidn anormal implicada en el desarrollo de
la PE de inicio temprano, mientras que un medio metabdlico materno anormal en la concepcion

es lo que se relaciona con la PE de inicio tardio (Raymond & Peterson, 2011).

Segln Spradley et al, es probable que un ambiente metabdlico anormal esté relacionado con
una mayor secrecidon de factores por parte del tejido adiposo, que no solo es un depésito de
triglicéridos, sino un érgano endocrino que sintetiza y secreta varias hormonas y factores

inflamatorios. Debido a que el aumento de la grasa corporal se asocia con niveles elevados de
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citoquinas circulantes, las mujeres obesas tienen mas probabilidades que las mujeres con peso
normal de comenzar el embarazo en un estado inflamatorio subclinico. Ademas de esto,
Spradley y su grupo también sefialaron una relacién positiva entre el IMC y la activacidn de las
vias inflamatorias dentro de la placenta, lo que sugiere que los factores metabdlicos exageran la
liberacion de factores inflamatorios inducidos por la isquemia placentaria. Por lo tanto, es muy
probable que un estado proinflamatorio nocivo antes del embarazo se acompafie de una
disfuncidn vascular inicial que dé como resultado un umbral mas bajo y una mayor sensibilidad
ala capacidad combinada de los factores metabdlicos relacionados con la obesidad y los factores
inflamatorios isquémicos placentarios solubles para provocar disfuncién endotelial materna e
hipertension (Spradley et al., 2015). Esto representa un mecanismo potencial por el cual la
obesidad aumenta el riesgo de desarrollar PE de inicio tardio que también podemos contrastar
en este estudio; como se vera mas adelante, en el grupo con alto riesgo de PE a término, donde
el IMC y la cantidad de obesas fue superior que en el grupo control, los niveles de dos
biomarcadores de inflamacién, IL-6 y GDF-15 (Anexo IX, Tabla A.1), fueron mayores, al igual que
la PAM (Tabla 4.1). Ademas, entre las gestantes con riesgo, 7 desarrollaron PE a término (Tabla

4.1) y ninguna lo hizo en el grupo control.

En el presente estudio, se exploraron las relaciones de dependencia entre el IMC y los
biomarcadores, no encontrando correlaciones estadisticamente significativas. Ademas,
investigamos el comportamiento de los biomarcadores estratificando las gestantes utilizando el
IMC y tampoco detectamos cambios entre los grupos | y Il. El mismo resultado obtuvimos al
comparar los embarazos que desarrollaron PE con el resto de las gestaciones del grupo de alto
riesgo. Es probable que la n del estudio, y en consecuencia el escaso nimero de embarazos

afectados por esta situacion haya impedido evidenciar estas interacciones.

5.1.1.3 Raza

Casi todos las mujeres embarazadas incluidas en el estudio fueron de raza blanca (Tabla 4.1).
Dentro de los criterios de elegibilidad para para el cribado, no hablar con fluidez el idioma local
y no contar con un intérprete fue motivo de exclusion, un hecho que puede haber influido en el
bajo porcentaje de pacientes de otras razas de la muestra. Se conoce la influencia de la etnia 'y
la raza en el riesgo de PE, siendo mas alto entre las mujeres de origen africano (J. Johnson &
Louis, 2022). Segun datos del INE, en el afio 2019 el 15% de las madres que dieron a luz en la
Region de Murcia provenian de paises africanos, un dato que se aleja del porcentaje registrado

en esta muestra y que no permite valorar el impacto de esta variable en los resultados.
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5.1.1.4 Habito de fumar, consumo de alcohol o drogas

En la muestra estudiada no encontramos mujeres que consumieran alcohol o drogas, y aunque
el habito tabaquico fue mayor en el grupo control, este comportamiento no alcanzd significacion
estadistica (Tabla 4.1). Se sabe que fumar durante el embarazo puede provocar muchos efectos
adversos, como la restriccion del crecimiento fetal, el desprendimiento de la placenta, la muerte
fetal y el trabajo de parto prematuro, pero fumar es la Unica exposicion ambiental conocida que
reduce de manera consistente el riesgo de PE y de hipertension gestacional (England & Zhang,
2007). Un gran paso adelante en la comprension de este efecto protector fue la publicacién de
un estudio epidemiolégico por Wikstrom et al en 2010, usando datos del Registro Médico Sueco
de Nacimientos de mas de 600 000 mujeres ndrdicas (Wikstrom et al.,, 2010), en el que
concluyeron que son los productos de la combustién del tabaco, como el mondxido de carbono,

los que protegen contra la PE, pero que los componentes del tabaco, como la nicotina, no.

Al estudiar la influencia del habito de fumar sobre los biomarcadores propuestos, encontramos
que las medianas calculadas entre fumadoras y no fumadoras para la CATS y las MVs-sct diferian
significativamente (Tabla 4.10). Las fumadoras tuvieron mayor CATS y una menor cantidad de
MVs-sct en la circulacién materna, permitiendo sugerir que asociados a este factor los
embarazos transcurren con menores niveles de estrés oxidativo y que el aporte de factores
placentarios que producen disfunciéon endotelial, como las MVs-sct, es significativamente

menor.

5.1.1.5 Nuliparidad

La PE también se ha definido como una enfermedad de primeros embarazos (Luo et al., 2007).
Sin embargo, los efectos y mecanismos de la asociacion de la primiparidad con la PE no han sido
claramente establecidos. En este sentido, se ha propuesto que la PE es la consecuencia de una
reaccién inmunitaria materna contra los antigenos paternos expresados en la placenta y que
esta reaccién podria provocar una invasion trofoblastica defectuosa y la subsiguiente disfuncion
placentaria. El menor riesgo de PE entre mujeres multiparas también se ha atribuido a un
proceso de desensibilizacién que produce la exposicién a antigenos paternos en la placenta
durante embarazos anteriores. Ademads, el menor riesgo se ha vinculado a una invasion
trofoblastica mas suave después de la modificacidn de las arterias espirales maternas durante
un primer embarazo (Hernandez-Diaz et al., 2009). Por otro lado, se ha defendido que el riesgo
de PE en mujeres nuliparas puede deberse a un estado antiangiogénico, caracterizado por

niveles circulantes de sFlt-1 y relaciones sFlt-1/PIGF mas altos que los de embarazos de
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multiparas (Bdolah et al., 2014), sugiriendo una asociacion entre el desequilibrio angiogénico y

la condicién nulipara.

En nuestra muestra observamos un porcentaje significativamente mayor de mujeres nuliparas
en el grupo con alto riesgo de PE a término (Tabla 4.1), un dato que coincide con el

comportamiento que se atribuye de forma generalizada a este factor ante el riesgo de PE.

Al explorar la relacién entre la nuliparidad con los biomarcadores de este estudio, encontramos
diferencias significativas en los niveles de HCIS, GDF-15, MVs-leu y MVs-sct entre las gestantes
nuliparas y multiparas (Tabla 4.10). Este resultado permite sugerir que la ausencia de embarazos
previos aumenta la probabilidad de encontrar niveles superiores de estrés oxidativo, un estatus
proinflamatorio exacerbado y una elevacién de biomarcadores de disfuncidon endotelial en las
gestantes nuliparas en el Ultimo trimestre de gestacién, un hallazgo que puede ayudar a explicar
el mayor riesgo de PE asociado a esta condicién. No obstante, para establecer una relacidn
fisiopatoldgica definitiva entre la nuliparidad, estos biomarcadores y la PE, serdn necesarios

estudios de mayor alcance.

5.1.1.6 Historia familiar de preeclampsia

Se estima que la heredabilidad de la PE es del 30% (Nilsson et al., 2004) y que su etiologia
involucra contribuciones genéticas maternas y paternas en multiples loci y un componente
ambiental sustancial (Redman & Sargent, 2005). Boyd et al publicaron una investigacién sobre
la asociacidn de los antecedentes personales y familiares de PE con el riesgo de PE de inicio
temprano, intermedio y tardio (Boyd et al., 2013) donde plantearon que la ocurrencia de PE en
la familia de una mujer estd asociada a un aumento del 24-163% en el riesgo de PE, con una
asociacion mas fuerte para la PE de inicio temprano e intermedio cuando el antecedente
proviene de la familia materna. La PE en la familia paterna no afecté el riesgo de PE de inicio
temprano y solo se asocié débilmente con el riesgo de PE de inicio intermedio y tardio. Segun
estos autores, la PE de inicio temprano parece tener un mayor componente genético, mientras
que los factores ambientales probablemente contribuyan mdas a la PE de aparicién tardia. El

papel de los genes paternos en la etiologia de la PE parece ser limitado.

En este trabajo, en sintonia con la evidencia disponible sobre la historia familiar de PE y el riesgo
de PE, se constataron diferencias significativas entre grupos los grupos | y Il, al encontrar un
numero significativamente mayor de mujeres en el grupo con alto riesgo de PE que tenian
familiares diagnosticados con la enfermedad (Tabla 4.1). Al estudiar la relacién de la historia

familiar de PE de las participantes con los biomarcadores propuestos, encontramos diferencias
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estadisticamente significativas en los niveles de CATS y MVs-leu (Tabla 4.10); estas gestantes,
con una capacidad de defensa antioxidante disminuida, y un nimero mas elevado de MVs-leu
en el compartimiento vascular, junto al antecedente familiar de PE, podrian estar en una
situacién de mayor vulnerabilidad para el desarrollo de la enfermedad, aunque para confirmar
estas asociaciones y sus consecuencias seran precisos estudios mas completos, con un disefio

diferente.

5.1.1.7 Comorbilidades

En los antecedentes médicos de hipertension crdnica, diabetes mellitus, lupus eritematoso
sistémico o sindrome antifosfolipido no se encontraron diferencias significativas, aunque el
grupo con alto riesgo tuvo el doble de pacientes con alguna de estas enfermedades que las
reportadas en el grupo control (Tabla 4.1). Nosotros atribuimos este resultado a la reducida n
del estudio, ya que estas enfermedades son factores de riesgo bien documentados para el

desarrollo de PE a término (Andrietti et al., 2016).

5.1.1.8 Técnicas de reproduccion asistida

Varios estudios sefalan que el riesgo de PE es mas alto entre las mujeres que conciben con
técnicas de reproduccidn asistida (Omani-Samani et al., 2020). En esta investigacion casi 1/5 de
los embarazos en el grupo de alto riesgo fue obtenido con estas técnicas, mientras que en el
grupo control solo 1/10 se consiguié asi (Tabla 4.1). Aunque fueron mas los embarazos en los
que se utilizaron técnicas de reproduccion asistida en el grupo con alto riesgo, no se alcanzd la

significacién estadistica, probablemente por el reducido nimero de gestantes estudiadas.

5.1.1.9 Presion arterial media

La PAM es un marcador biofisico de gran utilidad en el cribado de la PE. Como esta variable
depende del peso materno y de la hipertension arterial crénica sus niveles se suelen estandarizar
en MoM para aumentar su eficacia (Wright et al., 2015). En la muestra analizada en este trabajo
se registraron PAM mas elevadas en el grupo de alto riesgo (Tabla 4.1); los MoM de esta variable
se comportaron de igual forma y también alcanzaron la significacidn estadistica. Ademas, en las
pacientes que tuvieron PE la PAM fue significativamente mayor a las 35 semanas que en aquellas

con riesgo que no desarrollaron la enfermedad (Tabla 4.5).

La PAM fue la variable clinica que tuvo la asociacion mas extensa con los biomarcadores del

estudio, observandose diferencias significativas, utilizando un punto de corte de 95 mmHg,
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entre las medianas de dos biomarcadores de estrés oxidativo (AU y HCIS), un biomarcador de
inflamacién (IL-6), y 4 biomarcadores relacionados con la funcién endotelial (MVs-leu, MVs-end,
MVS-ena y MVs-sct). El hecho de que las gestantes con PAM superiores a los 95 mmHg tuvieran
niveles de estrés oxidativo superiores, un estatus proinflamatorio incrementado y una funcion
endotelial vascular mas comprometida (Tabla 4.10), es altamente compatible con la naturaleza
multifactorial de la fisiopatologia de la PE y extensible a la situacion de riesgo incrementado en

gue se encontraban las pacientes del grupo Il de este trabajo.

Por otro lado, también encontramos una relacidon de dependencia de la PAM con el AU, la HCIS
y las MVs-leu. En la Tabla 4.11 se recogen los coeficientes de regresidn de estas tres variables,
que representan el cambio medio en la PAM, para una unidad de cambio en la variable
predictora mientras se mantienen constantes el resto de las variables presentes en el modelo.
El control estadistico que ofrece la regresién es importante, porque aisla el rol de una variable
del resto de las variables incluidas en el modelo. Este analisis no solo establece una relacion
estadistica entre los 3 biomarcadores y la variable dependiente, sino que apoya la hipdtesis de
que en el tercer trimestre del embarazo, el incremento de los niveles de AU, HCIS y MVs-leu
puede provocar disfuncidn endotelial, que se manifiesta a nivel fisiolégico como un incremento
de la PAM, conduciendo presumiblemente, junto a otros factores, a un aumento del riesgo de

sufrir PE o al desarrollo de la enfermedad.

5.1.1.10 Consumo de aspirina en dosis bajas

El hallazgo de un mayor nimero de embarazos tratados con aspirina en el grupo con alto riesgo
de PE se justifica por el disefio del estudio (Tabla 4.1); en primer lugar, hay que tener en cuenta
que existen factores de riesgo comunes para la PE temprana y la tardia y que las pacientes con
cribado positivo para la PE pretérmino tenian mds probabilidad de tener cribados positivos para
la PE a término. En segundo lugar, como el tratamiento con aspirina se ha universalizado, todas
las pacientes con screening positivo de PE pretérmino fueron tratadas y por esta razén en el
grupo con alto riesgo encontramos mas gestantes que la recibieron. Por otro lado, el consumo
de aspirina no afecta el riesgo de PE a término. Nicolaides y su grupo demostraron hace algunos
afios (Rolnik et al., 2017b) que el tratamiento con aspirina no disminuye el riesgo de PE a
término. Igualmente, en una amplia revisidn sistematica y metaanalisis realizado por Roberge
et al en 2018 sobre el tratamiento con aspirina para la reduccion de la PE (Roberge et al., 2018)
se llegd a la conclusion de que la aspirina reduce el riesgo de PE pretérmino, pero no el de PE a
término, y sdlo lo hace cuando se inicia a las 16 semanas de gestacion y a una dosis diaria de

100 mg.
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5.1.1.11 indice de pulsatilidad de la arteria uterina

La ecografia doppler es un método confiable y no invasivo para examinar la perfusion
uteroplacentaria. El Doppler de la arteria uterina a las 11-14 semanas de gestacion identifica una
alta proporcidon de mujeres que desarrollan PE severa y/o restriccion del crecimiento fetal
(Martin et al., 2001). Varios estudios con ecografia doppler han informado que en embarazos
que desarrollan PE, especialmente en aquellos que requieren un parto prematuro, el UtA-Pl esta
aumentado en el primer, segundo y tercer trimestre del embarazo. Sin embargo, la UtA-PI
depende de algunas caracteristicas maternas y del historial médico de las gestantes y para su
uso efectivo en la evaluacion y deteccion de riesgos estas covariables deben tenerse en cuenta.
Esto se consigue estandarizando los niveles de UtA-Pl en MoM (Tayyar et al., 2016). Nicolaides
et al incluyeron este parametro en su modelo de célculo del riesgo de la PE pretérmino
(O’Gorman et al., 2016); sin embargo, no mejoraba su modelo cuando utilizaban este marcador
en la prediccién de la PE a término (Panaitescu et al., 2018). En consonancia con estos
resultados, nosotros tampoco encontramos diferencias significativas entre las UtA-Pl de los dos

grupos estudiados, donde las gestantes tenian de 35-37 semanas de embarazo (Tabla 4.1).

5.1.1.12 Diabetes gestacional

La DMG se define como la intolerancia a la glucosa diagnosticada por primera vez durante el
embarazo (Metzger et al., 2007). La DMG y la PE son complicaciones comunes en el embarazo
con factores de riesgo similares, como la obesidad y la edad avanzada, entre otros. Tanto en la
DMG como en la PE, los procesos fisiopatolégicos que tienen lugar implican estrés oxidativo,
liberacion de factores proinflamatorios y disfuncidon endotelial vascular (Yang & Wu, 2022), todo
lo cual aumenta el riesgo futuro de diabetes materna y de ECV. La DMG aumenta el riesgo de PE
independientemente de otros factores (Ostlund et al., 2004). Como era de esperar, una cantidad
significativamente superior de gestantes del grupo con alto riesgo de PE a término desarrolld

DMG (Tabla 4.1).

En este trabajo casi el 12% de los embarazos con riesgo desarrollé diabetes durante la gestacidn,

mientras que solo uno del grupo control tuvo esta patologia.
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5.1.1.13 Preeclampsia

La PE es un trastorno médico complejo que cada afio es responsable de mas de 500 000 muertes
fetales y neonatales y de mas de 70 000 muertes maternas a nivel global. Se diagnostica por la
presencia de hipertension de novo después de las 20 semanas de gestacion, acompafiada de
proteinuria y/o evidencia de lesién renal aguda materna, disfuncion hepatica, trastornos
neuroldgicos, hemdlisis o trombocitopenia, o restriccién del crecimiento fetal (Brown et al.,
2018). Aunque en su fisiopatologia intervienen diversos factores, el mas importante es la
instauraciéon de una insuficiencia placentaria, que induce un estado antiangiogénico en la
gestante y el desarrollo de una disfuncién endotelial en diversos 6rganos, desencadenando las

manifestaciones clinicas de la enfermedad.

El cribado eficaz de la PE pretérmino con un parto de <37 semanas de gestacién puede realizarse
a las 11-13 semanas mediante el andlisis de una combinacion de caracteristicas demograficas
maternas e historia clinica, con mediciones de la PAM, el UtA-Pl y el PIGF, con una tasa de
deteccion del 75% y una proporcidn de cribados positivos del 10% (O’Gorman et al., 2016). El
cribado mediante factores maternos y biomarcadores a las 35-37 semanas de gestacion puede
identificar también una alta proporcién de embarazos que desarrollan PE tardia (Panaitescu et
al., 2018). En este caso puede predecir el 70% de los embarazos que posteriormente desarrollan
PE, con una tasa de cribados positivos del 10%, un rendimiento que se logra con la inclusién de
la PAM, el PIGF y el sFlt-1 en el cdlculo del riesgo, sin evidencia de mejora con la adicidn del UtA-

PI.

En este trabajo el riesgo de PE fue determinado a las 35 semanas de gestacion. De las 125
pacientes incluidas en la muestra 57 pacientes se asignaron al grupo control debido al bajo
riesgo estimado y 65 fueron identificadas como gestantes con riesgo alto de PE a término (Tabla
4.1). Ninguna gestante del grupo control tuvo PE a término. Sin embargo, en el grupo de alto
riesgo, 7 (10,3%) mujeres la desarrollaron. Salvando la reducida n del estudio, la valoracién del
riesgo en esta muestra fue adecuada: todos los casos que tuvieron PE fueron clasificados
previamente como de alto riesgo; y, por otro lado, ninglin embarazo de bajo riesgo desarrolld la
enfermedad. Ademads, en el subgrupo identificado como de alto riesgo, el porcentaje de
embarazos que finalmente desarrollé la enfermedad coincide con el reportado en estudios de

mayor alcance (Andrietti et al., 2016).
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5.1.1.14 Hipertension inducida por el embarazo

La hipertensidn inducida por el embarazo, también llamada hipertension gestacional, es la que
surge de novo después de las 20 semanas de gestacién en ausencia de proteinuria y sin
anomalias bioquimicas o hematoldgicas. El riesgo de complicaciones depende del momento en
que se presenta y es una entidad clinica importante, en primer lugar, porque un 25% de estas
mujeres puede desarrollar PE (siendo esta tasa mayor cuanto mds temprana es su aparicion) y,
en segundo lugar, porque la hipertensidn gestacional, al igual que la PE, también se asocia con
la ECV a largo plazo (Brown et al., 2018). En nuestra muestra 11 gestantes del grupo de alto
riesgo de PE presentaron este trastorno hipertensivo del embarazo (Tabla 4.1) y una de ellas
desarrollé PE (Tabla 4.5). Ademas, pudo constatarse la relacion entre la hipertension inducida
por el embarazo y varios de los biomarcadores estudiados (Tabla 4.10), al encontrar diferencias
significativas en los niveles de AU, HCIS, IL-6, GDF-15 y MVs-sct entre las gestantes que sufrieron
hipertensidn y las que no la tuvieron, lo que permite sugerir que en las embarazadas hipertensas
existen niveles mas elevados de estrés oxidativo, un estatus proinflamatorio incrementado y un

endotelio sobre el que influyen factores que lo predisponen a la disfuncidn.

5.1.1.15 Resultados del embarazo

La PE se ha asociado extensamente a un aumento de la morbilidad y mortalidad materna y
neonatal, asi como a una mayor presencia de complicaciones perinatales (Hutcheon et al., 2011;
Nirupama et al., 2021). El riesgo de PE, sin embargo, implica una condicién que estd determinada
por caracteristicas maternas y por el comportamiento de determinados biomarcadores que, en
general, suponen cierta vulnerabilidad y una posibilidad incrementada del desarrollo de eventos
adversos en el embarazo que transcurre en esta situacién. En linea con este planteamiento, en
el grupo de alto riesgo estudiado encontramos una mayor frecuencia de partos inducidos que
en el grupo de bajo riesgo y un porcentaje de partos vaginales menor (Tabla 4.1). Estos datos
empeoran si analizamos solamente las gestantes que desarrollaron PE en el grupo de alto riesgo,
donde tuvieron que ser inducidos 6/7 partos y solo 2/7 partos fueron vaginales (Tabla 4.4),
probablemente a consecuencia del manejo obstétrico de la enfermedad. Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas ni en la edad gestacional en el momento
del parto ni en el peso de los recién nacidos entre los grupos de bajo y alto riesgo. Tampoco
encontramos cambios en estas dos variables cuando se analizaron por separado los embarazos

que desarrollaron PE, entre los que no se reportaron pesos al nacer por debajo de los 2500 g.
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5.1.2 Analisis de los biomarcadores en los grupos de estudio

Los mecanismos fisiopatolégicos moleculares responsables de la PE todavia se encuentran en
un amplio proceso de debate y estudio. Actualmente se piensa que la PE estd causada por la
interaccidon o combinacidn de factores de origen materno y placentario. La contribucién variable
de los mecanismos fisiopatoldgicos subyacentes en los que participan estos factores es lo que
da como resultado los distintos fenotipos clinicos observados en la PE. En la PE que ocurre
tardiamente en la gestacion, denominada PE materna, se produce una disfuncién vascular
materna previa, estrés oxidativo, y anormalidades metabdlicas, secundarias a diabetes,
obesidad, y a otros factores como la edad y las alteraciones inmunes, que son exacerbadas por
la gestacion. Por ello el estudio de los biomarcadores circulantes asociados a la fisiopatologia de
la PE ofrece una oportunidad para examinar su comportamiento en gestantes diagnosticadas de

alto riesgo de PE tardia con respecto a las gestaciones de bajo riesgo.

5.1.2.1 Biomarcadores de estrés oxidativo

Durante la ultima década se ha logrado un progreso sustancial en la comprension del papel del
estrés oxidativo como determinante molecular fundamental de la PE. En este sentido, se plantea
que la implantacion inadecuada de la placenta (PE precoz) o la mala perfusidon placentaria
subsecuente a la inadecuada adaptacién hemodindamica materna (PE tardia) conduce a una
disminucién de la irrigacion placentaria que crea un entorno favorable para el desarrollo de este
estrés. A su vez, el dafio oxidativo en la placenta produce inflamacion, apoptosis y la liberacion
de detritos celulares en la circulacion materna, junto a factores anti-angiogénicos, citoquinas y
oxidantes, que actuan sobre el endotelio vascular materno induciendo y/o empeorando el estrés
oxidativo y estimulando la produccidn y secrecién de citoquinas proinflamatorias, asi como de
compuestos vasoactivos que dan como resultado una disfuncidn endotelial sistémica. De hecho,
el estrés oxidativo parece ser el componente central de la disfuncidon placentaria y de la

disfuncidn endotelial, la etiologia de la PE (Aouahe et al., 2018).

Se conoce que el equilibrio antioxidante esta alterado en los embarazos con PE. En nuestro
estudio observamos una CATS mas baja en el grupo con riesgo que en los embarazos normales
(Figura 4.1). La CATS en los fluidos corporales esta directamente relacionada con la
concentracion de antioxidantes y la produccién de radicales libres. La disminucién observada en
el grupo con riesgo podria explicarse por un agotamiento del sistema antioxidante, debido al

aumento del estrés oxidativo producido en las pacientes con riesgo. Estos resultados son
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coherentes con los obtenidos por otros grupos (Karacay et al., 2010; Kaur et al., 2008), que han

reportado una merma del estatus antioxidante total en los embarazos con PE.

Altos niveles de HCIS son un factor de riesgo comprobado para la enfermedad vascular (Peng et
al., 2015). Su incremento puede daiar las células endoteliales y causar disfunciéon endotelial,
que es una caracteristica de la PE. Se sabe que en el embarazo la HCIS alta es un factor de riesgo
para la PE (Dodds et al., 2008), y que en gestaciones con PE los niveles comienzan a aumentar
desde el principio del embarazo y se mantienen altos hasta el parto (Wadhwani et al., 2016).
Pertegal y colaboradores encontraron niveles significativamente altos de HCIS en el suero de
mujeres con PE (Pertegal et al., 2016). También se ha reportado que cuando la PE es severa los
niveles de HCIS son significativamente mas altos que en las formas moderadas de la enfermedad
(Baksu et al., 2006; Dai et al., 2021). Estos datos son coherentes con los resultados de esta
investigacion, donde aparecen concentraciones mas altas de HCIS sérica en las embarazadas con
alto riesgo de PE a término comparadas con las de gestantes con bajo riesgo (Figura 4.1);
ademas, entre las 7 mujeres que tuvieron PE los valores tendieron a ser mas elevados (Tabla
4.5), aunque el cambio observado no alcanzé significacion estadistica, posiblemente por el

escaso numero de mujeres que desarrollé PE en el estudio.

Trabajos anteriores sugieren que la hiperhomocisteinemia puede contribuir al desarrollo de PE
por la acumulacion de ADMA y conducir de esta forma a la disfuncion endotelial (Dymara-
Konopka & Laskowska, 2019; Mao et al., 2010). Coincidentemente, nosotros hemos encontrado
que los embarazos con riesgo tienen niveles de ADMA aumentados (Fig. 4.6) y que las dos
variables guardan una correlacién moderada positiva y estadisticamente significativa ante el
riesgo de PE (Tabla 4.9). Es conocido que la HCIS puede inhibir la actividad de la dimetil arginina
dimetil aminohidrolasa endotelial, la enzima que hidroliza el ADMA a L-citrulina y dimetilamina,
provocando su acumulacién (Stihlinger et al., 2001). El ADMA es un inhibidor enddgeno de la
enzima eNOS, que en consecuencia provoca una disminucién del NO disponible, un potente
vasodilatador enddgeno que juega un papel importante en la regulacion del flujo sanguineo y la
presion arterial durante el embarazo; es probable que la menor produccién de NO por el
incremento de ADMA fuera un factor importante en la elevacion de la PAM que se produjo en

los pacientes con riesgo de PE a término.

En los ultimos afos, la acumulacidn de evidencia acerca de los efectos del AU sobre el estrés
oxidativo, la inflamacidn y el endotelio, y su probable papel en la fisiopatologia de la PE, ha
renovado el interés por este biomarcador. Gran cantidad de investigaciones dan cuenta de su

aumento en la PE, particularmente en su gravedad (Khalig et al., 2018; Ugwuanyi et al., 2021),
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aunque en ocasiones se han publicado resultados contradictorios (Cnossen et al., 2006; Williams

& Galerneau, 2002).

En este trabajo, encontramos que el AU es mas alto en el grupo de pacientes con riesgo de PE a
término (Figura 4.1), resultado comparable al de Corominas et al, que informaron en varias
cohortes un incremento del AU a partir de la semana 20 de gestacién en todas las
presentaciones de PE estudiadas (Corominas et al., 2022). El AU es un biomarcador conocido de
isquemia placentaria, estrés oxidativo y dafo renal, caracteristicas que se dan en la PE (Damiano

et al., 2014) que activan la enzima xantina oxidasa provocando hiperuricemia.

En la muestra estudiada existe una correlacién positiva moderada entre el AU y el sFlt-1 y
negativa moderada entre AU y PIGF (Tabla 4.9), un comportamiento que va en la direccion
esperada para estos biomarcadores, porque en la PE, y por extensién ante un riesgo elevado de
PE, existen alteraciones en la angiogénesis, un menor desarrollo de la vasculatura
fetoplacentaria y un aumento de la formacién de ERO (Damiano et al., 2014) que aceleran el
recambio de tejido trofoblastico, con el consiguiente aumento de la produccion de AU por la

activacion de la xantina oxidasa.

En los embarazos estudiados también se comprobd un incremento correlativo moderado de los
niveles de AU y GDF-15 (Tabla 4.9). El GDF-15 es una molécula inducida por el estrés, regulada
al alza en respuesta a la lesion celular y la inflamacidn, que se ha encontrado elevada entre
mujeres que mas tarde desarrollan PE y en aquellas con la enfermedad ya establecida
(Cruickshank et al., 2021). Nuestro resultado estd en linea con el planteamiento anterior y
respalda la hipdtesis de que el aumento del AU estd relacionado con la disfuncién endotelial
materna y la respuesta inflamatoria sistémica exacerbada que se presenta ante el riesgo alto de
PE y en la PE establecida; una sugerencia ya hecha por otros grupos (Mulla et al., 2011; Redman
et al., 2022), que abre una ventana a su determinacion junto a otros biomarcadores para
mejorar el diagndstico y la monitorizacion de la PE. Ademas, debido a esta interaccion del AU
con citoquinas proinflamatorias como el GDF-15, puede sugerirse que el aumento de los niveles
de AU en el plasma de las pacientes con riesgo de PE representa una contribuciéon directa a la

fisiopatologia de la PE por su capacidad de promover la inflamacién.

Por otro lado, también se ha reportado que el GDF-15 es un biomarcador potencial para el
estudio de ECV, incluyendo la enfermedad de las arterias coronarias, la insuficiencia cardiaca y
la hipertension pulmonar (Wollert et al., 2017), una caracteristica que podria ser de utilidad en
el seguimiento a largo plazo de la salud cardiovascular de las embarazadas con riesgo, que

desarrollen o no PE.
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5.1.2.2 Biomarcadores de inflamacion

Cada vez hay mas pruebas de la importancia que tienen los mecanismos inmunitarios en la
patogenia de la PE, en la que se produce un desequilibrio entre las citoquinas proinflamatorias
y antiinflamatorias que constituye un vinculo clave entre la isquemia placentaria y la disfuncién
endotelial. En este contexto se elevan marcadores séricos de inflamacién con potencial para
evaluar la funcién endotelial, asi como para la prediccidn, el diagndstico y el prondstico de la PE.
Esto nos llevé a medir la IL-6, el GDF-15 y la PCR en las mujeres embarazadas del estudio, bajo
la hipotesis de que en las gestantes con riesgo el desbalance de los sistemas de regulacion
inmunoldgicos daria lugar a cambios significativos en los niveles de estos biomarcadores de

inflamacion.

La IL-6 es una citoquina con actividad principalmente proinflamatoria, secretada por leucocitos,
células endoteliales y fibroblastos, que se expresa también en el aparato reproductor femenino
y en los tejidos gestacionales. Su aumento contribuye al dafio endotelial que se produce en la
PE, pues no solo esta involucrada en el proceso inflamatorio local de la placenta, sino que puede
trasladar este estatus a lechos vasculares distantes y convertir en sistémica la activacién del
endotelio que caracteriza a la PE. Nuestros resultados muestran un incremento
estadisticamente significativo de la IL-6 en el grupo de alto riesgo de PE (Figura 4.2), que es
congruente con el planteamiento anterior y coincide con el reportado en varias fuentes (Greer
et al., 1994; Ma et al., 2019; Vince et al., 1995; Xiao et al., 2012). Ademas, dentro de las variables
del estudio la IL-6 tiene una buena correlacion positiva con el sFlt-1 y una correlacién negativa
moderada con el PIGF (Tabla 4.9), dos resultados que conectan el proceso proinflamatorio y el
desbalance angiogénico al aumento del riesgo de PE a término. También hemos encontrado
correlaciones positivas moderadas entre la IL-6 y la concentracion de MVs leucocitarias,
endoteliales, endoteliales activadas y monociticas (Tabla 4.9), un grupo de asociaciones que
confirman la coexistencia de un estatus proinflamatorio y de activacion del endotelio en los
embarazos con riesgo de PE. Por otro lado, aunque no se consiguid significacion estadistica,
quizas por lo reducido de la subpoblacion (n=7), al analizar por separado a las pacientes que
desarrollaron PE, los valores de IL-6 se incrementaron aproximadamente un 18% (Tabla 4.5),
apuntando a una posible relacion entre la concentracién de IL-6 y la severidad del proceso
proinflamatorio, que podria conducir junto a otros factores, al desencadenamiento del sindrome
clinico de la PE. Otros grupos han publicado resultados que apoyan este planteamiento; por
ejemplo, Xiao et al estudiaron el incremento de IL-6 en el embarazo y su asociacién con el inicio

y la severidad de la PE (Xiao et al., 2012), donde establecieron una relacién entre los niveles de
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IL-6 y el momento de aparicién de la PE y demostraron la existencia de valores mas elevados de

IL-6 en los casos severos de PE al compararlos con los moderados.

El GDF-15 es secretado por varios tipos celulares en cantidades apenas detectables en
condiciones fisioldgicas, pero aumenta dramaticamente en respuesta al estrés oxidativo y a la
inflamacién. Esta citoquina es abundante en la placenta y sus niveles se incrementan a medida
que transcurre el embarazo. Cruickshank et al, que investigaron el potencial del GDF-15
circulante como proteina de respuesta al estrés para predecir el riesgo de PE en dos cohortes de
pacientes (Cruickshank et al., 2021), llegaron a la conclusidon de que estaba elevado entre las
mujeres con mas probabilidad de desarrollar PE y en las diagnosticadas con la afeccién y que
podia tener utilidad como biomarcador clinico. En consonancia con estos resultados, nosotros
también registramos mayores concentraciones de GDF-15 en las pacientes con alto riego de PE
a término que en las del grupo control (Figura 4.2), un hallazgo verosimil porque en estas
circunstancias aumenta el estrés oxidativo, se produce una activacion de diferentes mecanismos

inflamatorios y se deteriora la funcion endotelial.

Por otro lado, en nuestro trabajo el GDF-15 mostrd una correlacidn positiva significativa con el
sFlt-1 (Tabla 4.9). El aumento paralelo de ambos marcadores ya fue constatado por otros,
atribuyéndole al GDF-15 capacidad para mejorar la sensibilidad de la relacién sFlt-1/PIGF en la
prediccidn de la PE (Cruickshank et al., 2021), dejando sobre la mesa la posibilidad de utilizar el
GDF-15 junto a marcadores de PE conocidos en futuros estudios de validacién. Este hallazgo,
ademas, sugiere una conexion entre el desequilibrio angiogénico y la reaccion inflamatoria que
se produce en las gestantes con riesgo, con potencial para ser utilizada en la evaluacion de la

posibilidad de progresién de la situacion de riesgo de PE a la PE establecida.

La evidencia acumulada hasta el momento demuestra que los niveles altos de GDF-15 circulante
estan fuertemente asociados con el empeoramiento del prondstico cardiovascular (Wollert et
al.,, 2017). El GDF-15 se incrementa en la PE, pero puede permanecer a concentraciones
anormalmente altas tanto en la madre como en el hijo después del parto, pudiendo ser de
utilidad en el pronéstico de la ECV a largo plazo (Sugulle et al., 2009). En este trabajo detectamos
niveles superiores de GDF-15 circulante en las pacientes con alto riesgo de PE, un hecho que
puede llevarnos al planteamiento de que aun sin desarrollar PE estas mujeres y sus hijos podrian
tener un riesgo incrementado de desarrollo de ECV futura, siendo candidatos a un seguimiento

posterior.

La diabetes mellitus también comparte factores de riesgo con la PE y la ECV. Las mujeres con

DM pregestacional o gestacional tienen un riesgo de 2 a 4 veces mayor de desarrollar PE, y al
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mismo tiempo la diabetes gestacional es un factor de riesgo importante para el desarrollo
posterior de Diabetes y el desarrollo futuro de ECV (Ostlund et al., 2004). Se ha planteado que
tanto en los embarazos que desarrollan PE como en aquellos complicados con diabetes mellitus
la expresion del GDF-15 esta desregulada (Sugulle et al., 2009). En nuestro estudio 8 embarazos
del grupo de alto riesgo y solo uno del grupo control desarrollé diabetes gestacional, un
comportamiento que dirige la atencién hacia el papel que podria jugar el GDF-15 no solo en el
prondstico a largo plazo de complicaciones cardiovasculares sino también en el seguimiento de
pacientes mas predispuestas por la coexistencia de varios factores de riesgo en el embarazo que
conduzcan al desarrollo de ECV. Las implicaciones diagndsticas del GDF-15 en la valoracién de

estos pacientes a largo plazo deben ser investigadas con mas profundidad.

En este trabajo no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de
PCR del grupo control y los del grupo con alto riesgo de PE (Figura 4.2), un resultado similar al
publicado por varios grupos de investigacion a lo largo de las ultimas décadas (Savvidou et al.,
2002; Serrano et al., 2020; Teran et al., 2005), pero contrario al recogido en una revision
sistematica realizada recientemente por Hamadeh et al (Hamadeh et al., 2021). La PCR aumenta
no solo durante los procesos inflamatorios, sino también en la enfermedad infecciosa y ante el
dafio tisular, por lo que se considera un marcador no especifico que debe interpretarse teniendo
en cuenta la historia y el contexto clinico en que se determina. Nosotros hemos comparado
nuestros resultados con los valores de PCR obtenidos por Teran et al en gestaciones normales y
preeclampticas medidos en momentos similares del embarazo (Teran et al.,, 2005). Ellos
encontraron en embarazos normales de 32 semanas valores de PCR de 0,32 + 0,02 mg/dL, que
subieron hasta 0,43 mg/dL en el momento del parto; mientras que en embarazos que
desarrollaron PE tuvieron niveles de PCR en la semana 32 de 0,51 + 0,03 mg/dL, que ascendieron
hasta 0,59 + 0,02 mg/dL al final del embarazo. Nosotros medimos en nuestros dos grupos de
bajo y alto riesgo valores comparables a los del grupo control de Teran, 0,47 [0,25 - 0,76] mg/dL
y 0,48 [0,27 - 0,70] mg/dL, respectivamente (Anexo IX, Tabla A.1). Ademas, al analizar por
separado los embarazos que desarrollaron PE, la PCR ascendié a 0,57 [0,26 - 0,77] mg/dL (Tabla
4.5), un valor que coincide con el reportado por ellos en las gestantes preeclampticas. A la vista
de estos datos, y salvando los controvertidos resultados publicados por varios grupos de
investigacion en relacion con la PCRy la PE, podriamos plantear que la PCR no es un biomarcador
adecuado para analizar el estatus inflamatorio ante el riesgo de PE a término en el tercer
trimestre de embarazo; sin embargo, esto no le resta utilidad en la valoracién de las

embarazadas que desarrollan la enfermedad.
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El equilibrio inmunitario esta regulado por citoquinas que juegan un papel crucial en la
activacion, proliferacidon y diferenciacién de diversos tipos de células inflamatorias. En la
patogenia de la PE se produce un desbalance entre estas citoquinas que conduce a un estado
inflamatorio exacerbado. Los incrementos significativos de IL-6 y GDF-15 en las gestantes con
riesgo recogidos en este estudio, y su conexidon con biomarcadores de estrés oxidativo,
angiogénicos y de funcidn endotelial, estdan en sintonia con este planteamiento, apoyando su
utilidad en la valoracién del riesgo de PE a término, y en especial de los mecanismos
inflamatorios, dejando una ventana abierta para explorar el riesgo cardiovascular a largo plazo

de estas embarazadas.
5.1.2.3 Biomarcadores angiogénicos

Los marcadores angiogénicos PIGF y sFlt-1, producidos mayoritariamente por la placenta, son
marcadores no invasivos de la salud placentaria sobre los que se ha demostrado una relacion

especifica con el prondstico, el inicio y la gravedad de la PE.

El PIGF estd notablemente elevado en el embarazo normal, donde promueve el desarrollo y la
maduracién del sistema vascular placentario, por lo que se define como un factor
proangiogénico (de Falco, 2012). En condiciones normales aumenta desde el inicio del embarazo
hasta la semana 30, después de lo cual disminuye. En los embarazos que desarrollan PE, mucho
antes del inicio de los sintomas y en el momento del diagndstico de PE los niveles de PIGF sérico
estan disminuidos (Levine et al., 2004). Este comportamiento se reproduce en la muestra
estudiada en este trabajo, donde los valores de PIGF del grupo control triplicaron los de las
gestantes con alto riesgo de PE en la semana 35 de gestaciéon (Anexo IX, Tabla A.1). Las
concentraciones de PIGF circulante mas bajas en las pacientes con riesgo pudieron ser, como
plantea Chau et al, una consecuencia de eventos tempranos anormales en la placentacién y un
factor contribuyente al crecimiento anormal continuo de la placenta durante la segunda mitad

del embarazo (Chau et al., 2017).

Por otro lado, se sabe que el sFlt-1, cuya expresién se estimula en condiciones hipdxicas, se une
a los factores proangiogénicos VEGF y PIGF, reduciendo la formacion y crecimiento de los vasos
sanguineos, por lo que se le considera una proteina antiangiogénica (Heydarian et al., 2009;
Kendall et al., 1996). En embarazos normales, se incrementa hasta 20 veces (Shibata et al., 2005)
pero aumenta todavia mas en la PE, donde la poca perfusion uterina conduce a una hipoxia local
mas grave (Wikstrom et al., 2007). En nuestro grupo con alto riesgo de PE a término los niveles
de sFlt-1 fueron significativamente mas altos que los del grupo control (Anexo IX, Tabla A.1), un

resultado que apunta en la misma direccion del planteamiento anterior y que podria ser
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indicativo de una invasion vascular insuficiente, con reduccién en la perfusién placentaria, que

desencadena un estado de hipoxia crénico, que induce el aumento de los niveles de sFlt-1.

Dado que la patogenia de la enfermedad implica un desequilibrio en los factores angiogénicos,
la relacion sFlt-1/PIGF en los embarazos con riesgo de PE aumenta de forma notable (Verlohren
et al., 2022). Como era de esperar, en el grupo con alto riesgo de PE la ratio de estos dos
biomarcadores aumenté considerablemente, mientras que en el grupo control la mediana de la

distribucion de la variable tuvo un valor 10 veces menor (Anexo IX, Tabla A.1).

Llama la atencion, al comparar las gestantes que desarrollaron PE con aquellas de alto riesgo
gue no enfermaron, la falta de significacidon estadistica en la medicién de los biomarcadores
angiogénicos y en la ratio sFlt-1/PIGF (Tabla 4.5). Varios factores pueden estar detras de este
resultado, entre los que se puede considerar la semana del embarazo en que realiza la medicidn,
todavia distante del momento en que aparece la PE, y el reducido nimero de gestantes con PE
gue se compara con las que tienen riesgo. De cualquier forma, tanto las mujeres con alto riesgo
que no sufrieron PE como las que desarrollaron la enfermedad, tienen un perfil angiogénico

alterado.

5.1.2.4 Biomarcadores de funciéon endotelial

Aunque los factores causales y los mecanismos fisiopatoldgicos de la PE no estan
completamente definidos, la disfuncién endotelial es una de sus principales caracteristicas. La
disfuncidn endotelial engloba el cambio de un endotelio normal y sano a un endotelio estresado
y dafiado, con un fenotipo vasoconstrictor, procoagulante y proinflamatorio (Flammer &
Lischer, 2010). La funcion endotelial suele evaluarse examinando la vasodilatacidon dependiente
del endotelio, para lo cual existen varios métodos con sus retos y limitaciones técnicas,
especialmente en lo que respecta a su naturaleza invasiva y a su estandarizacidon (Deanfield et
al.,, 2005). En este contexto se han abierto paso los biomarcadores circulantes de funcion
endotelial, que proporcionan informacién relevante sobre la salud del endotelio y los
mecanismos fisiopatoldgicos que producen disfuncién, al tiempo que son minimamente
invasivos y tienen potencial para ser utilizados en la clinica rutinaria. Dentro de los
biomarcadores circulantes de funcion endotelial reconocidos, nosotros medimos la
concentracion de diferentes poblaciones de MVs, asi como los niveles de ADMA en el plasma de

las gestantes de este estudio.

Las MVs son un grupo heterogéneo de elementos subcelulares, recubiertos de membrana, que

se liberan por la activacién o apoptosis de diferentes tipos de células. Transportan carga activa
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desde la célula parental hasta otras células, vecinas o distantes, y alteran sus funciones con su
entrega. Las MVs participan en la sefializacion e intercomunicacién celular de diferentes
procesos como la inflamacién, la angiogénesis, la coagulacién, la diferenciacion y el
funcionamiento del endotelio. En el embarazo desempefian un papel dinamico en la
comunicacion entre las células vasculares de la madre y la placenta, contribuyendo a su
desarrollo normal. Los cambios en las concentraciones de distintos tipos de MVs pueden
contribuir a la fisiopatologia de la PE al acentuar el estado proinflamatorio, procoagulante y la

disfuncidn endotelial que ocurren en el embarazo.

En este trabajo no encontramos diferencias significativas en el nimero total de MVs entre las
gestantes con bajo y alto riesgo de PE a término (Figura 4.4-A), un resultado que coincide con el
publicado por Lok et al, que tampoco observaron un aumento de la cantidad de MVs en mujeres
preeclampticas en comparacién con los de embarazadas normotensas (Lok et al., 2008), aunque
hay que destacar que una mayoria de publicaciones reporta una elevacion del total de MVs en
la PE (Redman & Sargent, 2008). La discrepancia en este resultado, entre diferentes trabajos
recogidos en la literatura cientifica, puede estar determinada por varios factores: en primer
lugar, es posible que existan variaciones en las caracteristicas de las pacientes seleccionadas, en
el disefio de los estudios y en el tipo de procedimiento utilizado para la separacion,
cuantificacidn y caracterizacién de las MVs, un elemento de extrema importancia debido a la
falta de estandarizacion en los métodos desarrollados para el analisis de MVs; en segundo lugar,
hay que tener en cuenta que son las plaquetas las que aportan el mayor porcentaje de MVs
circulantes, y en las pacientes con riesgo es comun la trombopenia, por lo que el aumento de
otras poblaciones de MVs puede quedar enmascarado en el recuento total por la disminucién
del tipo de MVs predominante; en ultimo lugar, debe considerarse el momento del embarazo
en el que se realiza la determinacidon de MVs. Nuestro estudio se ha realizado en mujeres que
tienen embarazos con riesgo (no con PE establecida), una situacidn en la que tal vez el aumento
de determinadas poblaciones de MVs no cambie lo suficiente como para producir diferencias

significativas en el recuento de MVs-tot entre los grupos sin riesgo de PE y con él.

De forma similar a otros autores (Alijotas-Reig et al., 2011; Lok et al., 2011; Zhang et al., 2018),
al estudiar la distribucion de las diferentes poblaciones de MVs encontramos que el tipo
predominante en los dos grupos se origind a partir de las plaquetas (Figura 4.4-B). También
comprobamos que las MVs de origen leucocitario, endotelial y de sincitiotrofoblasto estuvieron
mas representadas en el grupo con riesgo, resultados similares a los publicados en otros trabajos
(Gonzélez-Quintero et al., 2004; Mikhailova et al., 2014; Tannetta et al., 2017; Zhang et al.,

2018), lo que puede atribuirse a una mayor activacion o apoptosis de sus células parentales,
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posiblemente por el incremento del estrés oxidativo, a un estado proinflamatorio y
procoagulante exacerbados y al deterioro de la funcién endotelial. Ademas, detectamos que el
porcentaje de MVs no filiadas fue mayor en el grupo con riesgo de PE que en grupo control, un
hecho que atribuimos a dos factores: en primer lugar, a una menor contribucién porcentual de
las MVs-pla, que son las mayoritarias y estan disminuidas en este grupo; y, en segundo lugar, al
aumento de otras poblaciones de MVs no estudiadas, como podrian ser las producidas por los
eritrocitos, que se incrementan en la PE y en las condiciones preclinicas del sindrome. Segun
varios autores (Gilani et al., 2016; Marques et al., 2012), es posible que esto ocurra por la
hemolisis que se observa habitualmente en las pacientes con riesgo de PE y con PE, donde se
produce una activacion eritrocitaria por el aumento de la demanda de oxigeno o debido a su
estimulacién por parte de otras MVs circulantes. También se maneja la hipdtesis de que el
choque de los eritrocitos con los codgulos de fibrina que se depositan en la microvasculatura de
las mujeres con riesgo de PE o con PE puede provocar su lisis y aumentar la liberacion de MVs
eritrocitarias. Otro factor puede ser el hecho de que del 10-20% de las mujeres con PE
desarrollan el sindrome HELLP, que se caracteriza por alteracidn eritrocitaria (Brown et al.,,
2018). La hemdlisis, ademas, puede ser el resultado de una reaccidn autoinmune a la deposicion
de vesiculas derivadas de sincitiotrofoblasto sobre los eritrocitos que podria explicar el aumento

de las concentraciones de MVs eritrocitarias en la PE (Gilani et al., 2016).

Dragovic et al, entre otros grupos, han reportado que las gestantes tienen menores
concentraciones de MVs-pla que las mujeres no embarazadas y que este comportamiento se
acentua en la PE (Dragovic et al., 2013). Se han propuesto tres teorias diferentes para explicar
las menores concentraciones de MVs-pla en la PE: (a) un menor recuento de plaquetas que
ocurre con frecuencia en la PE puede generar menores concentraciones de MVs-pla; (b) una
menor concentracién de MVs-pla circulantes puede deberse en parte a un mayor atrapamiento
o participacion de las MVs-pla en la generacion de trombina y en la formacién de codgulos de
fibrina; y (c) la interaccion y unidn de las MVs-pla con los leucocitos puede dar lugar a menores
cantidades detectables en el compartimiento vascular (Gilani et al., 2016). En nuestro grupo de
pacientes con alto riesgo de PE (Figura 4.5), las MVs-pla tendieron a disminuir sus niveles con
respecto al grupo control, coincidiendo con la mayoria de los resultados descritos en la

literatura.

Por otro lado, en mujeres con factores de riesgo asociados a la PE se recomienda el uso de
aspirina en dosis bajas. Sus efectos beneficiosos pueden explicarse por el efecto de la aspirina
sobre la actividad plaquetaria. Al inhibir la sintesis de tromboxano A2, la aspirina disminuye la

activacion de las plaquetas y, a su vez, probablemente afecte la produccion de MVs-pla (Gilani
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et al., 2016). En el grupo de alto riesgo el 30,9% de las pacientes fue tratada con aspirina,
mientras que en el grupo sin riesgo solo se le administré a un 5,3% (Tabla 4.1), un factor adicional
que puede explicar la menor cantidad de MVs-pla medidas en las gestantes del grupo con alto

riesgo de PE.

Numerosos estudios hacen referencia a que un mayor recuento de leucocitos y un estado
inflamatorio agravado en la PE activan determinadas poblaciones de glébulos blancos que
liberan mayores cantidades de MVs circulantes (Lok et al., 2009; Mikhailova et al., 2014).
Nosotros hemos encontrado mds MVs leucocitarias y de monocitos en el grupo con riesgo que
en el grupo control (Figura 4.5), un resultado que puede reflejar la inflamacién sistémica
subyacente en estas embarazadas. Previamente, en este mismo trabajo, demostramos la
existencia de marcadores inflamatorios elevados de forma significativa (IL-6 y GDF-15) en el
grupo de alto riesgo (Figura 4.2), un hallazgo que se puede relacionar con la activacion
leucocitaria y el aumento de la produccién de MVs, que de forma conjunta apoyan la existencia

de un estatus proinflamatorio mas elevado en las pacientes con riesgo.

Se sabe que las MVs leucocitarias pueden inducir la activacidn de las células endoteliales y de
genes codificadores de citoquinas, lo que podria constituir un mecanismo de amplificacion de la
concentracion local de citoquinas quimiotacticas e inflamatorias y la induccion de la expresion
de moléculas de adhesidn facilitadoras de la comunicacidn intercelular y de sefializacién cruzada
entre leucocitos y células endoteliales (Gilani et al., 2016). Las MVs derivadas de leucocitos
pueden causar activacion y dafio endotelial, una propiedad que podria explicar la correlacion
positiva y moderada entre los niveles de MVs leucocitarias y sincitiotrofoblasticas con el
incremento de MVs de células endoteliales (totales o activadas) encontradas en este trabajo

(Tabla 4.9).

Ademas de encontrar mas MVs-leu en el grupo con riesgo, también registramos un aumento
significativo de esta poblacion entre las pacientes que desarrollaron PE posteriormente (Tabla
4.5). Varios reportes dan cuenta del aumento de los niveles de MVs-leu en la PE y de la utilidad
que podria tener la medicién de esta poblaciéon de MVs en la prediccién de la enfermedad. En
este trabajo el aumento de la concentracién de MVs-leu entre las pacientes que desarrollaron
PE pudo ser indicativo de un estado de activacion que podria ser Util conocer para la valoracion

del riesgo de PE a término y su prondstico.

En una amplia variedad de estudios se ha reportado que la concentracién de MVs-end en la PE
es mayor, indicando activaciéon endotelial (Gonzalez-Quintero et al., 2003; Granger et al., 2018;

Hromada et al., 2017; Possomato-Vieira & Khalil, 2016). También se ha planteado que existe una
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asociacion entre el aumento de estas MVs y la disfuncién vascular (Petrozella et al., 2012). Por
otro lado, es conocido que las MVs-end presentan fenotipos diferentes seglin el estimulo de
sefializacion y los procesos o condiciones trombéticos e inflamatorios que inducen su liberacién
(Jiménez et al., 2003). En este trabajo no solo hemos detectado mayores concentraciones de
MVs de origen endotelial en el grupo con alto riesgo de PE, sino que ademas entre estas
embarazadas las MVs producidas por células endoteliales activadas también estan presentes en
cantidades significativamente mayores en el compartimiento vascular (Figura 4.5). Estas MVs-
ena son producidas por las células endoteliales en respuesta a estimulos o estados
proinflamatorios existentes y pueden ser un reflejo de la disfunciéon endotelial que tienen las
gestantes del grupo con riesgo, que a su vez puede convertirse en un elemento facilitador o
desencadenante de las condiciones fisiopatoldgicas que conducen a la PE. Gilani et al han
sugerido que estas MVs-end proinflamatorias pueden contribuir al aumento de la cantidad y a
la activacidn de neutrdéfilos y monocitos de la sangre periférica en las gestantes con PE (Gilani et
al.,, 2016). Esta hipdtesis es coherente con nuestros resultados, que muestran una buena
correlacién positiva entre las MVs-ena y las MVs-mon (Tabla 4.9), y refuerzan el planteamiento
de la existencia de un estatus proinflamatorio exacerbado y de una disfuncién del endotelio en

las pacientes con riesgo de PE a término.

En un articulo publicado hace algunos afios, Luppi & Deloia planteaban que el aumento de los
niveles de IL-6 podia contribuir al dafio endotelial que ocurre en la PE y que estos niveles mas
altos podian deberse, en parte, a una mayor sintesis de esta citocina por monocitos circulantes
(Luppi & DelLoia, 2006). En esta misma linea Chen et al concluyeron que la IL-6 podian influir
también en la progresion de la PE a través de la activacion vascular de las células endoteliales
(Chen et al., 2009). Por otro lado, la produccion alterada de IL-6 se ha asociado con la expresidn
de ICAM-1 y VCAM-1, proporcionando un fenotipo adhesivo al endotelio que conduce a la
disfuncidn (Pober & Sessa, 2007). A partir de toda esta evidencia nosotros podemos especular
gue en nuestro grupo con riesgo, niveles mas altos de IL-6 provocaron una mayor activacion
endotelial, que dio lugar a cantidades superiores de MVs-ena detectables en el compartimiento
vascular, que fueron un reflejo del fenotipo adhesivo que tuvo el endotelio por la expresion de
moléculas CD54 (ICAM-1) implicadas en la adhesién de monocitos, linfocitos y neutréfilos al
endotelio. Como ya se menciond al estudiar los marcadores inflamatorios, en este trabajo
encontramos una correlacién positiva moderada entre la IL-6 y las MVs-ena (Tabla 4.9) que

refuerza lo planteado anteriormente.

Por otra parte, la activacion de las células endoteliales puede contribuir a la respuesta

inflamatoria y producir vasoconstriccion. En este trabajo se ha registrado un incremento
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significativo del nimero de MVs-end en el grupo con riesgo, donde los niveles de PAM son
también significativamente mayores que en grupo control. En dicho grupo de alto riesgo se
observd un valor significativamente mayor de MVs-end y MVs-ena en aquellas gestantes con
niveles de PAM por encima de 95 mmHg (Tabla 4.10). Un resultado similar fue reportado por
Gonzalez-Quintero et al cuando estudiaron la liberacién de MVs-end en la hipertensidn
gestacional y la PE (Gonzalez-Quintero et al., 2004), donde observaron una correlacidn positiva
significativa entre las MVs-end, la PAM vy la proteinura de 24h, concluyendo que los niveles de
MVs-end eran mas elevados en las mujeres con PE que en las mujeres con hipertension
gestacional y en los embarazos de control, y que su medicién podia ser util como herramienta

diagndstica de la PE en mujeres embarazadas.

Las MVs-end no sélo se han postulado como marcadores de disfuncién vascular, sino que
también se han asociado a la prediccidn de resultados cardiovasculares a largo plazo. De hecho,
estas MVs modulan la inflamacion, la coagulacién, la adhesion y el reclutamiento de leucocitos,
contribuyendo potencialmente a la formacién de la placa aterosclerética y a otros eventos
cardiovasculares adversos (Fonseca & lzar, 2018). El aumento de las MVs-end durante el
embarazo con riesgo, con PE o no, y su persistencia mas alla del parto, es una cuestion que esta
siendo investigada activamente, y tiene gran importancia por su potencial en la prediccién de

ECV futuras en este tipo de pacientes.

En el compartimiento vascular de las pacientes del grupo de alto riesgo de PE a término
investigadas en este trabajo, nosotros detectamos aproximadamente el doble de MVs-sct que
en el grupo control (Anexo IX, Tabla A.1), un hallazgo que sintoniza con una amplia variedad de
publicaciones que demuestran que en la PE, y por extension en los embarazos con alto riesgo,
se liberan mas MVs de este tipo que en un embarazo normal. En un trabajo firmado por Tannetta
et al sobre la salud de la placenta y la liberacion de VE se revisaron varios estudios que
demostraban la actividad proinflamatoria, antiangiogénica y procoagulante de las MVs-sct,
implicandolas en la inflamacién sistémica materna, en la disfuncidon endotelial y en la activacidn
del sistema de la coagulacidn que ocurren en este trastorno (Tannetta et al., 2017). En linea con
las conclusiones de esa revision podriamos plantear que en nuestro caso la placenta de las
pacientes con riesgo liberéd mayores cantidades de estas MVs, que contribuyeron a exagerar aun
mas la respuesta inflamatoria materna, la disfuncién vascular y la coagulacién, y que esta
situacién pudo llevarlas a cambiar, en determinadas condiciones, la respuesta fisiolégica de un

embarazo normal a un estado patoldgico de PE.
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Aunque la determinacién de MVs tiene cada vez mas reconocimiento en clinica e investigacion,
no existen procedimientos estandarizados para su medida. Se han publicado numerosos
trabajos con diversos métodos, técnicas y protocolos para el aislamiento, la separacion, la
cuantificacién, la caracterizacion y la conservacién de muestras que contienen MVs, con
rendimientos distintos y resultados heterogéneos, que complican su integracién y extension a
la practica clinica. Ya en 2018, la ISEV daba instrucciones claras sobre la informacién que estos
estudios con MVs debian aportar para garantizar unos niveles minimos de calidad que
permitieran su reproduccién y el mejor aprovechamiento posible de los resultados (Théry et al.,
2018). En nuestro caso hemos separado y concentrado las MVs por centrifugacion y se han
cuantificado y caracterizado por citometria de flujo utilizando marcadores especificos para
identificar las poblaciones de interés. Aunque la variabilidad entre los estudios publicados es
muy grande, una revision de trabajos similares que aparecen en la literatura cientifica nos ha
permitido establecer un paralelismo razonable entre nuestros datos y los de otros grupos que,
con estrategias similares y anticuerpos dirigidos hacia las mismas dianas moleculares, han
obtenido resultados comparables a los nuestros. En la Tabla 5.1 se recogen parte de los datos
publicados por Alijotas et al sobre la determinacién de MVs circulantes en embarazos normales
y con PE, asi como por VanWijk et al en una investigacidon sobre subpoblaciones de MVs que

aumentan en la PE y su posible implicacién en la disfuncidn endotelial.

Tabla 5.1
Resultados publicados sobre el estudio de microvesiculas utilizando protocolos de separacion y
medicion similares a los de este trabajo

Publicacion Tipo de MVs Embarazos normales Embarazos con PE
(mvs/pL) (mvs/pL)
(Alijotas-Reig et al., 2012) | MVs-tot (AV+) 1104 (683 - 1525) 1101 (231 - 1762)
MVs-pla (CD41) 1020 (601 - 1438) 917 (616 - 1218)
MVs-leu (CD45) 8(5-10) 13 (5-21)
MVs-end (CD31/CD41-) 11 (7 - 15) 20 (13 -28)
(VanWijk et al., 2002) MVs-tot (AV+) 1960 (410-3714) 2256 (994-3839)
MVs-pla (CD61) 1618 (117-3450) 1818 (638-3561)
MVs-end (CD62e/CD144) 11 (0-75) 23(0-122)
MVs-sct (PLAP) 2 (0-95) 23 (0-122)

Nota. MVs-tot, total de MVs anexina V+; MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu, MVs leucocitarias; MVs-end, MVs de
células endoteliales; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto.

El ADMA es un inhibidor enddégeno de la eNOS que se ha asociado con el deterioro de la funcion
endotelial y con las alteraciones vasculares caracteristicas de la PE. En embarazos complicados
con PE la concentracién de ADMA es significativamente mds alta que en los embarazos normales
(Holden et al., 1998; Laskowska et al., 2012; Lépez et al., 2015) y sus niveles se relacionan con la

gravedad de la PE (Tashie et al., 2020). Coincidentemente, las embarazadas del grupo de alto

127



DISCUSION

riesgo de este estudio tuvieron valores significativamente mas elevados de ADMA que las del
grupo con bajo riesgo de PE (Figura 4.6), y en los embarazos con PE se observaron niveles
superiores de ADMA (Tabla 4.5) aunque no alcanzaron la significacion estadistica.
Anteriormente mencionamos la relacion ya descrita entre la hiperhomocisteinemia y el ADMA
(Dymara-Konopka & Laskowska, 2019; Mao et al., 2010), que conduce a la disfuncién endotelial;
en este sentido, nuestros resultados muestran un aumento de los niveles plasmaticos de HCIS y
ADMA en el grupo de alto riesgo (Anexo IX. Tabla A.1), y, ademads, entre los embarazos que
desarrollaron PE se observé también una tendencia al alza en ambos parametros, sobre todo en

la concentracion de ADMA (Tabla 4.5).

La evidencia acumulada relaciona el ADMA con los trastornos vasculares y sugiere que su
elevacién crénica puede promover directamente la enfermedad vascular. Altas concentraciones
de ADMA se han identificado como un factor de riesgo independiente para la progresion de la
aterosclerosis, la muerte por ECV y la mortalidad por cualquier causa (Baksu et al., 2006; Blacher
et al., 2002; Peng et al., 2015; Sibal et al., 2010). Debido a esto, el seguimiento de gestantes con
alto riesgo de PE a término que tienen niveles elevados de ADMA puede ser de utilidad para la
instauracién de medidas encaminadas a mejorar la funcidon endotelial y prevenir la ocurrencia
de eventos cardiovasculares tardios. Por ejemplo, se ha demostrado que intervenciones como
el tratamiento con L-arginina pueden revertir la disfuncién endotelial asociada con factores de
riesgo vascular, incluyendo hipercolesterolemia, hipertensidn, diabetes y resistencia a la
insulina. Ademas, la L-arginina mejora el resultado clinico en pacientes con trastornos
cardiovasculares como la enfermedad arterial coronaria, la enfermedad arterial periférica y la

insuficiencia cardiaca (Gambardella et al., 2020).

5.1.3 Analisis del rendimiento de los biomarcadores

Muy pocas pruebas utilizadas para el diagndstico, la valoracién o el prondstico de una
enfermedad definen con certeza la situacién investigada. La validez de una prueba depende de
su capacidad para cumplir este cometido y se expresa matematicamente con varios indices:
sensibilidad y especificidad, valores predictivos, razones de verosimilitud y curvas ROC, entre

otros.

Para evaluar la validez de una prueba se requiere un patron de referencia o “patrén oro” (gold
standard) que refleje fielmente la caracteristica a medir. En ocasiones no se dispone de ninguna
prueba de referencia, por la naturaleza del concepto a medir o por la ausencia de conocimiento

suficiente. En estas situaciones resulta atil recurrir a criterios diagndsticos disefiados por
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expertos o al resultado de un conjunto de pruebas agrupadas (Sangrador & Orejas, 1999), como
ocurre en este trabajo, donde utilizamos el resultado del cribado de PE a término para evaluar

el rendimiento de biomarcadores circulantes relacionados con la funcion endotelial.

Como los biomarcadores son variables continuas fue necesario establecer puntos de corte que
permitieran definir los resultados positivos y los negativos. El punto de corte determina el
comportamiento de la variable, define su sensibilidad y especificidad, asi como los valores
predictivos; en nuestro caso los puntos de corte fueron definidos para que tanto la sensibilidad
como la especificad tuvieran el mejor comportamiento posible (Tabla 4.6), que se corresponde
con el valor que presenta el mayor indice de Youden, calculado segun la férmula (sensibilidad +
especificidad - 1). Para algunos de los biomarcadores propuestos en este trabajo (CATS, HCIS,
AU, IL-6) los puntos de corte se encontraron dentro de rangos de normalidad establecidos para
la edad gestacional en que se hizo el estudio (Anexo VII), en otros el punto de corte se situd por
encima del valor inferior de su rango patolégico (GDF-15), y en algunos, como en el caso de las
MVs, el punto de corte no se pudo contrastar con ningln valor de referencia porque hasta la
fecha no se han establecido. Los puntos de corte dentro y fuera de los rangos de normalidad
establecidos incrementa la utilidad y el espectro de situaciones clinicas en los que se puede

utilizar el biomarcador.

La sensibilidad es la capacidad de una prueba para identificar correctamente los pacientes que
tienen la enfermedad, es también la probabilidad de que en un individuo enfermo la prueba
resulte positiva. La especificidad es la capacidad de una prueba para identificar aquellos que no
tienen la enfermedad, que es igual a la probabilidad de que en un individuo que no esté enfermo
la prueba resulte negativa. La sensibilidad y la especificidad son caracteristicas intrinsecas de
una prueba, y son interdependientes ya que un aumento de la sensibilidad estd acompafiado
por una reduccién de la especificidad y viceversa, un enunciado valido para las pruebas con
escalas continuas, como ocurre con los biomarcadores, donde el nivel de corte para un resultado
positivo puede variar. Para evaluar la sensibilidad y especificidad de una prueba hay que conocer
previamente qué pacientes cumplen la condicidon que se quiere investigar y cuales no; en este
trabajo obtuvimos esa informacion a partir del cribado de PE a término que se hizo a las
gestantes; con esta informacion fue posible comprobar en qué medida los biomarcadores
clasificaron de forma sensible y especifica a las mujeres ante la situacion de riesgo de PE (Tabla
4.6), permitiendo conectar ésta capacidad con la informacidon que aporta cada uno de los
biomarcadores sobre las distintas vias y mecanismos fisiopatoldgicos que conducen a la

disfuncidn endotelial que se produce en las pacientes con riesgo de PE, y con PE.
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La seguridad de una prueba esta determinada por los valores predictivos positivo y negativo,
que son indices importantes para valorar su utilidad clinica. El VPP es la probabilidad que tiene
un individuo de estar enfermo cuando el resultado de la prueba es positivo, mientras que el VPN
es la probabilidad de que un individuo no esté enfermo con un resultado negativo. Otra
caracteristica de los valores predictivos es que dependen de la prevalencia de la enfermedad en
la poblacién. Una prueba con una sensibilidad y una especificidad dada puede tener diferentes
valores predictivos en diferentes poblaciones de pacientes con diferente prevalencia de la
enfermedad. Si una prueba es utilizada en una poblacidon con una alta prevalencia de la
enfermedad, la prueba en evaluacién tendra un alto VPP, por otro lado, esta misma prueba, con
la misma sensibilidad y especificidad, tendra un VPP bajo cuando es utilizada en una poblacion
con una baja prevalencia de la enfermedad. Para los biomarcadores investigados en esta tesis
los célculos se hicieron teniendo en cuenta una tasa de positividad del cribado de PE a término
del 10%, situando, en general, los VPP entre el 15% y el 40%, mientras que los VPN se

mantuvieron por encima del 90% (Tabla 4.6).

La razdén de verosimilitud es otra manera o método de valorar la exactitud de una prueba. Tiene
como ventaja sobre los indicadores anteriores la independencia de la prevalencia de la
enfermedad en una poblacién. Cada prueba diagndstica esta caracterizada por dos razones de
verosimilitud: la razén de verosimilitud positiva, que se calcula dividiendo la probabilidad de un
resultado positivo en los pacientes enfermos entre la probabilidad de un resultado positivo en
los sanos, y la razén de verosimilitud negativa, que se calcula dividiendo la probabilidad de un
resultado negativo en presencia de la enfermedad entre la probabilidad de un resultado
negativo en ausencia de esta. Dicho de otra manera, estas dos medidas indican la razén entre la
probabilidad de un resultado en presencia de enfermedad y la probabilidad de un resultado en
ausencia de la enfermedad. En la medida en que el valor de la razén de verosimilitud positiva se
aleja de 1 hacia el infinito, o hacia 0 en la razdn de verosimilitud negativa, mejor sera el cociente
y la informacion que aporte a la prueba. En la Tabla 4.6 se puede comprobar que la razén de
verosimilitud positiva de todos los biomarcadores supera la unidad en diferentes cuantias,
mientras que la razén de verosimilitud negativa es inferior a la unidad, o sea, que ambas van en

la direccidn correcta, aunque no en todos se consigue la misma eficiencia.

El AUC representa la validez global de la prueba. Cuanto mas se aproxima la curva ROC a la
esquina superior-izquierda del grafico, mayor serd su area (mas préxima a 1) y mayor la validez
de la prueba diagndstica. Una prueba sin discriminacion, con igual distribucién de resultados en
los dos subgrupos, daria lugar a una linea diagonal de 45°, desde la esquina inferior izquierda

hasta la superior derecha, con un drea de 0,5. La mayoria de las curvas ROC caen entre estos dos
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extremos. En la Tabla 4.7 se recogen las AUC de las curvas ROC de los biomarcadores del estudio,
entre los cuales la IL-6, la HCIS, las MVs-leu y MVS-sct tienen el mejor rendimiento. Las curvas
ROC también nos permiten contrastar la capacidad diagnéstica de dos o mdas pruebas,
comparando las areas bajo las curvas de cada una de ellas, como ha sido recogido en la Tabla

4.8.

5.1.4 Andlisis del modelo explicativo del riesgo de preeclampsia a término con
biomarcadores relacionados con la funcion endotelial

La regresion logistica binaria se utiliza cuando se desea conocer la relacidon entre una variable
dependiente cualitativa dicotdmica y una o mas variables independientes o explicativas, con el
objetivo de obtener una estimacion ajustada de la probabilidad de ocurrencia de un evento a
partir de una o mads variables. Los modelos de regresion pueden ser creados con diferentes
finalidades, aunque en general se desarrollan para la prediccion (modelos prondsticos) o la

estimacion del efecto observado (modelos explicativos).

En nuestro caso el modelo se desarrolld con el propdsito de conocer el tamafio y la significacion
estadistica del efecto en cuestidon (riesgo de PE en la semana 35 de gestacidn), expresado a
través de las variables estudiadas (biomarcadores circulantes relacionados con la funcion
endotelial), para lo cual se incluyeron en el analisis todas las variables que mostraron diferencias
significativas entre los grupos con bajo y alto riesgo de PE. Después de una valoracién inicial
fueron separados del modelo todos los biomarcadores que no mejoraban su rendimiento y
finalmente se dejaron como factores explicativos del riesgo de PE de forma independiente y
significativa a las variables HCIS, IL-6, MVs-leu y MVs-sct (Tabla 4.14). En el modelo, que resulté
estadisticamente significativo, los biomarcadores seleccionados permitieron explicar entre el 53
y el 71% de los cambios de la variable dependiente, con una clasificacidon correcta del 90% de
los casos, entre los que quedaron incluidos todas las gestantes que desarrollaron PE
posteriormente. Para validar la propuesta se analizaron la calibracién y la capacidad

discriminante del modelo, que fueron consideradas correctas (Tablas 4.15 y 4.16).

Entre los indicadores basicos del modelo destaca un IY cercano a la unidad y un punto de corte
gue permite conseguir valores altos de sensibilidad y especificidad (Tabla 4.17). Como se hizo al
analizar por separado los biomarcadores, los valores predictivos se calcularon teniendo en
cuenta una tasa de cribados positivos del 10%; la probabilidad condicional de que los individuos
con una prueba positiva tuvieran realmente riesgo fue del 39,1%, mientras que la de individuos
con una prueba negativa de no tener realmente riesgo fue del 98,3%. También hay que destacar

que con este modelo es 5,77 veces mas probable obtener resultados positivos entre las
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gestantes que tienen alto riesgo que entre aquellas que no lo tienen, y que es 10 veces mas
probable que un resultado sea negativo entre las mujeres que tienen bajo riesgo que entre las

que lo tienen alto.

Finalmente, mediante el andlisis de la diferencia de areas se compard la eficacia del modelo con
la de cada uno de los biomarcadores por separado, demostrando un mejor rendimiento del

primero (Tabla 4.18).

A pesar de no encontrar modelos similares en la revisidon bibliografica realizada para este
estudio, consideramos que explicar el riesgo de PE a término a partir de biomarcadores
relacionados con la funcion endotelial es importante. Estudiar con estas variables un estado
preclinico como el riesgo de PE a término, donde pueden estar activados diferentes vias y
mecanismos fisiopatoldgicos relacionados con la disfunciéon endotelial, ofrece una informacion
mas completa de la gestacidon en las mujeres que tienen embarazos con riesgo y de su
predisposicidon al desarrollo de PE. Este enfoque, ademds de valorar el riesgo de una forma
diferente a la tradicional, con una base fisiopatoldgica mds amplia, puede ser una herramienta
util en la evaluacion de abordajes profilacticos y terapéuticos de la enfermedad, sobre todo
cuando el objetivo de tal proceder sea incidir de forma directa o indirecta sobre la funcidn

endotelial.

5.2 Riesgo de preeclampsia y de desarrollo de enfermedad cardiovascular

En los ultimos afos se ha acumulado evidencia de que padecer PE predispone a un mayor riesgo
cardiovascular a largo plazo en la vida (Khosla et al., 2021), incluido el riesgo de hipertensién,
enfermedad arterial periférica, enfermedad arterial coronaria y enfermedad cerebrovascular
(Jim & Karumanchi, 2017). La relacién entre la ECV y la PE radica en la disfuncién endotelial,
sobre la que muchos estudios sugieren que es su persistencia posparto la que contribuye a la
aparicion de enfermedades como la diabetes, la hipertension y el aumento del riesgo de ECV
(Moe et al., 2020). La PE y la ECV comparten factores de riesgo como la obesidad, la ECV familiar
prematura, la hipertensién arterial, el estrés oxidativo y la inflamacién, teniendo como base

comun la presencia de esta disfuncién endotelial (Perry et al., 2018).

Por otro lado, se han desarrollo varios estudios centrados en la evaluacién prospectiva de
biomarcadores de inflamacidn y disfunciéon endotelial en mujeres con PE para averiguar si son
capaces de distinguir a las mujeres que posteriormente desarrollan o no hipertensién y ECV,
entre los cuales el sFlt-1, el PIGF, la IL-6, |a relacidn IL-6/IL-10, la troponina | cardiaca de alta

sensibilidad, la activina A, el antigeno leucocitario humano-G soluble, la proteina plasmatica A
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asociada al embarazo y la norepinefrina han mostrado potencial y son biomarcadores

candidatos interesantes para llevar a cabo exploraciones mas profundas (Bovee et al., 2021).

Muchas mujeres embarazadas clasificadas como de alto riesgo de PE sobre la base de factores
obstétricos y maternos finalmente no desarrollan la enfermedad. Esto plantea la posibilidad de
la existencia de una predisposicidon a la disfuncién vascular que es evidente en embarazos con
alto riesgo de PE, que también puede ser un factor de riesgo para el desarrollo de ECV mas tarde
en la vida, independientemente de su asociacién con el desarrollo de PE. Ademas, estas mujeres
estan actualmente fuera del alcance de la mayoria de los programas preventivos debido a su

edad relativamente joven, pero tienen factores de riesgo modificables importantes para las ECV.

En este estudio se han analizado diferentes marcadores de estrés oxidativo, inflamacion,
angiogénesis y disfuncion endotelial que estan involucrados en la fisiopatologia de la PE y de la
ECV en mujeres con alto riesgo de PE a término, encontrando una elevacidn significativa de sus
niveles en los embarazos de alto riesgo al compararlos con los de bajo riesgo de PE a término
(Anexo IX, Tabla A.1). Ademas, estas mujeres con alto riesgo de PE que no desarrollaron la
enfermedad tenian niveles similares de estos biomarcadores estudiados a los niveles de aquellas
que si desarrollaron PE (Tabla 4.5). También, las mujeres con alto riesgo de PE tuvieron PAM
mas altas que aquellas con bajo riesgo (Tabla 4.1). Tomando todos los resultados anteriores
juntos, podria sugerirse que en las mujeres con alto riesgo de PE a término existe una disfuncién
vascular que las predispone a un mayor riesgo cardiovascular a lo largo de la vida. La
identificacion de biomarcadores circulantes en este estudio, que también son relevantes en la
evaluacion de la funcidén cardiovascular, como el AU, la HCIS, la IL-6, el GDF-15, distintas
poblaciones de MVsy el ADMA, apunta en esta direccion y podrian tener un valor adicional para
determinar qué mujeres corren mayor riesgo de tener ECV, y para comprender mejor el
mecanismo fisiopatoldgico que lleva a estas mujeres jovenes a desarrollarla mas tarde en la vida.
Queda la pregunta de si existe una oportunidad de intervencién en estas mujeres asintomdticas
con antecedentes de alto riesgo de PE a término. Estos biomarcadores podrian ser
potencialmente elegibles para la estratificacion del riesgo cardiovascular ante el riesgo de PE a
término y contribuir al desarrollo de estrategias adecuadas para la prevencién y el seguimiento

de la hipertensidn y de eventos cardiovasculares adversos en esta poblacién.

5.3 Analisis pareado de los biomarcadores en los subgrupos del ensayo clinico

La PE puede provocar consecuencias graves y en algunos casos fatales a corto y a largo plazo

que afectan tanto a la madre como al feto. Aunque se han propuesto muchos abordajes
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terapéuticos, las tasas de mortalidad y morbilidad siguen siendo considerables. La PE comparte
varios mecanismos fisiopatolégicos con las ECV y por ello en los Ultimos afos se ha investigado
el posible papel de las estatinas en su tratamiento temprano y prevencién. Se ha reportado en
varios ensayos preclinicos y clinicos que la pravastatina previene las lesiones oxidativas e
inflamatorias, revierte el desequilibrio angiogénico especifico del embarazo asociado a la PE y
restablece la salud endotelial, propiedades que la convierten en una terapia potencial en el

tratamiento y prevencion de la PE.

En 2016 Costantine et al realizaron un estudio piloto aleatorizado sobre el tratamiento con 10
mg de pravastatina de gestantes con alto riesgo de PE (Costantine et al., 2016) en el que no se
produjeron efectos adversos y se consiguieron resultados promisorios para reducir la incidencia
de esta enfermedad. Este trabajo justificd la evaluacién de la pravastatina en un estudio mas
amplio con un aumento de dosis, por lo que posteriormente se desarrollé un ensayo clinico
multicéntrico, doble ciego y controlado con placebo para determinar el efecto de 20 mg de
pravastatina sobre gestaciones con alto riesgo de PE a término (Dobert et al., 2021); durante su
realizacion se considerd conveniente investigar el efecto de la pravastatina sobre la funcion
endotelial vascular de un grupo de gestantes participantes en el estudio, mediante la medicion

de biomarcadores circulantes, siendo este el objetivo central de la presente tesis doctoral.

En el ensayo clinico, el grupo con riesgo de PE a término recibié placebo o pravastatina segun el
protocolo de aleatorizacién establecido, dando lugar a los dos brazos o subgrupos del ensayo.
Como se comentd anteriormente, la medicion en condiciones basales de los biomarcadores de
estrés oxidativo, inflamacidn, angiogénesis, funcién endotelial y dislipemia (Anexo IX, Tabla A.3)
no mostré diferencias estadisticamente significativas entre los subgrupos, por lo que todas las
participantes comenzaron el estudio en condiciones similares en cuanto a las variables bajo
investigacion. Los resultados de la medicion de estos biomarcadores después de la intervencion

los discutimos a continuacion.

5.3.1 Biomarcadores de estrés oxidativo

Las ERO y las ERN contribuyen de forma importante al estrés oxidativo, a la inflamacién y a la
disfuncidon endotelial que subyacen en la enfermedad vascular. Se ha demostrado que las
estatinas ejercen efectos antioxidantes al aumentar la actividad de la eNOS y disminuir la
produccién de ERO (Laufs et al., 1998). En concreto, las estatinas evitan la oxidacién de los lipidos

y disminuyen la generacién de ERO dependiente del receptor de la angiotensina Il (Wassmann
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et al., 2001). Dado que el NO es eliminado por las ERO, al inhibir la producciéon de estos ultimos,

las estatinas aumentan la biodisponibilidad de NO en el compartimiento vascular (Girardi, 2014).

Para evaluar el efecto de la pravastatina sobre el estrés oxidativo determinamos en primer lugar
la CATS, observandose su elevacion en el tiempo en las gestantes tratadas con pravastatina, asi
como en el placebo (Figura 4.10). En los fluidos corporales la CATS refleja la capacidad de
absorcién de radicales de oxigeno o de inhibir una reaccidn oxidativa. La tendencia al aumento
de la variable en el grupo que recibié el farmaco sugiere que el sistema de defensa pudo estar
funcionando con niveles antioxidantes mas altos, pero el comportamiento no pudo atribuirse a
la pravastatina porque la CATS aparecio significativamente mas alta en los embarazos a los que
se les dio placebo. Es posible que durante la etapa final del embarazo los niveles circulantes de
AU aumenten como parte de una respuesta adaptativa dirigida a proteger al organismo de los
efectos perjudiciales del exceso de radicales libres y el estrés oxidativo, lo que podria ayudar, en
parte, a explicar estos resultados. El AU es uno de los principales antioxidantes circulantes de
naturaleza no enzimatica del organismo, proporciona aproximadamente el 60% de la capacidad
de captacién de radicales libres (Fabbrini et al.,, 2014) y su incremento puede provocar un

aumento sensible de la CATS.

A continuacién, fue medida la HCIS, que no cambid significativamente después de la

intervenciéon en ninguno de los brazos del ensayo clinico (Figura 4.10).

El AU es un biomarcador de isquemia placentaria, estrés oxidativo y dafio renal. En el ensayo
clinico aumenté de forma significativa en los dos subgrupos (Figura 4.10). En el que recibid
placebo, el aumento pudo deberse a que la gestacidén continud su curso con un deterioro del
estatus antioxidante que se refleja en la acumulacion del biomarcador. En el subgrupo que
recibié pravastatina la acumulacién de AU es controvertida, pero es posible que una parte de
este efecto esté producido por una particularidad que se da con el farmaco empleado, porque
se ha reportado que la pravastatina, a diferencia de otras estatinas, no reduce los niveles de AU.
En un metaandlisis realizado en 2016 sobre el impacto de las estatinas en los niveles de AU se
demostré su reduccién significativa tras el tratamiento con atorvastatina y simvastatina, pero
no con pravastatina ni con rosuvastatina (Derosa et al., 2016); esto podria explicar que

continuara acumulandose en el subgrupo Ilb durante el tratamiento.

Con la informacién obtenida mediante las variables de esta categoria podemos plantear que el
tratamiento con pravastatina, en la dosis utilizada y durante el tiempo en el que se administré

el tratamiento, no produjo un cambio significativo sobre los niveles de estrés oxidativo de las
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gestantes con alto riesgo de PE a término, al menos cuando se valora a través de los

biomarcadores anteriormente mencionados.

5.3.2 Biomarcadores de inflamacion

Se sabe que la terapia con estatinas reduce los niveles de algunos marcadores inflamatorios, sin

embargo, los mecanismos por los que esto ocurre no son comprendidos en su totalidad.

Existen pruebas de que las estatinas inhiben directamente la expresién de moléculas MHC-II
mediada por el interferdn, lo que conduce a una disminucién de la activacién de las células T
(Kwak et al., 2000) y de la presencia de células inflamatorias inmunes liberadoras de citoquinas

(monocitos, macréfagos, linfocitos) en el endotelio (Smith & Costantine, 2020).

En este trabajo los niveles de IL-6 se mantuvieron sin cambios en los embarazos tratados con
pravastatina (Figura 4.11), probablemente porque la dosis administrada y la duracidn del
tratamiento no fueron suficientes para producir una disminucidn apreciable del biomarcador.
Hace dos afios se publicaron los resultados de un estudio multicéntrico, aleatorizado y abierto
desarrollado en Indonesia (Akbar et al., 2021) sobre el tratamiento con 40 mg de pravastatina
para la prevencién de la PE en pacientes consideradas de alto riesgo, desde la semanas 14 - 20
hasta el parto, en el que si se produjo una mejora de los niveles de NO y una disminucién de los
niveles de IL-6 y endotelina (ET-1); en ese trabajo, duplicando la dosis y con un tiempo de
tratamiento 3-4 veces mayor, el cambio sobre los niveles de IL-6 apunté a un efecto beneficioso
potencial de la pravastatina en la prevencion de la PE. Por otro lado, en nuestra investigacion,
en el subgrupo que recibié placebo los niveles de IL-6 continuaron al alza, una situacién que
coincidid con el avance del estatus proinflamatorio que existia en los embarazos con riesgo,

agravado presumiblemente a medida que avanzo la gestacion.

En ninguno de los brazos del estudio se produjeron cambios en los niveles de GDF-15 (Figura
4.11). Aunque existe poca informacién sobre el comportamiento de este biomarcador en
pacientes tratados con estatinas, nuestros datos coinciden con la ausencia de cambios en los
niveles de GDF-15 medidos tras un tratamiento de 8 semanas con atorvastatina en pacientes

con diabetes tipo 2 (Kim et al., 2016).

Las estatinas reducen los niveles de PCR hasta en el 60% de los pacientes con independencia de
los niveles de lipidos (Asher & Houston, 2007), pero en el embarazo este es un biomarcador del
estatus inflamatorio controvertido (Savvidou et al., 2002; Teran et al., 2005). Previamente
informamos que no hubo diferencias significativas en los niveles de PCR entre los pacientes con

bajo y alto riesgo de PE a término. En los subgrupos del ensayo clinico tampoco se registraron
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cambios significativos en la PCR (Figura 4.11), aunque pudo apreciarse una tendencia a disminuir

en el grupo tratado con pravastatina (Anexo IX, Tabla A.5).

En resumen, sobre los marcadores de la categoria inflamatoria tampoco se produjeron cambios
significativos por el efecto del tratamiento con pravastatina. En las pacientes con riesgo de PE a
término a las que se administrd placebo se registré un incremento de la IL-6, un deterioro del
estatus proinflamatorio que no se produjo en las gestantes intervenidas con el farmaco en

investigacion.

5.3.3 Biomarcadores angiogénicos

En los ultimos afios ha ido creciendo el interés sobre el uso de las estatinas para prevenir
complicaciones del embarazo (Brownfoot et al., 2015; Kumasawa et al., 2020). Por su seguridad
y farmacocinética adecuada se ha propuesto la pravastatina como el tratamiento de elecciéon
para reducir la PE asociada a la disfuncidon endotelial (Costantine et al., 2016; de Alwis et al.,
2020). El fundamento de la administracion de estatinas es revertir el desequilibrio angiogénico
o antiangiogénico que se detecta antes del reconocimiento clinico de la PE (Voto & Zeitune,
2022). En este trabajo nosotros no detectamos efecto alguno del tratamiento con pravastatina
sobre el PIGF o el sFlt-1 a partir de las 35 semanas de gestacidn, al comportarse ambos
biomarcadores de forma similar en los dos subgrupos de gestantes a los que se suministrd
placebo o los 20 mg de pravastatina (Anexo IX, Tablas A.4 y A.5). Es posible que este resultado,
como explicamos razonadamente mas adelante (Epigrafe 5.4), se deba a que la estatina se

administré en un momento de la gestacion muy avanzado y a una dosis insuficiente.

5.3.4 Biomarcadores de funcion endotelial

Se plantea que las estatinas disminuyen la produccién de MVs porque afectan la sintesis de
colesterol, que es un componente esencial de las células de los mamiferos. La concentracion de
colesterol en las membranas plasmaticas es mucho mayor que en otros compartimentos
celulares. Dado que las estatinas inhiben directamente la sintesis y la captacion de colesterol,
pueden también inhibir intrinsecamente la sintesis de membranas y posteriormente la
liberacion de MVs por la célula debido a la inadecuacion de las membranas para su ensamblaje
y liberacién. Ademas, las estatinas participan en la modificacidn de la proteina G, lo que influye
negativamente en el autoensamblaje de los componentes del citoesqueleto y en el transporte
de lipoproteinas, afectando la generacidon de MVs a través de un mecanismo independiente de

la via lipidica (Chen et al., 2022). Este planteamiento respalda la tendencia seguida por las MVs
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en el brazo del ensayo clinico al que se administrd pravastatina, donde se produjo una
disminucidn significativa de la cantidad de MVs en plasma, mientras que en el subgrupo que

recibié placebo la tendencia fue a aumentar (Figura 4.13-A).

En este trabajo, en las mujeres del subgrupo que recibioé placebo se mantuvo la distribucion
porcentual de todos los tipos de MVs estudiados (Figura 4.13-B), observandose un aumento
significativo de los niveles plasmdticos de las MVs totales, de las procedentes de plaquetas, de
leucocitos, de monocitos, de células endoteliales y de sincitiotrofoblasto (Figura 4.14). Este
incremento en la liberacién de MVs pudo ser un reflejo del aumento del estrés oxidativo, de la
activacion de células inflamatorias y vasculares, asi como de la activaciéon y apoptosis del
sincitiotrofoblasto placentario, un estatus que presumiblemente ya existia en el momento en
que comenzd el ensayo y que evoluciond durante las semanas que durd la intervencién,
contribuyendo al deterioro de la funcién endotelial. Ademas, al analizar el fenotipo de las MVs-
end mediante el marcador CD54 (MVs-ena), se registraron valores al alza, indicando la presencia
de un endotelio activado, con caracteristicas mas adhesivas, que probablemente lo hicieron mas
disfuncional. Varios grupos que han investigado en este campo han publicado resultados
similares (Dragovic et al., 2013; Gonzalez-Quintero et al., 2003; Granger et al., 2018; Lalic-Cosic

et al., 2021; Mikhailova et al., 2014; Tannetta et al., 2017).

En relacién con la distribucidn de las MVs en el subgrupo que recibié pravastatina observamos
una reduccion en el porcentaje de todas las MVs estudiadas, al tiempo que aumentd la
contribucidn de las MVs-no filiadas (Figura 4.13-B), un resultado que se explica por la deplecidn
del tipo mayoritario, las MVs-pla, junto al menor aporte del resto de MVs investigadas. En la
Figura 4.14 también se puede comprobar que en el subgrupo que recibié el farmaco se produjo
una reduccidn significativa de las MVs plasmaticas totales, de las derivadas de plaquetas, de
leucocitos, de monocitos, de células endoteliales, de células endoteliales activadas y de
sincitiotrofoblasto. Estos resultados indican que la pravastatina disminuyé los niveles de MVs
derivadas de células endoteliales vasculares, de la sangre y del sincitiotrofoblasto placentario en
las mujeres con alto riesgo de PE a término, permitiendo sugerir que tuvo un efecto beneficioso
sobre las gestantes, al reducir los estados proinflamatorio y procoagulante, asi como la
disfuncidn endotelial caracteristicos de la situacion de riesgo incrementado de PE en que se
encontraban. Aunque en las bases de datos bibliograficas consultadas no hemos encontrado
informacidn especifica acerca del efecto del tratamiento con pravastatina sobre las MVs en el
embarazo, si existe evidencia del efecto de las estatinas sobre la liberacion de MVs en estudios
gue comparten semejanzas con el nuestro. Por ejemplo, Oggero et al publicaron un trabajo en

el que demuestran la reduccién de los niveles de MVs-end en pacientes con riesgo
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cardiovascular tratados con atorvastatina (Oggero et al., 2022); Badimon et al reportaron que el
tratamiento hipolipemiante con estatinas en pacientes de un programa de prevencién primaria
de ateroesclerosis redujo la liberacion de MVs del endotelio, de plaquetas y de células
inflamatorias, asi como de subtipos de estas MVs portadoras de marcadores de activacion
celular (Suades et al., 2013); Chen et al han publicado recientemente un trabajo pionero en el
que analizaron directamente el efecto de las estatinas sobre la produccién de MVs y su
composicion lipidica en pacientes oncolégicos que recibian quimioterapia, concluyendo que la
administracidon de estatinas disminuyd la liberacién de MVs al mismo tiempo que potencid su

liberacion enriquecidas de colesterol (Chen et al., 2022).

Ademas, al estudiar la influencia del tiempo de tratamiento con pravastatina sobre los diferentes
tipos de MVs (Figura 4.17) encontramos que estratificando las gestantes en dos grupos,
tomando como punto de corte 14 dias de intervencidn, en las mujeres tratadas durante mas
tiempo la reduccidn en los niveles de MVs tendid a ser mayor en todos los tipos investigados, lo
que permite suponer que con tiempos de administracion mas prolongados el efecto de la
pravastatina en la disminucidon de los niveles de MVs podria ser significativamente mayor.
Estudios realizados sobre el efecto de las estatinas sobre la liberacion de MVs apuntan a
tratamientos mas prolongados para producir cambios estadisticamente significativos (Suades et
al.,, 2013), una variable sobre la que se podria incidir en futuros estudios para mejorar los

resultados de este tipo de intervencion.

El ADMA es un importante inhibidor de la eNOS que se ha asociado con el deterioro de la funcion
endotelial y con las alteraciones vasculares caracteristicas de la PE. Serban et al realizaron un
metaanalisis sobre el efecto de las estatinas en las concentraciones de ADMA y concluyeron que
el tratamiento con estatinas hidrofilicas, como la pravastatina, reduce de forma significativa su
concentracion (Serban et al., 2015), cuando se realiza a dosis mas altas (40 mg) y durante mas
tiempo (desde 8 semanas hasta varios meses). En nuestro caso, no observamos diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de ADMA en el subgrupo tratado con pravastatina,
un hecho atribuimos a la baja dosis administrada (20 mg) y a la brevedad del tratamiento (de 2

a 4 semanas).

5.3.5 Biomarcadores de dislipemia

La principal utilidad de las estatinas es la reduccion de la concentracidn de colesterol, un efecto
que se consigue con diferente intensidad en funcidon del tipo de estatina administrada, la dosis

utilizada y la duracién del tratamiento. A través de varios estudios publicados en las ultimas
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décadas se conoce la expectativa de reduccidn de colesterol de cada tipo de esquema (Smith &
Costantine, 2020). Como puede deducirse del analisis de los resultados recogidos en las Tablas
A.4y A5 del Anexo IX, mientras que entre las mujeres que recibieron placebo en este estudio el
perfil lipidico solo cambid por el aumento en la concentracién de triglicéridos (8%, p<0,050), el
tratamiento con pravastatina disminuyd significativamente los valores de colesterol total (10%,
p<0,001), colesterol-no-HDL (12%, p<0,001), colesterol-LDL (19%, p<0,001), ApoB (7%, p<0,001)
y la relacién ApoB/ApoAl (12%, p<0,001). En este caso se consiguidé una reduccién del nivel de
colesterol coherente con el tratamiento de baja intensidad utilizado en el ensayo clinico.
También resultd légico encontrar entre los embarazos tratados durante mas de 14 dias una

discreta mejoria en la mayoria de los marcadores de dislipemia analizados (Tabla 4.19).

5.4 Resultados del ensayo clinico, implicaciones en la funcién endotelial

Meses después de concluida la parte experimental de esta tesis doctoral el grupo de Nicolaides
publicé los resultados del ensayo clinico (Dobert et al.,, 2021) del que partié nuestra
investigacion, donde participaron mujeres con embarazos Unicos que fueron identificadas
mediante cribado entre las semanas 35 y 37 de gestacién como de alto riesgo de PE a término,
a las que se administré pravastatina a una dosis de 20 mg/dia desde la semana 35-37 de
gestacion hasta el parto, sin que se redujera la incidencia de parto con PE en comparacién con
el placebo (14,6% frente a 13,6%). No hubo evidencia de interaccién entre el efecto de la
pravastatina, el riesgo estimado de PE, los antecedentes de embarazo, la adherencia ni el
consumo de aspirina. Tampoco se obtuvieron diferencias significativas entre los grupos en
cuanto a la incidencia de complicaciones del embarazo o de resultados adversos fetales o

neonatales.

La dosis de 20 mg de pravastatina/dia se selecciond sobre la base de los resultados obtenidos
en un ensayo abierto con mujeres embarazadas con sindrome antifosfolipido que desarrollaron
PE o restriccién del crecimiento fetal entre las semanas 21 y 30 de gestacion (Lefkou et al., 2016);
y a partir de estudios realizados con animales, donde se sugirié que la pravastatina prevenia la
PE mediante la induccién del PIGF (Kumasawa et al., 2011) y la disminucién de los niveles
circulantes de sFlt-1 (Bergmann et al., 2010). El grupo de Nicolaides no solo comprobéd que los
20 mg de pravastatina diarios administrados a partir de la semana 35 en el ensayo clinico no
reducian la incidencia de parto con PE, sino que tampoco tuvieron efecto alguno sobre el PIGF

o el sFlt-1.
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En general, los resultados negativos del ensayo clinico fueron atribuidos al diseiio del estudio, a
la fisiopatologia de la PE a término y a los mecanismos de accion de las estatinas. Segun expertos
en el tema (Costantine et al., 2022) no seria esperable que una intervencion iniciada al final del
embarazo y que durara sélo unas semanas mostrara beneficios, porque en los trabajos
practicados con murinos y en estudios preclinicos realizados previamente la pravastatina se

administro al principio del embarazo y se mantuvo hasta el parto.

En un documento firmado por Voto & Zeitune titulado “Estatinas para prevenir o tratar la PE,
algunas veces es demasiado tarde” se explica que la razén de ser de la administracion de
estatinas es revertir el desequilibrio angiogénico o antiangiogénico que se detecta antes del
reconocimiento clinico de la PE y otros grandes sindromes obstétricos; que éstas pueden
mejorar el perfil angiogénico o antiangiogénico cuando se administran de forma tempranay que
para probar su eficacia el tratamiento debia comenzar tan pronto como se detectara un perfil
angiogénico o antiangiogénico anormal (Voto & Zeitune, 2022), concluyendo que la falta de
eficacia de la pravastatina para prevenir la PE de inicio tardio cuando su administracion se inicia
a las 36 semanas de gestacion podia reflejar que la medicacion se administré demasiado tarde
en el embarazo y que ademads algunas pacientes con PE a término podrian no tener un perfil

angiogénico o antiangiogénico anormal sobre el que actuar.

En la misma linea, Wei et al plantearon que los niveles séricos de sFlt-1/PIGF comienzan a
cambiar en la semana 24 de gestacion en algunas mujeres que posteriormente desarrollan PE a
término, por lo que tratar con pravastatina 20 mg a las 35 semanas de embarazo para reducir el
resultado de la PE a término en un plazo de 4 a 6 semanas podia ser muy poca estatina
administrada demasiado tarde en el proceso de la enfermedad (Wei et al., 2021). Ellos también
sefialaron que los ensayos clinicos sobre ECV suelen demostrar beneficios después de mas de 4
meses de tratamiento con estatinas, y que resultados a mas corto plazo se observan
normalmente con estatinas mas potentes que la pravastatina y a dosis mds altas. Asi, la menor
potencia y la dosis de estatina utilizada pueden haber contribuido a la falta de beneficios en el
estudio de Nicolaides. Ademds, mencionan que el uso de una estatina hidrofilica como la
pravastatina, que tiene una menor permeabilidad en la pared vascular que la de estatinas
lipofilicas, puede ser mucho menos eficaz para prevenir los efectos perjudiciales de las
citoquinas proinflamatorias de la PE. Por ultimo, plantearon que el escaso uso de la aspirina en
este estudio, en comparacién con el uso habitual junto a las estatinas en los ensayos de ECV,

también puede haber sido un factor.
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En la reducida muestra del ensayo clinico que evaluamos en esta tesis doctoral, tampoco se
confirma ese objetivo primario, al no haber diferencias estadisticamente significativas en la
incidencia de PE entre los subgrupos evaluados (11,4% vs 9,1%; p>0,050). Tampoco pudimos
relacionar la intervencidn con los marcadores angiogénicos, ni encontramos ninguna asociacion
con el resto de las variables secundarias exploradas en el estudio multicéntrico. Resulta
interesante que, a pesar de la dosis de pravastatina empleada, su baja potencia y el corto
periodo de administracion, pudo demostrarse una disminucion de la liberacion de MVs por la
placenta y por células del sistema vascular materno, que reflejan una reduccion del estrés
oxidativo, una mejoria del estatus proinflamatorio y procoagulante, asi como de la funcidn
endotelial en las mujeres con alto riesgo de PE a término. También pudo constatarse una mejora
del perfil lipidico. Es probable que con dosis mas altas de pravastatina y administradas mas
tempranamente, se pueda aprovechar el potencial pleiotrdpico de las estatinas en un momento
de la gestacion que permita intervenir también sobre el desequilibrio angiogénico, junto al resto

de los mecanismos fisiopatoldgicos que conducen al desarrollo de la enfermedad.

5.5 Limitaciones

La principal limitacién de esta investigacién fue no poder continuar el estudio de los
biomarcadores propuestos durante el desarrollo del ensayo clinico en el grupo de mujeres con
bajo riesgo de PE a término. La gestacion se acompafia de importantes cambios fisioldgicos que
se producen para garantizar las demandas del feto y de la madre, lo que provoca variaciones
significativas en algunos biomarcadores, entre los que se encuentran los de naturaleza
cardiovascular. En este ensayo, donde se estudia el efecto del tratamiento con pravastatina
sobre la funcién endotelial vascular, disponer de un grupo de gestantes sin riesgo para hacer un
seguimiento paralelo de la dindmica de los biomarcadores propuestos en las Ultimas semanas
del embarazo permitiria, no solo obtener mas informacidn sobre la capacidad de la pravastatina
para mejorar la funcién endotelial vascular en las gestantes tratadas, sino que aportaria una
referencia para comprender mejor el deterioro de la funcidon endotelial en los embarazos con
riesgo no tratados. Esta necesidad, aunque conocida al inicio del estudio, no se pudo satisfacer
debido a las caracteristicas organizativas del ensayo clinico multicéntrico y a la imposibilidad de
modificar el calendario de seguimiento de las gestantes sin riesgo, que fueron reclutadas

puntualmente en el momento en que se realizo el cribado.

Tampoco pudieron hacerse cambios sustanciales en el tipo de muestras que se recogieron para

el ensayo clinico ni en las condiciones de extraccidn. Haber recogido muestras de orina en cada
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visita de seguimiento hubiese aportado mds informacidn sobre el estado de las gestantes,
porque conocer la proteinuria en el embarazo con riesgo de PE es un dato valioso. Haber tenido
un hemograma, que informara sobre el estado de las diferentes poblaciones celulares de la
sangre (hematies, leucocitos y plaquetas) hubiese sido Util para normalizar la liberacién de las
MVs producidas por estas células y comprender mejor su influencia en la modificacién de la
funcién endotelial. Trabajar con otros anticoagulantes, como la heparina de sodio, habria

simplificado la determinaciéon de MVs y mejorado los niveles de recuperacion.

5.6 Perspectivas

La disfuncién endotelial representa la pérdida de la capacidad del endotelio para mantener la
homeostasis vascular. Constituye un factor clave en la fisiopatologia de la PE y contribuye al
desarrollo de la ECV. La disfuncién endotelial puede evaluarse mediante técnicas invasivas y no
invasivas. Entre los métodos mas populares se encuentra la vasodilatacién mediada por flujo,
que solo mide la funcién dependiente del NO y todavia presenta dificultades para su aplicacién
en la practica clinica habitual. Otra forma de evaluar el funcionamiento del endotelio es
mediante biomarcadores circulantes, que pueden aportar informacion sobre el estado funcional
del endotelio y de los mecanismos subyacentes a la disfuncién endotelial. Muchos de estos
biomarcadores muestran una baja especificidad y un escaso valor predictivo cuando se utilizan
aisladamente, pero al incluirlos en estrategias que combinan multiples biomarcadores permiten
diagnosticar la disfuncién endotelial, estratificar adecuadamente el riesgo y realizar una

evaluacion integral de los tratamientos dirigidos al endotelio.

En la actualidad se estdn produciendo avances significativos en relacidon con el conocimiento de
los mecanismos moleculares relacionados con la disfuncién endotelial y se estan describiendo
continuamente nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas que pueden atenuarlos. La
investigacion en este campo es todavia joven, y por ello son necesarios mas estudios para
determinar la relacidn existente entre cada biomarcador con la funcién endotelial, cuéles
reflejan mejor el estado de los componentes bioquimicos, celulares y funcionales del endotelio

y qué combinaciones son las mas adecuadas para cada enfermedad y aplicacion.

Actualmente se investiga activamente el papel de las estatinas en la prevencion de la PE. Las
estatinas actlan en la reversién de varios mecanismos de disfuncién endotelial, por lo que
parece logico que en la determinacion del efecto de estos farmacos se realice un andlisis
exhaustivo de biomarcadores circulantes que aporten informacidn sobre diversos aspectos del

estatus endotelial. En este contexto, mejorar el conocimiento sobre el comportamiento de cada
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variable en los diferentes momentos del embarazo y determinar que combinaciones son las mas
adecuadas para evaluar el tratamiento, es fundamental, y constituye una direccion en la que se

realizardn mas esfuerzos en los préximos afos.

Estd demostrado que las mujeres con PE tienen un mayor riesgo de padecer ECV en etapas
posteriores de su vida. Varios biomarcadores que aparecen alterados en la PE contindan fuera
de la normalidad después del parto y pueden ser utilizados para el prondstico a largo plazo de
la ECV. Por esta razon, la identificacion de biomarcadores cardiovasculares no tradicionales
prometedores es un area donde se continuard trabajando en los préximos afios. Las
investigaciones futuras deberian centrarse en la evaluacién prospectiva de estos biomarcadores
en mujeres con riesgo de PE y con PE, e investigar si estos marcadores son capaces de distinguir
a las mujeres que posteriormente desarrollan ECV de las que no lo hacen. La ventana temporal
que se abre entre el embarazo con riesgo de PE, o con PE, y la aparicion de la ECV ofrece una
oportunidad Unica para su prevencién oportuna. La salud materna posparto después de la PE es
un area de investigacion en gran medida desatendida, pero tiene potencial porque es una etapa
de la vida donde estas mujeres pueden beneficiarse del cribado y de un seguimiento orientado

a la prevencion de la ECV.
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6 Conclusiones

- Los embarazos con alto riesgo de preeclampsia a término muestran signos de disfuncién
endotelial vascular determinada por los cambios observados, con respecto a los embarazos
de bajo riesgo, en biomarcadores circulantes de:

o Estrés oxidativo (capacidad antioxidante total del suero, homocisteina y acido
arico).

o Inflamacion (Interleuquina 6 y factor de diferenciacién del crecimiento 15).

o Funcién endotelial (microvesiculas extracelulares y dimetil arginina asimétrica).

- La combinacién de biomarcadores relacionados con la funcién endotelial que mejor explica
el riesgo de preeclampsia a término incluye los niveles de homocisteina, Interleuquina 6 y la
concentracion de microvesiculas derivadas de los leucocitos y de la placenta, lo que muestra
que el estrés oxidativo, la inflamacion y la disfuncidon endotelial son caracteristicas de los
embarazos con alto riesgo de preeclampsia tardia.

- La relaciéon de dependencia de la presién arterial media con los niveles de acido urico,
homocisteina y microvesiculas derivadas de los leucocitos sugiere que los valores mayores
de presion arterial media observados en las mujeres con alto riesgo de preeclampsia a
término pueden ser debidos, al menos en parte, a una alteracién en la funcion endotelial.

- La administracion diaria de una dosis baja de pravastatina a mujeres con alto riesgo de
preeclampsia a término reduce la concentracidon de microvesiculas derivadas de la placenta
y del sistema vascular materno, lo cual demuestra su potencial efecto beneficioso sobre el
endotelio vascular.

- La administracion de 20 mg de pravastatina diarios a gestantes con alto riesgo de
preeclampsia a término mejora su perfil lipidico, a pesar de la baja dosis utilizada en el
ensayo clinico, su potencia limitada y la corta duracién del tratamiento.

- El patrén de alteracion de los diferentes biomarcadores de estrés oxidativo, inflamacion y
disfuncidn endotelial que aparecen en los embarazos con alto riesgo de preeclampsia a
término es similar al observado en la enfermedad cardiovascular, lo que puede indicar que
estas mujeres tengan un incremento adicional del riesgo de desarrollo de eventos
cardiovasculares adversos a largo plazo, y podrian beneficiarse de un seguimiento e

intervenciéon oportunos.

145



BIBLIOGRAFIA

7 Bibliografia

Abbassi-Ghanavati, M., Greer, L. G., & Cunningham, F. G. (2009). Pregnancy and laboratory
studies: A reference table for clinicians. In Obstetrics and Gynecology (Vol. 114, Issue 6, pp.
1326-1331). https://doi.org/10.1097/A0G.0b013e3181c2bde8

Adela, R., & Banerjee, S. (2015). GDF-15 as a Target and Biomarker for Diabetes and
Cardiovascular Diseases: A Translational Prospective. Journal of Diabetes Research, 2015.
https://doi.org/10.1155/2015/490842

Akbar, M., Yosediputra, A., Pratama, R., Fadhilah, N., Sulistyowati, S., Amani, F., Dachlan, E.,
Dikman-Angsar, M., & Dekker, G. (2021). Pravastatin suppresses inflammatory cytokines
and endothelial activation in patients at risk of developing preeclampsia: INOVASIA study.
https://doi.org/10.1080/14767058.2021.1879785

Akolekar, R., Syngelaki, A., Poon, L., Wright, D., & Nicolaides, K. (2013). Competing risks model
in early screening for preeclampsia by biophysical and biochemical markers. Fetal
Diagnosis and Therapy, 33(1), 8-15. https://doi.org/10.1159/000341264

Al-Gubory, K., Fowler, P., & Garrel, C. (2010). The roles of cellular reactive oxygen species,
oxidative stress and antioxidants in pregnancy outcomes. The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology, 42(10), 1634-1650.
https://doi.org/10.1016/J.BIOCEL.2010.06.001

Alijotas-Reig, J., Palacio-Garcia, C., Farran-Codina, I., Ruiz-Romance, M., Llurba, E., & Vilardell-
Tarres, M. (2012). Circulating Cell-Derived Microparticles in Severe Preeclampsia and in
Fetal Growth Restriction. American Journal of Reproductive Immunology, 67(2), 140-151.
https://doi.org/10.1111/).1600-0897.2011.01072.X

Alijotas-Reig, J., Palacio-Garcia, C., Farran-Codina, I., Zarzoso, C., Cabero-Roura, L., & Vilardell-
Tarres, M. (2011). Circulating cell-derived microparticles in women with pregnancy loss.
American Journal of Reproductive Immunology (New York, N.Y.: 1989), 66(3), 199-208.
https://doi.org/10.1111/).1600-0897.2010.00972.X

Alijotas-Reig, J., Palacio-Garcia, C., Llurba, E., & Vilardell-Tarres, M. (2013). Cell-derived
microparticles and vascular pregnancy complications: a systematic and comprehensive
review. Fertility and Sterility, 99(2), 441-449.
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2012.10.009

Alvarez-Fernandez, I., Prieto, B., & Alvarez, F. (2016). Preeclampsia. Revista Del Laboratorio
Clinico, 9(2), 81-89. https://doi.org/10.1016/j.labcli.2016.04.002

Amaral, L., Wallace, K., Owens, M., & LaMarca, B. (2017). Pathophysiology and Current Clinical
Management of Preeclampsia. Current Hypertension Reports, 19(8), 61.
https://doi.org/10.1007/511906-017-0757-7

Andrietti, S., Silva, M., Wright, A., Wright, D., & Nicolaides, K. H. (2016). Competing-risks model
in screening for pre-eclampsia by maternal factors and biomarkers at 35-37 weeks’
gestation. Ultrasound in Obstetrics & Gynecology, 48(1), 72-79.
https://doi.org/10.1002/uo0g.15812

146



BIBLIOGRAFIA

Aouahe, R., Biquard, L., Vaiman, D., & Miralles, F. (2018). Oxidative stress in preeclampsia and
placental diseases. In International Journal of Molecular Sciences (Vol. 19, Issue 5). MDPI
AG. https://doi.org/10.3390/ijms19051496

Arrebola-Moreno, A., Laclaustra, M., & Kaski, J. (2012). Evaluacién no invasiva de la funcién
endotelial en la prdctica clinica. Revista Espafiola de Cardiologia, 65(1), 80-90.
https://doi.org/10.1016/j.recesp.2011.09.012

Asher, J., & Houston, M. (2007). Statins and C-reactive protein levels. Journal of Clinical
Hypertension (Greenwich, Conn.), 9(8), 622-628. https://doi.org/10.1111/).1524-
6175.2007.06639.X

Badimon, L., Suades, R., Arderiu, G., Pefia, E., Chiva-Blanch, G., & Padrd, T. (2017). Microvesicles
in Atherosclerosis and Angiogenesis: From Bench to Bedside and Reverse. Frontiers in
Cardiovascular Medicine, 4. https://doi.org/10.3389/FCVM.2017.00077

Baksu, A., Taskin, M., Goker, N., Baksu, B., & Uluocak, A. (2006). Plasma homocysteine in late
pregnancies complicated with preeclampsia and in newborns. American Journal of
Perinatology, 23(1), 31-35. https://doi.org/10.1055/5-2005-918889

Bdolah, Y., Elchalal, U., Natanson-Yaron, S., Yechiam, H., Bdolah-Abram, T., Greenfield, C.,
Goldman-Wohl, D., Milwidsky, A., Rana, S., Karumanchi, S., Yagel, S., & Hochner-Celnikier,
D. (2014). Relationship between nulliparity and preeclampsia may be explained by altered
circulating soluble fms-like tyrosine kinase 1. Hypertension in Pregnancy, 33(2), 250-259.
https://doi.org/10.3109/10641955.2013.858745

Becker, A., Thakur, B., Weiss, J., Kim, H., Peinado, H., & Lyden, D. (2016). Extracellular vesicles in
cancer: cell-to-cell mediators of metastasis. Cancer Cell, 30(6), 836.
https://doi.org/10.1016/J.CCELL.2016.10.009

Bergmann, A., Ahmad, S., Cudmore, M., Gruber, A., Wittschen, P., Lindenmaier, W., Christofori,
G., Gross, V., Gonzalves, A., Grone, H., Ahmed, A., & Weich, H. (2010). Reduction of
circulating soluble Flt-1 alleviates preeclampsia-like symptoms in a mouse model. Journal
of Cellular and Molecular Medicine, 14(6B), 1857-1867. https://doi.org/10.1111/).1582-
4934.2009.00820.X

Bezerra, M., Holanda, M., Marques, L., Murthi, P., & da Silva, F. (2012). Prevention of
preeclampsia. Journal of Pregnancy, 2012. https://doi.org/10.1155/2012/435090

Blacher, J., Benetos, A., Kirzin, J., Malmejac, A., Guize, L., & Safar, M. E. (2002). Relation of plasma
total homocysteine to cardiovascular mortality in a French population. The American
Journal of Cardiology, 90(6), 591-595. https://doi.org/10.1016/50002-9149(02)02561-4

Bodnar, L., Catov, J., Klebanoff, M., Ness, R., & Roberts, J. (2007). Prepregnancy body mass index
and the occurrence of severe hypertensive disorders of pregnancy. Epidemiology
(Cambridge, Mass.), 18(2), 234-239.
https://doi.org/10.1097/01.EDE.0000254119.99660.E7

Bodnar, L., Ness, R., Markovic, N., & Roberts, J. (2005). The risk of preeclampsia rises with
increasing prepregnancy body mass index. Annals of Epidemiology, 15(7), 475-482.
https://doi.org/10.1016/J.ANNEPIDEM.2004.12.008

147



BIBLIOGRAFIA

Bokslag, A., Teunissen, P., Franssen, C., van Kesteren, F., Kamp, O., Ganzevoort, W., Paulus, W.
J., & de Groot, C. (2017). Effect of early-onset preeclampsia on cardiovascular risk in the
fifth decade of life. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 216(5), 523.e1-523.e7.
https://doi.org/10.1016/J.AJ0G.2017.02.015

Bootcov, M., Bauskin, A., Valenzuela, S., Moore, A., Bansal, M., He, X., Zhang, H., Donnellan, M.,
Mabhler, S., Pryor, K., Walsh, B., Nicholson, R., Fairlie, W., Por, S., Robbins, J., & Breit, S.
(1997). MIC-1, a novel macrophage inhibitory cytokine, is a divergent member of the TGF-
beta superfamily. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America, 94(21), 11514-11519. https://doi.org/10.1073/PNAS.94.21.11514

Bovee, E., Gulati, M., & Maas, A. (2021). Novel Cardiovascular Biomarkers Associated with
Increased Cardiovascular Risk in Women with Prior Preeclampsia/HELLP Syndrome: A
Narrative Review. European Cardiology, 16. https://doi.org/10.15420/ECR.2021.21

Boyd, H., Tahir, H., Wohlfahrt, J., & Melbye, M. (2013). Associations of Personal and Family
Preeclampsia History With the Risk of Early-, Intermediate- and Late-Onset Preeclampsia.
American Journal of Epidemiology, 178(11), 1611-1619.
https://doi.org/10.1093/AJE/KWT189

Brown, C., Turner, S., Bailey, K., Mosley, T., Kardia, S., Wiste, H., Kullo, I., & Garovic, V. (2013).
Hypertension in pregnancy is associated with elevated C-reactive protein levels later in life.
Journal of Hypertension, 31(11), 2213. https://doi.org/10.1097/HJH.0B013E3283642F6C

Brown, M., Magee, L., Kenny, L., Karumanchi, S., McCarthy, F., Saito, S., Hall, D., Warren, C,,
Adoyi, G., & Ishaku, S. (2018). Hypertensive Disorders of Pregnancy. Hypertension, 72(1),
24-43. https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.117.10803

Brownfoot, F., Tong, S., Hannan, N., Binder, N., Walker, S., Cannon, P., Hastie, R., Onda, K., &
Kaitu’u-Lino, T. (2015). Effects of Pravastatin on Human Placenta, Endothelium, and
Women with Severe Preeclampsia. Hypertension (Dallas, Tex.: 1979), 66(3), 687-697;
discussion 445. https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.115.05445

Burger, D., & Touyz, R. (2012). Cellular biomarkers of endothelial health: microparticles,
endothelial progenitor cells, and circulating endothelial cells. Journal of the American
Society of Hypertension, 6(2), 85-99. https://doi.org/10.1016/J.JASH.2011.11.003

Burton, G., & Jauniaux, E. (2011). Oxidative stress. Best Practice & Research Clinical Obstetrics &
Gynaecology, 25(3), 287-299. https://doi.org/10.1016/J.BPOBGYN.2010.10.016

Cai, H., Reinisch, K., & Ferro-Novick, S. (2007). Coats, tethers, Rabs, and SNAREs work together
to mediate the intracellular destination of a transport vesicle. Developmental Cell, 12(5),
671-682. https://doi.org/10.1016/).DEVCEL.2007.04.005

Chau, K., Hennessy, A., & Makris, A. (2017). Placental growth factor and pre-eclampsia. Journal
of Human Hypertension, 31(12), 782. https://doi.org/10.1038/JHH.2017.61

Chen, H., Zhang, J., Qin, F., Chen, X., & Jiang, X. (2018). Evaluation of the predictive value of high
sensitivity C-reactive protein in pregnancy-induced hypertension syndrome. Experimental
and Therapeutic Medicine, 16(2), 619-622. https://doi.org/10.3892/ETM.2018.6246/HTML

148



BIBLIOGRAFIA

Chen, Q., Lau, S., Tong, M., Wei, J., Shen, F., Zhao, J., & Zhao, M. (2016a). Serum uric acid may
not be involved in the development of preeclampsia. Journal of Human Hypertension,
30(2), 136-140. https://doi.org/10.1038/JHH.2015.47

Chen, Q., Stone, P., Ching, L. M., & Chamley, L. (2009). A role for interleukin-6 in spreading
endothelial cell activation after phagocytosis of necrotic trophoblastic material:
implications for the pathogenesis of pre-eclampsia. The Journal of Pathology, 217(1), 122-
130. https://doi.org/10.1002/PATH.2425

Chen, Q., Wang, Y., Zhao, M., Hyett, J., da Silva Costa, F., & Nie, G. (2016b). Serum levels of
GDF15 are reduced in preeclampsia and the reduction is more profound in late-onset than
early-onset cases. Cytokine, 83, 226-230. https://doi.org/10.1016/J.CYT0.2016.05.002

Chen, Y., Xu, Y., Wang, J., Prisinzano, P., Yuan, Y., Lu, F., Zheng, M., Mao, W., & Wan, Y. (2022).
Statins Lower Lipid Synthesis but Promote Secretion of Cholesterol-Enriched Extracellular
Vesicles and Particles. Frontiers in Oncology, 12, 1965.
https://doi.org/10.3389/FONC.2022.853063/BIBTEX

Chiarello, D., Abad, C., Rojas, D., Toledo, F., Vazquez, C., Mate, A., Sobrevia, L., & Marin, R.
(2020). Oxidative stress: Normal pregnancy versus preeclampsia. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease, 1866(2), 165354,
https://doi.org/10.1016/J.BBADIS.2018.12.005

Chironi, G., Boulanger, C., Simon, A., Dignat-George, F., Freyssinet, J., & Tedgui, A. (2009).
Endothelial microparticles in diseases. Cell and Tissue Research, 335(1), 143-151.
https://doi.org/10.1007/500441-008-0710-9

Ciardiello, C., Cavallini, L., Spinelli, C., Yang, J., Reis-Sobreiro, M., Candia, P. de, Minciacchi, V. R,
& di Vizio, D. (2016). Focus on Extracellular Vesicles: New Frontiers of Cell-to-Cell
Communication in Cancer. International Journal of Molecular Sciences 2016, Vol. 17, Page
175, 17(2), 175. https://doi.org/10.3390/1JIMS17020175

Cikot, R., Steegers-Theunissen, R., Thomas, C., de Boo, T., Merkus, H., & Steegers, E. (2001).
Longitudinal vitamin and homocysteine levels in normal pregnancy. The British Journal of
Nutrition, 85(1), 49-58. https://doi.org/10.1079/BJN2000209

Ciobanu, A., Wright, A., Panaitescu, A., Syngelaki, A., Wright, D., & Nicolaides, K. H. (2019).
Prediction of imminent preeclampsia at 35-37 weeks gestation. American Journal of
Obstetrics and Gynecology, 220(6), 584.e1-584.el1.
https://doi.org/10.1016/J.AJ0G.2019.01.235

Climent, E., Benaiges, D., & Pedro-Botet, J. (2021). Hydrophilic or Lipophilic Statins? Frontiers in
Cardiovascular Medicine, 8, 687585. https://doi.org/10.3389/FCVM.2021.687585

Cnossen, J., de Ruyter-Hanhijarvi, H., van der Post, J., Mol, B., Khan, K., & ter Riet, G. (2006).
Accuracy of serum uric acid determination in predicting pre-eclampsia: A systematic
review. Acta Obstetricia et Gynecologica Scandinavica, 85(5), 519-525.
https://doi.org/10.1080/00016340500342037

Corominas, A., Medina, Y., Balconi, S., Casale, R., Farina, M., Martinez, N., & Damiano, A. (2022).
Assessing the Role of Uric Acid as a Predictor of Preeclampsia. Frontiers in Physiology, 12,
2446. https://doi.org/10.3389/FPHYS.2021.785219/BIBTEX

149



BIBLIOGRAFIA

Costantine, M., Cleary, K., Hebert, M., Ahmed, M., Brown, L., Ren, Z., Easterling, T., Haas, D.,
Haneline, L., Caritis, S., Venkataramanan, R., West, H., D’Alton, M., & Hankins, G. (2016).
Safety and pharmacokinetics of pravastatin used for the prevention of preeclampsia in
high-risk pregnant women: a pilot randomized controlled trial. American Journal of
Obstetrics and Gynecology, 214(6), 720.e1-720.e17.
https://doi.org/10.1016/j.ajog.2015.12.038

Costantine, M., Lawrence-Cleary, K., Saade, G., & Wapner, R. (2022). Letter by Costantine et al
Regarding Article, “Pravastatin Versus Placebo in Pregnancies at High Risk of Term
Preeclampsia.” Circulation, 145(4), ell5-ell6.
https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.121.056728

Crovetto, F., Figueras, F., Triunfo, S., Crispi, F., Rodriguez-Sureda, V., Peguero, A., Dominguez, C.,
& Gratacos, E. (2014). Added value of angiogenic factors for the prediction of early and late
preeclampsia in the first trimester of pregnancy. Fetal Diagnosis and Therapy, 35(4), 258-
266. https://doi.org/10.1159/000358302

Cruickshank, T., Macdonald, T., Walker, S., Keenan, E., Dane, K., Middleton, A., Kyritsis, V.,
Myers, J., Cluver, C., Hastie, R., Bergman, L., Garcha, D., Cannon, P., Murray, E., Nguyen, T.
V., Hiscock, R., Pritchard, N., Hannan, N., Tong, S., & Kaitu’u-Lino, T. J. (2021a). Circulating
Growth Differentiation Factor 15 Is Increased Preceding Preeclampsia Diagnosis:
Implications as a Disease Biomarker. Journal of the American Heart Association, 10(16).
https://doi.org/10.1161/JAHA.120.020302

Cufaro, M., Pieragostino, D., Lanuti, P., Rossi, C., Cicalini, |., Federici, L., de Laurenzi, V., & Boccio,
P. (2019). Extracellular Vesicles and Their Potential Use in Monitoring Cancer Progression
and Therapy: The Contribution of Proteomics. https://doi.org/10.1155/2019/1639854

Dai, C., Fei, Y., Li, J., Shi, Y., & Yang, X. (2021). A Novel Review of Homocysteine and Pregnancy
Complications. BioMed Research International, 2021.
https://doi.org/10.1155/2021/6652231

Damiano, A., Corominas, A., Balconi, S., Palermo, M., Maskin, B., Posadas, H., Palomar, E., &
Aires, B. (2014). Niveles de &acido urico sérico y riesgo de desarrollar preeclampsia.
MEDICINA (Buenos Aires) 2014; 74: 462-471

Das, M., & Kale, V. (2020). Extracellular vesicles: Mediators of embryo-maternal crosstalk during
pregnancy and a new weapon to fight against infertility. European Journal of Cell Biology,
99(8), 151125. https://doi.org/10.1016/J.EJCB.2020.151125

Davignon, J. (2004). Cardioprotective and other emerging effects of statins. International Journal
of Clinical Practice, Supplement, 143, 49-57. https://doi.org/10.1111/j.1368-
504x.2004.00391.x

de Alwis, N., Beard, S., Mangwiro, Y., Binder, N., Kaitu’u-Lino, T., Brownfoot, F., Tong, S., &
Hannan, N. (2020). Pravastatin as the statin of choice for reducing pre-eclampsia-
associated  endothelial  dysfunction.  Pregnancy  Hypertension, 20, 83-91.
https://doi.org/10.1016/j.preghy.2020.03.004

de Falco, S. (2012). The discovery of placenta growth factor and its biological activity.
Experimental & Molecular Medicine 2012 44:1, 44(1), 1-9.
https://doi.org/10.3858/emm.2012.44.1.025

150



BIBLIOGRAFIA

Deanfield, J., Donald, A., Ferri, C., Giannattasio, C., Halcox, J., Halligan, S., Lerman, A., Mancia,
G., Oliver, J., Pessina, A., Rizzoni, D., Rossi, G., Salvetti, A., Schiffrin, E., Taddei, S., & Webb,
D. (2005). Endothelial function and dysfunction. Part I: Methodological issues for
assessment in the different vascular beds: a statement by the Working Group on
Endothelin and Endothelial Factors of the European Society of Hypertension. Journal of
Hypertension, 23(1), 7-17. https://doi.org/10.1097/00004872-200501000-00004

Dekker, G., de Vries, J., Doelitzsch, P., Huijgens, P., von Blomberg, B., Jakobs, C., & van Geijn, H.
(1995). Underlying disorders associated with severe early-onset preeclampsia. American
Journal of Obstetrics and Gynecology, 173(4), 1042-1048. https://doi.org/10.1016/0002-
9378(95)91324-6

Dekker, G., & van Geijn, H. (1996). Endothelial dysfunction in preeclampsia. Part Il: Reducing the
adverse consequences of endothelial cell dysfunction in preeclampsia; therapeutic
perspectives. Journal of Perinatal Medicine, 24(2), 119-139.
https://doi.org/10.1515/JPME.1996.24.2.119

Del Rio, D., Stewart, A., & Pellegrini, N. (2005). A review of recent studies on malondialdehyde
as toxic molecule and biological marker of oxidative stress. Nutrition, Metabolism, and
Cardiovascular Diseases: NMCD, 15(4), 316-328.
https://doi.org/10.1016/j.numecd.2005.05.003

Derosa, G., Maffioli, P., Reiner, Z., Simental-Mendia, L., & Sahebkar, A. (2016). Impact of Statin
Therapy on Plasma Uric Acid Concentrations: A Systematic Review and Meta-Analysis.
Drugs, 76(9), 947-956. https://doi.org/10.1007/540265-016-0591-2/FIGURES/6

Dey-Hazra, E., Hertel, B., Kirsch, T., Woywodt, A., Lovric, S., Haller, H., Haubitz, M., &
Erdbruegger, U. (2010). Detection of circulating microparticles by flow cytometry:
Influence of centrifugation, filtration of buffer, and freezing. Vascular Health and Risk
Management, 6(1), 1125-1133. https://doi.org/10.2147/VHRM.S13236

Dhingra, R., Gona, P., Nam, B., D’Agostino, R., Wilson, P., Benjamin, E., & O’Donnell, C. (2007). C
- Reactive Protein, Inflammatory Conditions and Cardiovascular Disease Risk. The American
Journal of Medicine, 120(12), 1054. https://doi.org/10.1016/J.AMJMED.2007.08.037

Dianing Tyas, B., Lestari, P., Ilham, M., & Akbar, A. (2019). Maternal Perinatal Outcomes Related
to Advanced Maternal Age in Preeclampsia Pregnant Women. Journal of Family &
Reproductive Health, 13(4), 191. https://doi.org/10.18502/jfrh.v13i4.2646

Dobert, M., Varouxaki, A., Mu, A., Syngelaki, A., Ciobanu, A., Akolekar, R., de Paco Matallana, C.,
Cicero, S., Greco, E., Singh, M., Janga, D., del Mar Gil, M., Jani, J., Bartha, J., Maclagan, K.,
Wright, D., & Nicolaides, K. (2021). Pravastatin Versus Placebo in Pregnancies at High Risk
of Term Preeclampsia. Circulation, 144, 670-679.
https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.121.053963

Dodds, L., Fell, D., Dooley, K., Armson, B., Allen, A., Nassar, B., Perkins, S., & Joseph, K. (2008).
Effect of homocysteine concentration in early pregnancy on gestational hypertensive
disorders and other pregnancy outcomes. Clinical Chemistry, 54(2), 326-334.
https://doi.org/10.1373/CLINCHEM.2007.097469

151



BIBLIOGRAFIA

Doyle, L., & Wang, M. (2019). Overview of Extracellular Vesicles, Their Origin, Composition,
Purpose, and Methods for Exosome Isolation and Analysis. Cells 2019, Vol. 8, Page 727,
8(7), 727. https://doi.org/10.3390/CELLS8070727

Dragovic, R., Southcombe, J., Tannetta, D., Redman, C., & Sargent, |. (2013). Multicolor flow
cytometry and nanoparticle tracking analysis of extracellular vesicles in the plasma of
normal pregnant and pre-eclamptic women. Biology of Reproduction, 89(6), 151-152.
https://doi.org/10.1095/BIOLREPROD.113.113266/2514316

D’Souza, V., Rani, A,, Patil, V., Pisal, H., Randhir, K., Mehendale, S., Wagh, G., Gupte, S., & Joshi,
S. (2016). Increased oxidative stress from early pregnancy in women who develop
preeclampsia.  Clinical and  Experimental  Hypertension,  38(2), 225-232.
https://doi.org/10.3109/10641963.2015.1081226

Duley, L. (2009). The global impact of pre-eclampsia and eclampsia. Seminars in Perinatology,
33(3), 130-137. https://doi.org/10.1053/j.semperi.2009.02.010

Dymara-Konopka, W., & Laskowska, M. (2019). The Role of Nitric Oxide, ADMA, and
Homocysteine in The Etiopathogenesis of Preeclampsia—Review. International Journal of
Molecular Sciences, 20(11). https://doi.org/10.3390/1JMS20112757

Endemann, D., & Schiffrin, E. (2004). Endothelial dysfunction. Journal of the American Society of
Nephrology: JASN, 15(8), 1983-1992.
https://doi.org/10.1097/01.ASN.0000132474.50966.DA

England, L., & Zhang, J. (2007). Smoking and risk of preeclampsia: a systematic review. Frontiers
in Bioscience: A Journal and Virtual Library, 12(7), 2471-2483.
https://doi.org/10.2741/2248

Enquobahrie, D., Williams, M., Butler, C., Frederick, I., Miller, R., & Luthy, D. (2004). Maternal
plasma lipid concentrations in early pregnancy and risk of preeclampsia. American Journal
of Hypertension, 17(7), 574-581. https://doi.org/10.1016/J.AMJHYPER.2004.03.666

Fabbrini, E., Serafini, M., Colic Baric, I., Hazen, S. L., & Klein, S. (2014). Effect of plasma uric acid
on antioxidant capacity, oxidative stress, and insulin sensitivity in obese subjects.
Diabetes, 63(3), 976—981. https://doi.org/10.2337/db13-1396

Flammer, A., & Lischer, T. (2010). Three decades of endothelium research: from the detection
of nitric oxide to the everyday implementation of endothelial function measurements in
cardiovascular diseases. Swiss Medical Weekly, 140.
https://doi.org/10.4414/SMW.2010.13122

Fonseca, F., & Izar, M. (2018). Endothelial Biomarkers. Endothelium and Cardiovascular Diseases,
229-233. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-812348-5.00017-9

Fox, R., Kitt, J., Leeson, P., Aye, C. Y. L., & Lewandowski, A. J. (2019). Preeclampsia: Risk Factors,
Diagnosis, Management, and the Cardiovascular Impact on the Offspring. Journal of Clinical
Medicine, 8(10). https://doi.org/10.3390/JCM8101625

Freeman, D., McManus, F., Brown, E., Cherry, L., Norrie, J., Ramsay, J., Clark, P., Walker, I., Sattar,
N., & Greer, |. (2004). Short- and long-term changes in plasma inflammatory markers
associated with preeclampsia. Hypertension (Dallas, Tex.: 1979), 44(5), 708-714.
https://doi.org/10.1161/01.HYP.0000143849.67254.CA

152



BIBLIOGRAFIA

Gallos, 1., Sivakumar, K., Kilby, M., Coomarasamy, A., Thangaratinam, S., & Vatish, M. (2013).
Pre-eclampsia is associated with, and preceded by, hypertriglyceridaemia: a meta-analysis.
BJOG: An International Journal of Obstetrics and Gynaecology, 120(11), 1321-1332.
https://doi.org/10.1111/1471-0528.12375

Gambardella, J., Khondkar, W., Morelli, M., Wang, X., Santulli, G., & Trimarco, V. (2020). Arginine
and Endothelial Function. Biomedicines, 8(8).
https://doi.org/10.3390/BIOMEDICINES8080277

Gilani, S., Weissgerber, T., Garovic, V., & Jayachandran, M. (2016). Preeclampsia and
Extracellular Vesicles. In Current Hypertension Reports (Vol. 18, Issue 9). Current Medicine
Group LLC 1. https://doi.org/10.1007/s11906-016-0678-x

Girardi, G. (2014). Can statins prevent pregnancy complications? Journal of Reproductive
Immunology, 101-102(1), 161-167. https://doi.org/10.1016/J.JR1.2013.07.005

Gonzalez-Quintero, V., Jiménez, J., Jy, W., Mauro, L., Hortman, L., O’Sullivan, M., & Ahn, Y.
(2003). Elevated plasma endothelial microparticles in preeclampsia. American Journal of
Obstetrics and  Gynecology, 189(2), 589-593. https://doi.org/10.1067/S0002-
9378(03)00469-1

Gonzalez-Quintero, V., Smarkusky, L., Jiménez, J., Mauro, L., Jy, W., Hortsman, L., O’Sullivan, M.,
& Ahn, Y. (2004). Elevated plasma endothelial microparticles: Preeclampsia versus
gestational hypertension. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 191(4), 1418-
1424. https://doi.org/10.1016/J.AJ0G.2004.06.044

Gradziuk, M., & Radziwon, P. (2017). Methods for detection of microparticles derived from
blood and endothelial cells. Acta Haematologica Polonica, 48(4), 316-329.
https://doi.org/10.1016/J.ACHAEM.2017.03.003

Granger, J., Spradley, F., & Bakrania, B. (2018). The Endothelin System: A Critical Player in the
Pathophysiology of Preeclampsia. In Current Hypertension Reports (Vol. 20, Issue 4).
Current Medicine Group LLC 1. https://doi.org/10.1007/s11906-018-0828-4

Greer, |, Lyall, F., Perera, T., Boswell, F., & Magara, L. (1994). Increased concentrations of
cytokines interleukin-6 and interleukin-1 receptor antagonist in plasma of women with
preeclampsia: a mechanism for endothelial dysfunction? Obstetrics and Gynecology, 84(6),
937-940. https://doi.org/10.1016/0020-7292(95)94888-m

Grimes, S., & Wild, R. (2018). Effect of Pregnancy on Lipid Metabolism and Lipoprotein Levels.
Endotext. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK498654/

Gyorgy, B., Szabd, T., Pasztéi, M., Pal, Z., Misjak, P., Aradi, B., Laszl6, V., Péllinger, E., Pap, E.,
Kittel, A., Nagy, G., Falus, A., & Buzas, E. (2011). Membrane vesicles, current state-of-the-
art: emerging role of extracellular vesicles. Cellular and Molecular Life Sciences 2011 68:16,
68(16), 2667-2688. https://doi.org/10.1007/5S00018-011-0689-3

Hamadeh, R., Mohsen, A., Kobeissy, F., Karouni, A., & Akoum, H. (2021). C-Reactive Protein for
Prediction or Early Detection of Pre-Eclampsia: A Systematic Review. Gynecologic and
Obstetric Investigation, 86(1-2), 13-26. https://doi.org/10.1159/000515530

153



BIBLIOGRAFIA

Hanley, J., & McNeil, B. (1983). A method of comparing the areas under receiver operating
characteristic curves derived from the same cases. Radiology, 148(3), 839-843.
https://doi.org/10.1148/RADIOLOGY.148.3.6878708

Hernandez-Diaz, S., Toh, S., & Cnattingius, S. (2009). Risk of pre-eclampsia in first and
subsequent pregnancies: prospective cohort study. BMJ, 338(7711), 34.
https://doi.org/10.1136/BMJ.B2255

Hertig, A., Berkane, N., Lefevre, G., Toumi, K., Marti, H., Capeau, J., Uzan, S., & Rondeau, E.
(2004). Maternal serum sFlt1 concentration is an early and reliable predictive marker of
preeclampsia. Clinical Chemistry, 50(9), 1702-1703.
https://doi.org/10.1373/CLINCHEM.2004.036715

Heydarian, M., McCaffrey, T., Florea, L., Yang, Z., Ross, M., Zhou, W., & Maynard, S. (2009). Novel
splice variants of sFltl are upregulated in preeclampsia. Placenta, 30(3), 250-255.
https://doi.org/10.1016/J.PLACENTA.2008.12.010

Holden, D., Fickling, S., Whitley, G., & Nussey, S. (1998). Plasma concentrations of asymmetric
dimethylarginine, a natural inhibitor of nitric oxide synthase, in normal pregnancy and
preeclampsia. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 178(3), 551-556.
https://doi.org/10.1016/50002-9378(98)70437-5

Hromada, C., Muihleder, S., Grillari, J., Redl, H., & Holnthoner, W. (2017). Endothelial
extracellular vesicles-promises and challenges. Frontiers in Physiology, 8(MAY), 275.
https://doi.org/10.3389/FPHYS.2017.00275/BIBTEX

Hutcheon, J., Lisonkova, S., & Joseph, K. (2011). Epidemiology of pre-eclampsia and the other
hypertensive disorders of pregnancy. Best Practice & Research Clinical Obstetrics &
Gynaecology, 25(4), 391-403. https://doi.org/10.1016/).BPOBGYN.2011.01.006

Hwang, H., Kwon, J., Kim, M., Park, Y., & Kim, Y. (2007). Maternal serum highly sensitive C-
reactive protein in normal pregnancy and pre-eclampsia. International Journal of
Gynaecology and Obstetrics: The Official Organ of the International Federation of
Gynaecology and Obstetrics, 98(2), 105-109. https://doi.org/10.1016/1.11G0.2007.03.050

Inglis, H., Norris, P., & Danesh, A. (2015). Techniques for the analysis of extracellular vesicles
using flow cytometry. Journal of Visualized  Experiments,  2015(97).
https://doi.org/10.3791/52484

Jayachandran, M., Miller, V., Heit, J.,, & Owen, W. (2012). Methodology for isolation,
identification and characterization of microvesicles in peripheral blood. Journal of
Immunological Methods, 375(1-2), 207-214. https://doi.org/10.1016/J.JIM.2011.10.012

Jim, B., & Karumanchi, S. (2017). Preeclampsia: Pathogenesis, Prevention, and Long-Term
Complications. Seminars in Nephrology, 37(4), 386-397.
https://doi.org/10.1016/J.SEMNEPHROL.2017.05.011

Jimenez, J., ly, W., Mauro, L., Soderland, C., Horstman, L., & Ahn, Y. (2003). Endothelial cells
release phenotypically and quantitatively distinct microparticles in activation and
apoptosis. Thrombosis Research, 109(4), 175-180. https://doi.org/10.1016/S0049-
3848(03)00064-1

154



BIBLIOGRAFIA

Johnson, J., & Louis, J. (2022). Does race or ethnicity play a role in the origin, pathophysiology,
and outcomes of preeclampsia? An expert review of the literature.
https://doi.org/10.1016/j.ajog.2020.07.038

Johnson, R., Kanbay, M., Kang, D., Sanchez-Lozada, L., & Feig, D. (2011). Uric acid: A clinically
useful marker to distinguish preeclampsia from gestational hypertension. In Hypertension
(Vol. 58, Issue 4, pp. 548-549). NIH Public Access.
https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.111.178921

Kanda, T., & Takahashi, T. (2004). Interleukin-6 and cardiovascular diseases. Japanese Heart
Journal, 45(2), 183-193. https://doi.org/10.1536/JHJ.45.183

Karacay, O., Sepici-Dincel, A., Karcaaltincaba, D., Sahin, D., Yalvag, S., Akyol, M., Kandemir, 0., &
Altan, N. (2010). A quantitative evaluation of total antioxidant status and oxidative stress
markers in preeclampsia and gestational diabetic patients in 24-36 weeks of gestation.
Diabetes Research and Clinical Practice, 89(3), 231-238.
https://doi.org/10.1016/J.DIABRES.2010.04.015

Katsi, V., Georgountzos, G., Kallistratos, M, Zerdes, I., Makris, T., Manolis, A., Nihoyannopoulos,
P., & Tousoulis, D. (2017). The Role of Statins in Prevention of Preeclampsia: A Promise for
the Future? Frontiers in Pharmacology, 8, 247. https://doi.org/10.3389/fphar.2017.00247

Kattah, A. (2020). Preeclampsia and Kidney Disease: Deciphering Cause and Effect. Current
Hypertension Reports 2020 22:11, 22(11), 1-11. https://doi.org/10.1007/511906-020-
01099-1

Kaur, G., Mishra, S., Sehgal, A., & Prasad, R. (2008). Alterations in lipid peroxidation and
antioxidant status in pregnancy with preeclampsia. Molecular and Cellular Biochemistry,
313(1-2), 37-44. https://doi.org/10.1007/511010-008-9739-Z

Kendall, R., Wang, G., & Thomas, K. (1996). Identification of a natural soluble form of the vascular
endothelial growth factor receptor, FLT-1, and its heterodimerization with KDR.
Biochemical and  Biophysical Research  Communications, 226(2), 324-328.
https://doi.org/10.1006/BBRC.1996.1355

Khalig, O., Konoshita, T., Moodley, J., & Naicker, T. (2018). The Role of Uric Acid in Preeclampsia:
Is Uric Acid a Causative Factor or a Sign of Preeclampsia? https://doi.org/10.1007/s11906-
018-0878-7

Khosla, K., Heimberger, S., Nieman, K., Tung, A., Shahul, S., Staff, A., & Rana, S. (2021). Long-
Term Cardiovascular Disease Risk in Women After Hypertensive Disorders of Pregnancy:
Recent Advances in Hypertension. Hypertension (Dallas, Tex.: 1979), 78(4), 927-935.
https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.121.16506

Kim, J., Back, M., Yi, H., Joung, K., Kim, H., & Ku, B. (2016). Effect of Atorvastatin on Growth
Differentiation Factor-15 in Patients with Type 2 Diabetes Mellitus and Dyslipidemia.
Diabetes & Metabolism Journal, 40(1), 70. https://doi.org/10.4093/DMJ.2016.40.1.70

Kishimoto, K. (1976). Regulation of antibody response in vitro. X. Biphasic effect of cyclic AMP on
the secondary anti-hapten antibody response to anti-immunoglobulin and enhancing
soluble factor - PubMed. https://pubmed.ncbi.nIlm.nih.gov/175119/

155



BIBLIOGRAFIA

Kriger-Genge, A., Blocki, A., Franke, R., & Jung, F. (2019). Vascular Endothelial Cell Biology: An
Update. International Journal of Molecular Sciences, 20(18).
https://doi.org/10.3390/1JMS20184411

Kulandavelu, S., Whiteley, K., Qu, D., Mu, J., Bainbridge, S., & Adamson, S. (2012). Endothelial
nitric oxide synthase deficiency reduces uterine blood flow, spiral artery elongation, and
placental oxygenation in pregnant mice. Hypertension (Dallas, Tex.: 1979), 60(1), 231-238.
https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.111.187559

Kumasawa, K., lkawa, M., Kidoya, H., Hasuwa, H., Saito-Fujita, T., Morioka, Y., Takakura, N.,
Kimura, T., & Okabe, M. (2011). Pravastatin induces placental growth factor (PGF) and
ameliorates preeclampsia in a mouse model. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United  States of  America, 108(4), 1451-1455.
https://doi.org/10.1073/PNAS.1011293108

Kumasawa, K., Iriyama, T., Nagamatsu, T., Osuga, Y., & Fujii, T. (2020). Pravastatin for
preeclampsia: From animal to human. Journal of Obstetrics and Gynaecology Research,
46(8), 1255-1262. https://doi.org/10.1111/jog.14295

Kupferminc, M., Peaceman, A., Aderka, D., Wallach, D., & Socol, M. (1996). Soluble tumor
necrosis factor receptors and interleukin-6 levels in patients with severe preeclampsia.
Obstetrics and Gynecology, 88(3), 420-427. https://doi.org/10.1016/0029-7844(96)00179-
2

Kwak, B., Mulhaupt, F., Myit, S., & Mach, F. (2000). Statins as a newly recognized type of
immunomodulator. Nature Medicine, 6(12), 1399-1402. https://doi.org/10.1038/82219

Lalic-Cosic, S., Dopsaj, V., Kovac, M., Mandic-Markovic, V., Mikovic, Z., Mobarrez, F., & Antovic,
A. (2021). Phosphatidylserine Exposing Extracellular Vesicles in Pre-eclamptic Patients.
Frontiers in Medicine, 8. https://doi.org/10.3389/FMED.2021.761453

Laresgoiti-Servitje, E., & Gomez-Lopez, N. (2012). The pathophysiology of preeclampsia involves
altered levels of angiogenic factors promoted by hypoxia and autoantibody-mediated
mechanisms. Biology of Reproduction, 87(2), 36-37.
https://doi.org/10.1095/BIOLREPROD.112.099861/2513813

Laskowska, M., Laskowska, K., & Oleszczuk, J. (2012). PP135. Maternal serum levels of
endothelial nitric oxide synthase and ADMA, an endogenous ENOS inhibitor in pregnancies
complicated by severe preeclampsia. Pregnancy Hypertension, 2(3), 312.
https://doi.org/10.1016/).PREGHY.2012.04.246

Laufs, U., la Fata, V., Plutzky, J., & Liao, J. (1998). Upregulation of endothelial nitric oxide
synthase by HMG CoA reductase inhibitors. Circulation, 97(12), 1129-1135.
https://doi.org/10.1161/01.CIR.97.12.1129

Lefkou, E., Mamopoulos, A., Dagklis, T., Vosnakis, C., Rousso, D., & Girardi, G. (2016). Pravastatin
improves pregnancy outcomes in obstetric antiphospholipid syndrome refractory to
antithrombotic therapy. The Journal of Clinical Investigation, 126(8), 2933-2940.
https://doi.org/10.1172/1CI86957

Ledn, G., Maida, R., Urrutia, A., Jorge, E., Guzman, A,, Fuentes, S., Medina, R., Moreno, M.,
Mufioz, J., Hicks, J., & Torres, Y. (2017). Oxidative profiles of LDL and HDL isolated from

156



BIBLIOGRAFIA

women  with  preeclampsia.  Lipids in  Health and  Disease, 16(1).
https://doi.org/10.1186/s12944-017-0480-z

Levine, R., Maynard, S.., Qian, C., Lim, K., England, L., Yu, K., Schisterman, E., Thadhani, R., Sachs,
B., Epstein, F., Sibai, B., Sukhatme, V., & Karumanchi, S. (2004). Circulating angiogenic
factors and the risk of preeclampsia. The New England Journal of Medicine, 350(7), 672-
683. https://doi.org/10.1056/NEJMOA031884

Liao, J. (2002). Isoprenoids as mediators of the biological effects of statins. The Journal of Clinical
Investigation, 110(3), 285. https://doi.org/10.1172/)CI16421

Lisowska, M., Pietrucha, T., & Sakowicz, A. (2018). Preeclampsia and Related Cardiovascular Risk:
Common Genetic Background. Current Hypertension Reports, 20(8).
https://doi.org/10.1007/511906-018-0869-8

Lok, C., Jebbink, J., Nieuwland, R., Faas, M., Boer, K., Sturk, A., & van der Post, J. (2009).
Leukocyte Activation and Circulating Leukocyte-Derived Microparticles in Preeclampsia.
American Journal of Reproductive Immunology, 61(5), 346-359.
https://doi.org/10.1111/J.1600-0897.2009.00701.X

Lok, C., van der Post, J., Sargent, I., Hau, C., Sturk, A., Boer, K., & Nieuwland, R. (2008). Changes
in microparticle numbers and cellular origin during pregnancy and preeclampsia.
Hypertension in Pregnancy, 27(4), 344-360. https://doi.org/10.1080/10641950801955733

Lok, C., van der Post, J., Sturk, A., Sargent, I., & Nieuwland, R. (2011). The functions of
microparticles in preeclampsia. Pregnancy Hypertension: An International Journal of
Women’s Cardiovascular Health, 1(1), 59-65.
https://doi.org/10.1016/J.PREGHY.2010.10.006

Lépez, M., Montalvo, |., Vital, V., Hinojosa, J., Leafios, A., & Martinez, A. (2015). Serial
determinations of asymmetric dimethylarginine and homocysteine during pregnancy to
predict pre-eclampsia: a longitudinal study. BJOG: An International Journal of Obstetrics
and Gynaecology, 122(12), 1586-1592. https://doi.org/10.1111/1471-0528.13516

Luan, Y., & Yao, Y. (2018). The clinical significance and potential role of C-reactive protein in
chronic inflammatory and neurodegenerative diseases. Frontiers in Immunology, 9(JUN),
1302. https://doi.org/10.3389/FIMMU.2018.01302/BIBTEX

Luo, Z., An, N., Xu, H., Larante, A., Audibert, F., & Fraser, W. (2007). The effects and mechanisms
of primiparity on the risk of pre-eclampsia: a systematic review. Paediatric and Perinatal
Epidemiology, 21 Suppl 1(SUPPL. 1), 36-45. https://doi.org/10.1111/).1365-
3016.2007.00836.X

Luppi, P., & Deloia, J. (2006). Monocytes of preeclamptic women spontaneously synthesize pro-
inflammatory cytokines. Clinical Immunology (Orlando, Fla.), 118(2-3), 268-275.
https://doi.org/10.1016/J.CLIM.2005.11.001

Ma, Y., Ye, Y., Zhang, J., Ruan, C., & Gao, P. (2019). Immune imbalance is associated with the
development of preeclampsia. Medicine, 98(14).
https://doi.org/10.1097/MD.0000000000015080

Makedos, G., Papanicolaou, A., Hitoglou, A., Kalogiannidis, I., Makedos, A., Vrazioti, V., &
Goutzioulis, M. (2007). Homocysteine, folic acid and B12 serum levels in pregnancy

157



BIBLIOGRAFIA

complicated with preeclampsia. Archives of Gynecology and Obstetrics, 275(2), 121-124.
https://doi.org/10.1007/500404-006-0223-2

Mannaerts, D., Faes, E., Gielis, J., van Craenenbroeck, E., Cos, P., Spaanderman, M., Gyselaers,
W., Cornette, J.,, & Jacquemyn, Y. (2018). Oxidative stress and endothelial function in
normal pregnancy versus pre-eclampsia, a combined longitudinal and case control study.
BMC Pregnancy and Childbirth, 18(1). https://doi.org/10.1186/s12884-018-1685-5

Many, A., Hubel, C., & Roberts, J. (1996). Hyperuricemia and xanthine oxidase in preeclampsia,
revisited. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 174(1 Pt 1), 288-291.
https://doi.org/10.1016/50002-9378(96)70410-6

Mao, D., Che, J, Li, K., Han, S., Yue, Q., Zhu, L., Zhang, W., & Li, L. (2010). Association of
homocysteine, asymmetric dimethylarginine, and nitric oxide with preeclampsia. Archives
of Gynecology and Obstetrics, 282(4), 371-375. https://doi.org/10.1007/500404-009-1234-
6

Marjono, A., Brown, D., Horton, K., Wallace, E., Breit, S., & Manuelpillai, U. (2003). Macrophage
inhibitory cytokine-1 in gestational tissues and maternal serum in normal and pre-
eclamptic pregnancy. Placenta, 24(1), 100-106. https://doi.org/10.1053/PLAC.2002.0881

Marques, F., Campos, F., Filho, O., Carvalho, A., Dusse, L., & Gomes, K. (2012). Circulating
microparticles in severe preeclampsia. Clinica Chimica Acta, 414, 253-258.
https://doi.org/10.1016/j.cca.2012.09.023

Martin, A., Bindra, R., Curcio, P., Cicero, S., & Nicolaides, K. (2001). Screening for pre-eclampsia
and fetal growth restriction by uterine artery Doppler at 11-14 weeks of gestation.
Ultrasound in Obstetrics and Gynecology, 18(6), 583-586. https://doi.org/10.1046/1.0960-
7692.2001.00594.X

Maynard, S., Min, J., Merchan, J., Lim, K., Li, J., Mondal, S., Libermann, T., Morgan, J., Sellke, F.,
Stillman, I., Epstein, F., Sukhatme, V., & Karumanchi, S. (2003). Excess placental soluble
fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt1) may contribute to endothelial dysfunction, hypertension,
and proteinuria in preeclampsia. Journal of Clinical Investigation, 111(5), 649.
https://doi.org/10.1172/JCI17189

Mbah, A., Kornosky, J., Kristensen, S., August, E., Alio, A., Marty, P., Belogolovkin, V., Bruder, K.,
& Salihu, H. (2010). Super-obesity and risk for early and late pre-eclampsia. BJOG : An
International  Journal of Obstetrics and Gynaecology, 117(8), 997-1004.
https://doi.org/10.1111/).1471-0528.2010.02593.X

McDonald, S., Malinowski, A., Zhou, Q., Yusuf, S., & Devereaux, P. (2008). Cardiovascular
sequelae of preeclampsia/eclampsia: a systematic review and meta-analyses. American
Heart Journal, 156(5), 918-930. https://doi.org/10.1016/J.AHJ.2008.06.042

Metzger, B., Buchanan, T., Coustan, D., de Leiva, A., Dunger, D., Hadden, D., Hod, M., Kitzmiller,
J.,, Kjos, S., Oats, J., Pettitt, D., Sacks, D., & Zoupas, C. (2007). Summary and
recommendations of the Fifth International Workshop-Conference on Gestational
Diabetes Mellitus. Diabetes Care, 30 Suppl 2(SUPPL. 2). https://doi.org/10.2337/DCO07-
$225

158



BIBLIOGRAFIA

Meziani, F., Tesse, A., & Andriantsitohaina, R. (2008). Microparticles are vectors of paradoxical
information in vascular cells including the endothelium: role in health and diseases.
Pharmacol Rep. 2008 Jan-Feb; 60(1):75-84. PMID: 18276988.

Mihu, D., Costin, N., Mihu, C. M., Blaga, L., & Pop, R. (2008). C-reactive protein, marker for
evaluation of systemic inflammatory response in preeclampsia. Revista Medico-
Chirurgicala a Societatii de Medici Si Naturalisti Din lasi, 112(4), 1019-1025.
https://europepmc.org/article/med/20209780

Mikhailova, V., Ovchinnikova, O., Zainulina, M., Sokolov, D., & Sel’kov, S. (2014). Detection of
microparticles of leukocytic origin in the peripheral blood in normal pregnancy and
preeclampsia. Bulletin of Experimental Biology and Medicine, 157(6), 751-756.
https://doi.org/10.1007/510517-014-2659-X

Miller, E., & Vollbracht, S. (2021). Neurology of Preeclampsia and Related Disorders: an Update
in Neuro-obstetrics. Current Pain and Headache Reports, 25(6).
https://doi.org/10.1007/511916-021-00958-Z

Moe, K., Sugulle, M., Dechend, R., Angel, K., & Staff, A. (2020). Functional and structural vascular
biomarkers in women 1 year after a hypertensive disorder of pregnancy. Pregnancy
Hypertension, 21, 23-29. https://doi.org/10.1016/J.PREGHY.2020.04.008

Moore, A., Brown, D., Fairlie, W.., Bauskin, A., Brown, P., Munier, M., Russell, P., Salamonsen, L.,
Wallace, E., & Breit, S. (2000). The transforming growth factor-ss superfamily cytokine
macrophage inhibitory cytokine-1 is present in high concentrations in the serum of
pregnant women. The Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 85(12), 4781-
4788. https://doi.org/10.1210/JCEM.85.12.7007

Mulla, M., Myrtolli, K., Potter, J., Boeras, C., Kavathas, P., Sfakianaki, A., Tadesse, S., Norwitz, E.,
Guller, S., & Abrahams, V. (2011). Uric Acid Induces Trophoblast IL-1B Production Via the
Inflammasome: Implications for the Pathogenesis of Preeclampsia. American Journal of
Reproductive  Immunology, 65(6), 542-548. https://doi.org/10.1111/).1600-
0897.2010.00960.X

Myatt, L., & Webster, R. (2009). Vascular biology of preeclampsia. Journal of Thrombosis and
Haemostasis: JTH, 7(3), 375-384. https://doi.org/10.1111/).1538-7836.2008.03259.X

Nair, A., & Savitha, C. (2017). Estimation of Serum Uric Acid as an Indicator of Severity of
Preeclampsia and Perinatal Outcome. Journal of Obstetrics and Gynaecology of India,
67(2), 109. https://doi.org/10.1007/513224-016-0933-8

Nieuwland, R., Berckmans, R., Rotteveel-Eijkman, R., Maquelin, K., Roozendaal, K., Jansen, P.,
ten Have, K., Eijsman, L., Hack, C., & Sturk, A. (1997). Cell-derived microparticles generated
in patients during cardiopulmonary bypass are highly procoagulant. Circulation, 96(10),
3534-3541. https://doi.org/10.1161/01.CIR.96.10.3534

Nilsson, E., Ros, H., Cnattingius, S., & Lichtenstein, P. (2004). The importance of genetic and
environmental effects for pre-eclampsia and gestational hypertension: a family study.
BJOG: An International Journal of Obstetrics and Gynaecology, 111(3), 200-206.
https://doi.org/10.1111/).1471-0528.2004.00042X.X

159



BIBLIOGRAFIA

Nirupama, R., Divyashree, S., Janhavi, P., Muthukumar, S., & Ravindra, P. (2021). Preeclampsia:
Pathophysiology and management. Journal of Gynecology Obstetrics and Human
Reproduction, 50(2), 101975. https://doi.org/10.1016/).JOGOH.2020.101975

Oggero, S., Godec, T., van Gorp, R., Pinto, L., Schurgers, J., Reutelingsperger, C., Sever, P.,
Norling, L. v., Perretti, M., & Gupta, A. (2022). Role of plasma extracellular vesicles in
prediction of cardiovascular risk and alterations in response to statin therapy in
hypertensive patients. Journal of Hypertension, 40(8), 1522-1529.
https://doi.org/10.1097/HJH.0000000000003178

O’Gorman, N., Wright, D., Syngelaki, A., Akolekar, R., Wright, A., Poon, L., & Nicolaides, K. (2016).
Competing risks model in screening for preeclampsia by maternal factors and biomarkers
at 11-13 weeks gestation. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 214(1), 103.e1-
103.e12. https://doi.org/10.1016/J.AJ0G.2015.08.034

Omani-Samani, R., Alizadeh, A., Almasi-Hashiani, A., Mohammadi, M., Maroufizadeh, S., Navid,
B., Khedmati-Morasae, E., & Amini, P. (2020). Risk of preeclampsia following assisted
reproductive technology: systematic review and meta-analysis of 72 cohort studies. The
Journal of Maternal-Fetal & Neonatal Medicine: The Official Journal of the European
Association of Perinatal Medicine, the Federation of Asia and Oceania Perinatal Societies,
the International Society of Perinatal Obstetricians, 33(16), 2826-2840.
https://doi.org/10.1080/14767058.2018.1560406

Ostlund, 1., Haglund, B., & Hanson, U. (2004). Gestational diabetes and preeclampsia. European
Journal of Obstetrics and Gynecology and Reproductive Biology, 113(1), 12-16.
https://doi.org/10.1016/J.EJOGRB.2003.07.001

Owens, M., Martin, J., Wallace, K., Keiser, S., Parrish, M., Tam Tam, K., & Martin, R. (2013).
Postpartum thrombotic microangiopathic syndrome. Transfusion and Apheresis Science:
Official Journal of the World Apheresis Association: Official Journal of the European Society
for Haemapheresis, 48(1), 51-57. https://doi.org/10.1016/J.TRANSCI.2012.05.016

Panaitescu, A., Ciobanu, A., Syngelaki, A., Wright, A., Wright, D., & Nicolaides, K. (2018).
Screening for pre-eclampsia at 35-37 weeks’ gestation. Ultrasound in Obstetrics &
Gynecology: The Official Journal of the International Society of Ultrasound in Obstetrics and
Gynecology, 52(4). https://doi.org/10.1002/U0G.19111

Pecoraro, V., & Trenti, T. (2020). Predictive value of serum uric acid levels for adverse maternal
and perinatal outcomes in pregnant women with high blood pressure. A systematic review
and meta-analysis. European Journal of Obstetrics, Gynecology, and Reproductive Biology,
252, 447-454. https://doi.org/10.1016/J.EJOGRB.2020.07.042

Peng, H., Yong, C., Xu, J.,, & Fan, Y. (2015). Elevated homocysteine levels and risk of
cardiovascular and all-cause mortality: a meta-analysis of prospective studies. Journal of
Zhejiang University. Science. B, 16(1), 78-86. https://doi.org/10.1631/JZUS.B1400183

Perry, H., Khalil, A., & Thilaganathan, B. (2018). Preeclampsia and the cardiovascular system: An
update. Trends in Cardiovascular Medicine, 28(8), 505-513.
https://doi.org/10.1016/J.TCM.2018.04.009

Pertegal, M., Fenoy, F., Hernandez, M., Mendiola, J., Delgado, J., Bonacasa, B., Corno, A., Lopez,
B., Bosch, V., & Hernandez, I. (2016). Fetal Val108/158Met catechol-O-methyltransferase

160



BIBLIOGRAFIA

(COMT) polymorphism and placental COMT activity are associated with the development
of preeclampsia. Fertility and Sterility, 105(1), 134-143.e3.
https://doi.org/10.1016/J.FERTNSTERT.2015.09.019

Petrozella, L., Mahendroo, M., Timmons, B., Roberts, S., Mclintire, D., & Alexander, J. (2012).
Endothelial microparticles and the antiangiogenic state in preeclampsia and the
postpartum period. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 207(2), 140.e20-
140.e26. https://doi.org/10.1016/J.AJ0G.2012.06.011

Pober, J., & Sessa, W. (2007). Evolving functions of endothelial cells in inflammation. Nature
Reviews Immunology 2007 7:10, 7(10), 803-815. https://doi.org/10.1038/nri2171

Poon, L., Zaragoza, E., Akolekar, R., Anagnostopoulos, E., & Nicolaides, K. (2008). Maternal serum
placental growth factor (PIGF) in small for gestational age pregnancy at 11(+0) to 13(+6)
weeks of gestation. Prenatal Diagnosis, 28(12), 1110-1115.
https://doi.org/10.1002/PD.2143

Possomato-Vieira, J., & Khalil, R. (2016). Mechanism of endothelial dysfunction in hypertensive
pregnancy and preeclampsia. Advances in Pharmacology, 77(7503), 361-431.
https://doi.org/10.1016/bs.apha.2016.04.008

Prins, J., Gomez, N., & Robertson, S. (2012). Interleukin-6 in pregnancy and gestational disorders.
Journal of Reproductive Immunology, 95(1-2), 1-14.
https://doi.org/10.1016/J.JR1.2012.05.004

Punthumapol, C., & Kittichotpanich, B. (2008). Comparative Study of Serum Lipid Concentrations
in Preeclampsia and Normal Pregnancy. J Med Assoc Thai, 91(7).
http://www.medassocthai.org/journal

Ram, M., Anteby, M., Weiniger, C., Havakuk, O., Gilboa, I., Shenhav, M., & Yogev, Y. (2021). Acute
pulmonary edema due to severe preeclampsia in advanced maternal age women.
Pregnancy Hypertension, 25, 150-155. https://doi.org/10.1016/).PREGHY.2021.05.019

Ramos, P. (2015). Statins: From High Potency to Extralipid Effects. Rev Esp Cardiol Supl, 15, 22-
27. https://doi.org/10.1016/51131-3587(15)70121-4

Rana, S., & Karumanchi, S. (2017). Pathophysiology of Preeclampsia. In Fetal and Neonatal
Physiology (pp. 1724-1732.e2). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-323-35214-
7.00172-4

Raymond, D., & Peterson, E. (2011). A critical review of early-onset and late-onset preeclampsia.
Obstetrical & Gynecological Survey, 66(8), 497-506.
https://doi.org/10.1097/0GX.0B013E3182331028

Redman, C. (1991). Current topic: pre-eclampsia and the placenta. Placenta, 12(4), 301-308.
https://doi.org/10.1016/0143-4004(91)90339-H

Redman, C., & Sargent, I. (2008). Circulating microparticles in normal pregnancy and pre-
eclampsia. Placenta, 29 Suppl A(SUPPL.), 73-77.
https://doi.org/10.1016/J.PLACENTA.2007.11.016

Redman, C., Staff, A., & Roberts, J. (2022). Syncytiotrophoblast stress in preeclampsia: the
convergence point for multiple pathways. Am J Obstet Gynecol. 2022 Feb;226(2S): S907-
$927. doi: 10.1016/j.ajog.2020.09.047

161



BIBLIOGRAFIA

Redman, C., & Sargent, I. (2005). Latest advances in understanding preeclampsia. Science (New
York, N.Y.), 308(5728), 1592-1594. https://doi.org/10.1126/SCIENCE.1111726

Roberge, S., Bujold, E., & Nicolaides, K. (2018). Aspirin for the prevention of preterm and term
preeclampsia: systematic review and metaanalysis. American Journal of Obstetrics and
Gynecology, 218(3), 287-293.e1. https://doi.org/10.1016/).AJ0G.2017.11.561

Rochette, L., Zeller, M., Cottin, Y., & Vergely, C. (2020). Insights Into Mechanisms of GDF15 and
Receptor GFRAL: Therapeutic Targets. Trends in Endocrinology & Metabolism, 31(12), 939-
951. https://doi.org/10.1016/J.TEM.2020.10.004

Rolnik, D., Wright, D., Poon, L. C., O’'Gorman, N., Syngelaki, A., de Paco Matallana, C., Akolekar,
R., Cicero, S., Janga, D., Singh, M., Molina, F., Persico, N., Jani, J., Plasencia, W.,
Papaioannou, G., Tenenbaum-Gavish, K., Meiri, H., Gizurarson, S., Maclagan, K., &
Nicolaides, K. (2017b). Aspirin versus Placebo in Pregnancies at High Risk for Preterm
Preeclampsia. =~ New  England  Journal of  Medicine, 377(7), 613-622.
https://doi.org/10.1056/NEJM0a1704559

Rolnik, D., Wright, D., Poon, L., Syngelaki, A., O’'Gorman, N., de Paco Matallana, C., Akolekar, R.,
Cicero, S., Janga, D., Singh, M., Molina, F., Persico, N., Jani, J., Plasencia, W., Papaioannou,
G., Tenenbaum-Gavish, K., & Nicolaides, K. (2017a). ASPRE trial: performance of screening
for preterm pre-eclampsia. Ultrasound in Obstetrics & Gynecology, 50(4), 492-495.
https://doi.org/10.1002/uo0g.18816

Saffer, C., Olson, G., Boggess, K., Beyerlein, R., Eubank, C., & Sibai, B. (2013). Determination of
placental growth factor (PIGF) levels in healthy pregnant women without signs or
symptoms of preeclampsia. Pregnancy Hypertension, 3(2), 124-132.
https://doi.org/10.1016/J.PREGHY.2013.01.004

Salazar, J., Martinez, M., Chavez-Castillo, M., NUfiez, V., Afiez, R., Torres, Y., Toledo, A., Chacin,
M., Silva, C., Pacheco, E., Rojas, J., & Bermudez, V. (2014). C-Reactive Protein: An In-Depth
Look into Structure, Function, and Regulation. International Scholarly Research Notices,
2014, 1-11. https://doi.org/10.1155/2014/653045

Sanchez-Aranguren, L., Prada, C., Riaflo-Medina, C., & Lopez, M. (2014). Endothelial dysfunction
and preeclampsia: role of oxidative stress. Frontiers in Physiology, 5(OCT).
https://doi.org/10.3389/FPHYS.2014.00372

Sangrador, C., & Orejas, G. (1999). Educaciéon Continuada Epidemiologia y Metodologia
Cientifica Aplicada a la Pediatria (IV): Pruebas diagndsticas. An Esp Pediatr 1999;50:301-
314

Sato, Y., Kanno, S., Oda, N., Abe, M., Ito, M., Shitara, K., & Shibuya, M. (2000). Properties of two
VEGF receptors, Flt-1 and KDR, in signal transduction. Annals of the New York Academy of
Sciences, 902, 201-207. https://doi.org/10.1111/).1749-6632.2000.TB06314.X

Sawvidou, M., Lees, C., Parra, M., Hingorani, A., & Nicolaides, K. (2002). Levels of C-reactive
protein in pregnant women who subsequently develop pre-eclampsia. BJOG: An
International  Journal of Obstetrics and  Gynaecology, 109(3), 297-301.
https://doi.org/10.1111/).1471-0528.2002.01130.X

Serban, C., Sahebkar, A., Ursoniu, S., Mikhailidis, D., Rizzo, M., Lip, G., Kees Hovingh, G.,
Kastelein, J., Kalinowski, L., Rysz, J., & Banach, M. (2015). A systematic review and meta-

162



BIBLIOGRAFIA

analysis of the effect of statins on plasma asymmetric dimethylarginine concentrations.
Scientific Reports 2015 5:1, 5(1), 1-8. https://doi.org/10.1038/srep09902

Serrano, N., Guio, E., Becerra-Bayona, S., Quintero-Lesmes, D., Bautista-Nifio, P., Colmenares-
Mejia, C., Pdez, M., Luna, M., Diaz, L., Ortiz, R., Beltrdn, M., Monterrosa, A., Miranda, Y.,
Mesa, C., Saldarriaga, W., & Casas, J. (2020). C-reactive protein, interleukin-6 and pre-
eclampsia: large-scale evidence from the GenPE case-control study. Scandinavian Journal
of Clinical and Laboratory Investigation, 80(5), 381-387.
https://doi.org/10.1080/00365513.2020.1747110

Shibata, E., Rajakumar, A., Powers, R., Larkin, R., Gilmour, C., Bodnar, L., Crcombleholme, W.,
Ness, R., Roberts, J., & Hubel, C. (2005). Soluble fms-like tyrosine kinase 1 is increased in
preeclampsia but not in normotensive pregnancies with small-for-gestational-age
neonates: relationship to circulating placental growth factor. The Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism, 90(8), 4895-4903. https://doi.org/10.1210/JC.2004-1955

Sibai, B., Dekker, G., & Kupferminc, M. (2005). Pre-eclampsia. Lancet (London, England),
365(9461), 785-799. https://doi.org/10.1016/50140-6736(05)17987-2

Sibal, L., Agarwal, S., Home, P.., & Boger, R. (2010). The Role of Asymmetric Dimethylarginine
(ADMA) in Endothelial Dysfunction and Cardiovascular Disease. Current Cardiology
Reviews, 6(2), 82. https://doi.org/10.2174/157340310791162659

Smith, D., & Costantine, M. (2020). The role of statins in the prevention of preeclampsia.
American Journal of Obstetrics and Gynecology.
https://doi.org/10.1016/J.AJ0G.2020.08.040

Sohlberg, S., Stephansson, O., Cnattingius, S., & Wikstrém, A. (2012). Maternal Body Mass Index,
Height, and Risks of Preeclampsia. https://doi.org/10.1038/ajh.2011.175

Spence, T., Allsopp, P. J., Yeates, A., Mulhern, M. S., Strain, J. J., & Mcsorley, E. M. (2021). Review
Article Maternal Serum Cytokine Concentrations in Healthy Pregnancy and Preeclampsia.
https://doi.org/10.1155/2021/6649608

Spradley, F.., Palei, A., & Granger, J. (2015). Increased risk for the development of preeclampsia
in obese pregnancies: weighing in on the mechanisms. American Journal of Physiology -
Regulatory, Integrative  and  Comparative  Physiology, 309(11), R1326.
https://doi.org/10.1152/AJPREGU.00178.2015

Stillman, I., & Karumanchi, S. (2007). The glomerular injury of preeclampsia. Journal of the
American Society of Nephrology: JASN, 18(8), 2281-2284.
https://doi.org/10.1681/ASN.2007020255

Stuhlinger, M., Tsao, P., Her, J., Kimoto, M., Balint, R., & Cooke, J. (2001). Homocysteine impairs
the nitric oxide synthase pathway: role of asymmetric dimethylarginine. Circulation,
104(21), 2569-2575. https://doi.org/10.1161/HC4601.098514

Suades, R., Padro, T., Alonso, R., Mata, P., & Badimon, L. (2013). Lipid-lowering therapy with
statins reduces microparticle shedding from endothelium, platelets and inflammatory
cells. Thrombosis and Haemostasis, 110(08), 366-377. https://doi.org/10.1160/TH13-03-
0238

163



BIBLIOGRAFIA

Sugulle, M., Dechend, R., Herse, F., Weedon-Fekjaer, M., Johnsen, G., Brosnihan, K., Anton, L.,
Luft, F., Wollert, K., Kempf, T., & Staff, A. (2009). Circulating and placental growth-
differentiation factor 15 in preeclampsia and in pregnancy complicated by diabetes
mellitus. Hypertension (Dallas, Tex: 1979), 54(1), 106-112.
https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.109.130583

Tangeras, L., Austdal, M., Skrastad, R., Salvesen, K., Austgulen, R., Bathen, T., & lversen, A.
(2015). Distinct First Trimester Cytokine Profiles for Gestational Hypertension and
Preeclampsia. Arteriosclerosis, Thrombosis, and Vascular Biology, 35(11), 2478-2485.
https://doi.org/10.1161/ATVBAHA.115.305817

Tannetta, D., Masliukaite, I., Vatish, M., Redman, C., & Sargent, I. (2017). Update of
syncytiotrophoblast derived extracellular vesicles in normal pregnancy and preeclampsia.
Journal of Reproductive Immunology, 119, 98-106.
https://doi.org/10.1016/J.JR1.2016.08.008

Taravati, A., & Tohidi, F. (2018). Comprehensive analysis of oxidative stress markers and
antioxidants status in preeclampsia. Taiwanese Journal of Obstetrics and Gynecology,
57(6), 779-790. https://doi.org/10.1016/).TJ0G.2018.10.002

Tashie, W., Fondjo, L., Owiredu, W., Ephraim, R., Asare, L., Adu-Gyamfi, E., & Seidu, L. (2020).
Altered Bioavailability of Nitric Oxide and L-Arginine Is a Key Determinant of Endothelial
Dysfunction in Preeclampsia. BioMed Research International, 2020.
https://doi.org/10.1155/2020/3251956

Taylor, B., Tang, G., Ness, R., Olsen, J., Hougaard, D., Skogstrand, K., Roberts, J., & Haggerty, C.
L. (2016). Mid-pregnancy Circulating Immune Biomarkers in Women with Preeclampsia
and Normotensive Controls. Pregnancy Hypertension, 6(1), 72.
https://doi.org/10.1016/J.PREGHY.2015.11.002

Tayyar, A., Krithinakis, K., Wright, A., Wright, D., & Nicolaides, K. (2016). Mean arterial pressure
at 12, 22, 32 and 36 weeks’ gestation in screening for pre-eclampsia. Ultrasound in
Obstetrics & Gynecology: The Official Journal of the International Society of Ultrasound in
Obstetrics and Gynecology, 47(5), 573-579. https://doi.org/10.1002/U0G.15815

Temel-Yuksel, I., Mathyk, B., Aslan-Cetin, B., Turhan, U., Okumus, Z., Yetkin-Yildirim, G., & Acar,
D. (2018). Maternal levels of growth differentiation factor-15 in patients with
preeclampsia. Hypertension in Pregnancy, 37(4), 192-196.
https://doi.org/10.1080/10641955.2018.1524477

Teran, E., Escudero, C., & Calle, A. (2005). C-reactive protein during normal pregnancy and
preeclampsia. International Journal of Gynecology and Obstetrics, 89(3), 299-300.
https://doi.org/10.1016/J.1JG0.2005.02.002

Tesfa, E., Nibret, E., & Munshea, A. (2020). Maternal lipid profile and risk of pre-eclampsia in
African pregnant women: A systematic review and meta-analysis. PloS One, 15(12).
https://doi.org/10.1371/JOURNAL.PONE.0243538

Théry, C., Witwer, K., Aikawa, E., Alcaraz, M., Anderson, J., Andriantsitohaina, R., Antoniou, A.,
Arab, T., Archer, F., Atkin-Smith, G., Ayre, D., Bach, J., Bachurski, D., Baharvand, H., Balaj,
L., Baldacchino, S., Bauer, N., Baxter, A., Bebawy, M., ... Zuba-Surma, E. (2018). Minimal
information for studies of extracellular vesicles 2018 (MISEV2018): a position statement of

164



BIBLIOGRAFIA

the International Society for Extracellular Vesicles and update of the MISEV2014
guidelines. Journal of Extracellular Vesicles, 7(1), 1535750.
https://doi.org/10.1080/20013078.2018.1535750

Thilaganathan, B., & Kalafat, E. (2019). Cardiovascular System in Preeclampsia and Beyond.
Hypertension (Dallas, Tex.: 1979), 73(3), 522-531.
https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.118.11191

Thompson, D., Pepys, M., & Wood, S. (1999). The physiological structure of human C-reactive
protein and its complex with phosphocholine. Structure (London, England: 1993), 7(2), 169-
177. https://doi.org/10.1016/50969-2126(99)80023-9

Tillett, W., & Francis, T. (1930). Serological reactions in pneumonia with a non-protein somatic
fraction of pneumococcus. The Journal of Experimental Medicine, 52(4), 561.
https://doi.org/10.1084/JEM.52.4.561

Tomimatsu, T., Mimura, K., Endo, M., Kumasawa, K., & Kimura, T. (2017). Pathophysiology of
preeclampsia: An angiogenic imbalance and long-lasting systemic vascular dysfunction. In
Hypertension Research (Vol. 40, Issue 4, pp. 305-310). Nature Publishing Group.
https://doi.org/10.1038/hr.2016.152

Too, G., & Hill, J. (2013). Hypertensive crisis during pregnancy and postpartum period. Seminars
in Perinatology, 37(4), 280-287. https://doi.org/10.1053/J.SEMPERI.2013.04.007

Tsai, V., Husaini, Y., Sainsbury, A., Brown, D., & Breit, S. (2018). The MIC-1/GDF15-GFRAL
Pathway in Energy Homeostasis: Implications for Obesity, Cachexia, and Other Associated
Diseases. Cell Metabolism, 28(3), 353-368. https://doi.org/10.1016/).CMET.2018.07.018

Turbeville, H., & Sasser, J. (2020). Preeclampsia beyond pregnancy: long-term consequences for
mother and child. American Journal of Physiology. Renal Physiology, 318(6), F1315-F1326.
https://doi.org/10.1152/AJPRENAL.00071.2020

Ugwuanyi, R., Chiege, I., Agwu, F., Eleje, G., & Ifediorah, N. (2021). Association between Serum
Uric Acid Levels and Perinatal Outcome in Women with Preeclampsia. Obstetrics and
Gynecology International, 2021. https://doi.org/10.1155/2021/6611828

VanWijk, M., Nieuwland, R., Boer, K., van der Post, J.,, VanBavel, E., & Sturk, A. (2002).
Microparticle subpopulations are increased in preeclampsia: possible involvement in
vascular dysfunction? American Journal of Obstetrics and Gynecology, 187(2), 450-456.
https://doi.org/10.1067/MOB.2002.124279

Verlohren, S., Brennecke, S., Galindo, A., Karumanchi, S., Mirkovic, L., Schlembach, D., Stepan,
H., Vatish, M., Zeisler, H., & Rana, S. (2022). Clinical interpretation and implementation of
the sFlIt-1/PIGF ratio in the prediction, diagnosis and management of preeclampsia.
Pregnancy Hypertension, 27, 42-50. https://doi.org/10.1016/J.PREGHY.2021.12.003

Vince, G., Starkey, P., Austgulen, R., Kwiatkowski, D., & Redman, C. (1995). Interleukin-6, tumour
necrosis factor and soluble tumour necrosis factor receptors in women with pre-eclampsia.
British Journal of Obstetrics and Gynaecology, 102(1), 20-25.
https://doi.org/10.1111/J.1471-0528.1995.TB09020.X

165



BIBLIOGRAFIA

Voto, L., lllia, R., Darbon-Grosso, H., Francisco Uranga, |., & Margulies, M. (1988). Uric acid levels:
a useful index of the severity of preeclampsia and perinatal prognosis. Journal of Perinatal
Medicine, 16(2), 123-126. https://doi.org/10.1515/JPME.1988.16.2.123

Voto, L., & Zeitune, M. (2022). Statins to prevent or treat preeclampsia: sometimes it is too late.
American Journal of Obstetrics and Gynecology, 226(3), 453,
https://doi.org/10.1016/j.ajog.2021.10.014

Wadhwani, N., Patil, V., Mehendale, S., Wagh, G., Gupte, S.., & Joshi, S. (2016). Increased
homocysteine levels exist in women with preeclampsia from early pregnancy. The Journal
of Maternal-Fetal & Neonatal Medicine: The Official Journal of the European Association of
Perinatal Medicine, the Federation of Asia and Oceania Perinatal Societies, the
International Society of  Perinatal Obstetricians, 29(16), 2719-2725.
https://doi.org/10.3109/14767058.2015.1102880

Wang, A., Rana, S., & Karumanchi, S. (2009). Preeclampsia: The Role of Angiogenic Factors in Its
Pathogenesis. Physiology, 24(3), 147-158. https://doi.org/10.1152/physiol.00043.2008

Wassmann, S., Laufs, U., Baumer, A., Miiller, K., Konkol, C., Sauer, H., B6hm, M., & Nickenig, G.
(2001). Inhibition of geranylgeranylation reduces angiotensin II-mediated free radical
production in vascular smooth muscle cells: involvement of angiotensin AT1 receptor
expression and Racl GTPase. Molecular Pharmacology, 59(3), 646-654.
https://doi.org/10.1124/MOL.59.3.646

Wei, J., Liao, J.,, & Bairey-Merz, C. (2021). Challenging Statin Pleiotropy: Preeclampsia.
Circulation, 144, 680-683. https://doi.org/10.1161/CIRCULATIONAHA.121.056140

Wikstrém, A., Larsson, A., Eriksson, U., Nash, P., Nordén-Lindeberg, S., & Olovsson, M. (2007).
Placental growth factor and soluble FMS-like tyrosine kinase-1 in early-onset and late-
onset preeclampsia. Obstetrics and Gynecology, 109(6), 1368-1374.
https://doi.org/10.1097/01.A0G.0000264552.85436.A1

Wikstréom, A., Stephansson, O., & Cnattingius, S. (2010). Tobacco uses during pregnancy and
preeclampsia risk: effects of cigarette smoking and snuff. Hypertension (Dallas, Tex: 1979),
55(5), 1254-1259. https://doi.org/10.1161/HYPERTENSIONAHA.109.147082

Williams, K., & Galerneau, F. (2002). The role of serum uric acid as a prognostic indicator of the
severity of maternal and fetal complications in hypertensive pregnancies. Journal of
Obstetrics and Gynaecology Canada: JOGC = Journal d’obstetrique et Gynecologie Du
Canada: JOGC, 24(8), 628-632. https://doi.org/10.1016/51701-2163(16)30193-1

Wischhusen, J., Melero, 1., & Fridman, W. (2020). Growth/Differentiation Factor-15 (GDF-15):
From Biomarker to Novel Targetable Immune Checkpoint. Frontiers in Immunology, 11,
951. https://doi.org/10.3389/FIMMU.2020.00951/BIBTEX

Wolf, P. (1967). The Nature and Significance of Platelet Products in Human Plasma. British
Journal of Haematology, 13(3), 269-288.  https://doi.org/10.1111/).1365-
2141.1967.TB08741.X

Wollert, K., Kempf, T., & Wallentin, L. (2017). Growth Differentiation Factor 15 as a Biomarker
in Cardiovascular Disease. Clinical Chemistry, 63(1), 140-151.
https://doi.org/10.1373/CLINCHEM.2016.255174

166



BIBLIOGRAFIA

Wright, A., Wright, D., Ispas, C., Poon, L., & Nicolaides, K. (2015). Mean arterial pressure in the
three trimesters of pregnancy: effects of maternal characteristics and medical history.
Ultrasound in Obstetrics & Gynecology, 45(6), 698-706.
https://doi.org/10.1002/U0G.14783

Wu, Y., Potempa, L., el Kebir, D., & Filep, J. (2015). C-reactive protein and inflammation:
conformational changes affect function. Biological Chemistry, 396(11), 1181-1197.
https://doi.org/10.1515/HSZ-2015-0149

Xiao, J. P.,Yin, Y., Gao, Y., Lau, S., Shen, F., Zhao, M., & Chen, Q. (2012). The increased maternal
serum levels of IL-6 are associated with the severity and onset of preeclampsia. Cytokine,
60(3), 856-860. https://doi.org/10.1016/J.CYT0.2012.07.039

Yafiez-M@, M., Siljander, P., Andreu, Z., Zavec, A., Borras, F., Buzas, E., Buzas, K., Casal, E.,
Cappello, F., Carvalho, J., Colas, E., Cordeiro-Da Silva, A,, Fais, S., Falcon-Perez, J., Ghobrial,
l., Giebel, B., Gimona, M., Graner, M., Gursel, I, ... de Wever, O. (2015). Biological
properties of extracellular vesicles and their physiological functions. J Extracell vesiculas.
2015 mayo 14;4. https://doi.org/10.3402/JEV.V4.27066

Yang, Y., & Wu, N. (2022). Gestational Diabetes Mellitus and Preeclampsia: Correlation and
Influencing Factors. Frontiers in Cardiovascular Medicine, 0, 193.
https://doi.org/10.3389/FCVM.2022.831297

Yokoyama-Kobayashi, M., Saeki, M., Sekine, S., & Kato, S. (1997). Human cDNA encoding a novel
TGF-beta superfamily protein highly expressed in placenta. Journal of Biochemistry, 122(3),
622-626. https://doi.org/10.1093/OXFORDJOURNALS.JBCHEM.A021798

Young, B., Levine, R., & Karumanchi, S. (2010). Pathogenesis of Preeclampsia. Annual Review of
Pathology: Mechanisms of Disease, 5(1), 173-192. https://doi.org/10.1146/annurev-
pathol-121808-102149

Zaborowski, M., Balaj, L., Breakefield, X., & Lai, C. (2015). Editor’s Choice: Extracellular Vesicles:
Composition, Biological Relevance, and Methods of Study. Bioscience, 65(8), 783.
https://doi.org/10.1093/BIOSCI/BIV084

Zeisler, H., Llurba, E., Chantraine, F., Vatish, M., Staff, A., Sennstrom, M., Olovsson, M.,
Brennecke, S., Stepan, H., Allegranza, D., Dilba, P., SchoedI, M., Hund, M., & Verlohren, S.
(2016). Predictive Value of the sFlt-1:PIGF Ratio in Women with Suspected Preeclampsia.
New England Journal of Medicine, 374(1), 13-22.
https://doi.org/10.1056/NEJMOA1414838

Zhang, Y., Zhao, C., Wei, Y., Yang, S., Cui, C., Yang, J., Zhang, J., & Qiao, R. (2018). Increased
circulating microparticles in women with preeclampsia. International Journal of Laboratory
Hematology, 40(3), 352-358. https://doi.org/10.1111/ijlh.12796

167



ANEXOS

8 Anexos

. Dictamen favorable del Comité de Etica de Investigacion con Medicamentos del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca

UNrixoco
Hospital Universitario
"Virgen de la Arrixaca"

Servicio

Murciano

de Salud

Ctra. Madrid - Cartagena ¢ Tel. 968 36 95 00
30120 EI Palmar (Murcia)

DICTAMEN DEL COMITE DE ETICA DE LA INVESTIGACION
CON MEDICAMENTOS

D. Antonio Pifiero Madrona, Presidente del Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la siguiente propuesta de la modificacién sustancial, subestudio ENDOSTATIN, ,
del ensayo clinico:

Titulo: Estudio controlado aleatorizado con Pravastatina versus placebo para la prevencién de preeclampsia (estudio
STATIN)

Codigo Promotor: FFIS/2016/02/ST N© EUDRACT: 2016-005206-19

Promotor: Fundacién para la Formacion e Investigacion Sanitarias de la Regidn de Murcia

Version Protocolo Evaluada: 1.0 03/01/2017

Version Hoja Informacion al Paciente Evaluada: CRIBADO / 2.1 25/05/2018
GENERAL / 3.1 25/05/2018

Y considera que:

El CEIm del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca en su reunién del 29/10/2018, tras la
evaluacion de la siguiente modificacién sustancial:

Modificacién sustancial: Subestudio ENDOSTATIN
Documentos: Protocolo subestudio 2.1 22/10/2018
Hoja de Informacion al Paciente 2.1 22/10/2018

emite un DICTAMEN FAVORABLE y acepta que se realice por la Dra. Catalina De Paco Matallana en el Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca.

Que este Comité ha realizado la evaluacién de la modificacion sustancial de la solicitud de autorizacién del ensayo, de
acuerdo con lo previsto en el Real Decreto 1090/2015 y en el capitulo III del reglamento (UE) 536/2014.

Que el CEIm del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca tanto en su composicién como en sus
procedimientos, cumple con las normas de BPC (CPMP/ICH/135/95) y con la legislacidn vigente que regula su
funcionamiento, y que la composicién del CEIm del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca es la
indicada en el anexo I, teniendo en cuenta que en el caso de que algin miembro participe en el ensayo o declare
algln conflicto de interés no habra participado en la evaluacion ni en el dictamen de la solicitud de autorizacién del
ensayo clinico.

Lo que firmo en Murcia, a 29 de octubre de 2018

_Dr. D. Antonio Pifi

Mod. 141}
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Il.  Propuesta favorable de la Comisidn para la Realizacion de Trabajos de Investigacion
en el Area | de Salud a la Direccién Gerencia del Area

e
e Murciano

| '
Region g de Murcia i _J P

19817019 165710

PROPUESTA DE AUTORIZACIQN PARA LA REALIZACION DE TRABAJO DE
INVESTIGACION EN EL AREA | DE SALUD

Solicitante: JEAN MICHEL SANTOYO GARCIA
DNI: 49971015L

Denominccion del Trabajo: EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PRAVASTATINA

| SOBRE LA FUNCION ENDOTELIAL VASCULAR EN MUJERES CON ALTO RIESGO DE
; PEECLAMPSIA TARDIA

Tipo de trabajo (TFG, TFM, Tesis, etc.): TESIS DOCTORAL

1 Servicio de desarrollo: ANALISIS CLINICOS

BAEIA ALCARAZ ANGEL

| Tutor en el centro: ISBEL HERNANDEZ GARCIA

| Fechas de realizacion: 2018

Andlizada la solicitud y documentaciéon presentada por el/la solicitante para la
realizacién del trabajo de investigacion arriba referido, reunida la COMISION PARA
LA EVALUACION DE TRABAJOS DE INVESTIGACION DEL AREA | DE SALUD se
propone a la Direccién Gerencia del Area su AUTORIZACION.

El/la solicitante deberda ajustarse a las Instrucciones aprobadas por la Direccién
Gerencia del Area, debiendo remitir, una vez finalizado el mismo una copia del mismo a
la Comisién para su archivo.

Fechado y firmado digitalmente al margen

er contrastada accedien
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M. Informe favorable de la Comisién de Etica de Investigacion de la Universidad de
Murcia

l.IHWEFISI"DI.T[IﬁIE ‘iﬁwr_.d::. _ C EI E:u.'-.a

£

CAMPLS MARE NOSTRUR

INFORME DE LA COMISION DE ETICA DE INVESTIGACION
DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

Jaime Peris Riera, Catedratico de Universidad y Secretario de la Comisidn de
Etica de Investigacion de la Universidad de Murcia,

CERTIFICA:

Que D. Jean Michell Santoyo Garcia ha presentado la memoria de trabajo de la
Tesis Doctoral titulada "Efecto del tratamiento con pravastating sobre la funcién
endatelial vascular en mujeres con alto riesgo de preeclampsia tardia”, dirigida
por D Isabel Hemandez Garcia y D. José Antonio Moguera Velasco, a la
Comision de Etica de Investigacién de Ia Universidad de Murcia.

Que dicha Comision analizd toda la documentacion presentada, y de
conformidad con lo acordado el dia trece de febrero de dos mil diecinueve’, por
unanimidad, se emite INFORME FAVORABLE, desde ] punto de vista &tico de
la investigacion.

Y para que conste y tenga los efectos que comespondan firmo esta cerificacion
con el visto hueno del Presidente de la Comision.

Ve e
EL PRESIDENTE DE LA COMISION
DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

Fdo.: Francisco Esquembre Martinez

A los efectos de lo esteblecido ea el art. 19.5 de la Ley 402015 de 1 de ocrubre de Fégimen Turidico del
Sector Piblico (B/0.E. 02-10), se advierte que &l acta de I3 sesion citada esta pendiente de sprobecion
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Informe favorable del Comité de Bioseguridad en Experimentacion de la Universidad
de Murcia

UNWERSIDAD DE  Yicerecturae fﬁE comitede ‘)
MURCIA  investmacion y Tramslerentia - E irmemt CAMPUS WMARE NOSTRUN

INFORME DEL COMITE DE BIOSEGURIDAD EN EXPERIMENTACION
DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

Lucia Periago Garcia, Jefa de Seccidn de Recursos Humanos de la Investigacian
y del Plan Propio v en funciones de Secretaria del Comité de Bioseguridad en
Experimentacion de la Universidad de Murcia

CERTIFICA:

Que D. Jean Michell Santoyo Garcia presentd la memoria de trabajo de su Tesis
Doctoral titulada "Efecto del tratamienfo con pravastafina sobre la funcidn
endotelial vascular en mujeres con alfo rfesgo de preeclampsia tardia®, dirigida
por D2 Isabel Hemandez Garcia y D. José Antonio Noguera Velasco, al Comité
de Bioseguridad en Experimentacion.

Qe dicho Comité analizd toda la documentacion presentada, v de conformidad
con lo acordado el dia catorce de febrero de dos mil diecinueve, por unanimidad,
se emite INFORME FAVORABLE, desde el punto de vista ético de la
bioseguridad en la investigacion.

Y para que conste y tenga los efectos gue comespondan, fimo esta certificacion,
con el visto bueno del Presidente de la Comision.

Vo B
EL PRESIDENTE DEL COMITE |
DE BIOSEGURIDAD EN EXPERIMENTACION
DE LA UNIVERSIDAD DE MURCIA

Fdo.: Francisco Esquembre Martinez
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V.  Consentimiento informado firmado por los participantes del estudio

UMIVERSIDAD DE | g k. 4
ENDOSTATIN IMIB <@*
ARRIXACA

Subestudio EMDMOSTATIM, version 2.1. Fecha 22-10-2018

HOJA DE INFORMACION A LA PERSONA PARTICIPANTE

Titulo del subesiudio: EFECTO DEL TEATAMIENTO CON FEAVASTATINA S0OBEE LA
FUNCION ENDOTELIAL VASCULAR EN MUJERES CON ALTO RIESGO DE
FPREECLAMPSIA TARDIA

Estimada Sra.:

Le invitamos a participar en un estudio de investigacion porgque es usted:
- unagestante sana g,
- una gestante con riesgo de preecampsia que va a participar en el ensayo
clinico STATIN

Objetivos v finalidad

La salud cardiovascutar depende en parte de la funcion del endotelio vascular, que &
ve afectado en distintas patologias la presclampsia. La alteracion de la funcion
endotelial s& produce en ocasiones en etapas precoces del desammollo de la
enfermedad vascular, por lo que puede servir de marcador precoz en pacientes de
rizsgo. Por ello en este estudio se pretende la evaluacion de ta funcion endotelial en
mujeres gestantes sanas vy con riesgo de presclampsia mediante la medida del flujo
sanguineo cutaneo mediante una técnica laéser y marcadores bioguimicos

El conocimienio generado con la reslizacion de este proyecio de investigacion
permitird el avance en la comprension de los mecanismos moleculares y bioguimicos
que participan en la preeclampsia y por tanto el desarrolic de nuevas estrategias
terapéuticas encaminadas a reducir 8 morbilidad v mortalidad asociada. Asimismo
ayudarda a identificar a las madres con elevado riesgo de padecer la enfermedad,
permitiendo el desamollc de estrategias preventivas especificas, precoces y, en
consecuencia, mas eficaces. Con este proyecto de investigacion esperamos poder
mejorar 2l diagnastico v la comprension de ia fisiopatologia de la preeclampsia tardia.

Datos referentes al participante. Informar scbre ko siguienie:
sPor qué le hemos invitado?

El motivo de dicha invitacidn ez que usied ez una gestante sana o con riesgo de
prescampsia gque va a participar en el ensayo clinico STATIN, lo que pusde servir
para determinar la relacion de posibles alteraciones de la funcidn endotelial v Ia
enfermedad, asi como el efecto de la administracion de pravastatina.

:Qlue pasa =i participo en el estudio?

Si es usted una gestante sana formara parte del grupo control del estudio
ENDOSTATIN .
- Obtendremos una muesira de sangre para ef estudio de marcadores de
funcion endotelial en plasma, gue sera almacenada en el Biobanc-Mur
hasta su utilizacion, ¥ gue una vez acabado el estudio sera destruida.
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- Le determinaremos la respuesta de flujo capilar de la piel que aumentaran
localmente tras una reduccion del flujo sanguineo humeral durante 3
minutos.

5i ez usted una gestante con alto riesgo de preeclampsia que esta formando

parte de los grupos placebo o tratamiento del estudic STATIN, podra participar en

el subestudio ENDOSTATIM, lo gue no supondra intervencion alguna que puesda

modificar o interferir en el desamollo o los resultados del estudio STATIN, ya que

52 ajustara en lugar y tiempo con las visitas programadas para dicho estudio.

- Analizaremos distintos marcadores bioquimicos en muestras de sangre

obtenidas, previa solicitud al Biobanco de la Region de Murcia, de alicuctas
aimacenadas procedentes del estudio STATIM.

- Le determinaremos la respuesta de flujo capilar de la piel gue aumentara
localmente tras una reduccion del flujo sanguineo humeral durante 3
minutos.

Después de un registro durante 60 segundos del flujo sanguineo tisular basal, se
procede de una compresion de la arteria humeral mediante la insuflacion del manguito
de presion arterial 30 mmHg por encima de la presion arterial sistdlica, determinada
previamente en el brazo contralateral. A los 2 minutos de registro isquemia (flujo=0),
se fibera el manguito y se registra el cambio de flujo sanguineo fras reperfusion
durante 3 minutos, para el posterior analisis del area de la curva.

iCuales son las posibles desventajas o beneficios si forma parte del
estudio?

Mo hay desventajas o riesgos al formar parte de este estudio, a excepcion de los
denvados de la intermupcion transitoria del flujo sanguineo en el antebrazo (ligera
sensacion de hormigueo) vy la puncion venosa para la obtencion de sangre.

Medidas de Seguridad. Este equipo y protocolo se ha utilizado previamente en
pacientes gestantes para determinacion de la funcion endoteiial, sin gue haya
presentado ninguna reaccion adversa. Mo obstante se tomaran las siguientes
precaucionss. El manejo del eguipo v la medida de funcion endotelial se realizara
por personal cualificado y entrenado para elio, participante en el proyecto de
investigacion, siguiendo las recomendaciones del manual del propio sistema
Perilont Micropharmacology System. Mo se realizara la prueba a sujetos sensibles
al contacto con sistemas eléctricos.

£Queé pasa si hay algin problema?

Ante cualquier queja que tenga al respecto, los responsables del estudio seran
debidamente informados. Cualguier duda que tenga respecto a este estudio.
pregunte a los médicos responsables del mismo.

£%era confidencial la participacion en el estudio?

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos
los sujetos paricipantes se ajustara a lo dispuesto en el Reglamento (UE) 2016/679
del Parlamento europeo v del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccion de Datos
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(RGPD). De acuerdo & lo que establece la legislacion mencionada, usted pusde
gjercer los derechos de acceso, modificacion, oposicion y cancelacion de datos, para
lo cual debe dirigirse a los médicos responsables del estudio.

Loz dates recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo vy sdio
los medicos responsables y colaboradores podran relacionar dichos datos con usted v
con su historia clinica. Por ko tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna
salva excepciones, en caso de urgencia médica o requerimiento legal.

Solo 52 transmitirdn a terceros v @ otros paises los datos recogidos para el estudio que
en ningln caso contendran informacion gue le pueda identificar dirsctaments, como
nombre y apellidos, iniciales, direccion, n® de la seguridad social, etc. En el caso de
que se produzca esta cesidn, sera para los mismos fines del estudio descrito y
garantizando la confidencialidad come minimo con el nivel de proteccion de ia
legislacion vigente en nuestro pais.

£Que pasara con los resultados del estudio?

Tras el anilisiz de toda la informacion, sacaremos conciusiones que seran publicadas
en revistas cientificas. Sus datos personales no seran identificados en ningdn caso.

;s Quién organiza este estudio?

El estudio sera dirigido por Departamento Obstetricia y Ginecologia (HCUVA) vy de
Fisiologia Humana de la Facultad de Medicina de la Universidad de Murcia.

AQuién ha revisado el estudio?

Este proyecto ha sido revisado y aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica
de la Amrixaca.

Datos de los investigadores

Ante cualquier duda o renuncia que pueda surgir en relacion con su parficipacion en la
presente investigacion, pueden dirigirse a la persona responsable de la misma, cuyos
datos son los siguientes:

+ Mombre: Catalina de Paco Matallana

+ (Cargo: FEA

+ [Direccion de contacto. Departamento de Obstetricia v Ginecologia. Unidad de
Medicina Materno fetal, HCLUW A

* Comreo electronico: Katy. depaco@gmail.com

En consecuencia, le solictamos que firne y enfregue la hoja de consentimiento
informado gue se adjunta.

Firmado: En nombre del equipo investigador, ...
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MURCIA

Consentimiento Informado. ENDOSTATIN, V 2.1. Fecha: 22-10-2018
Estudio vinculado al estudio STATIN.

"L .8 ARRIXACA

ANEXOS

Efecto de la pravastatina en mujeres con alto riesgo de preeclampsia sobre la funcion
endotelial y los marcadores de inflamacion, estrés oxidativo y microvesiculas extracelulares

circulantes.

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO DE FUNCION ENDOTELIAL VINCULADO AL STATIN

Caonfirmo que he leido y entendido |a Hoja de Informacion al Paciente del Subestudio
EMDOSTATIN (Version 1.0 Fecha 15 de Julio de 2018) para el estudio arriba resefiado y
he tenido la oportunidad de preguntar mis dudas con una respuesta satisfactoria a
todas ellas.

He sido identificado como de alto o bajo riesgo para desarrollar preeclampsia y estoy
de acuerdo en participar en el estudio de evall.:atit':n de la funcion endotelial.

Mombre de lapaciente .. Firma._ ... _Fecha ...
Investigador......... SRR i 1 1 1 TESURO '~ o | - FNROOTR
TestiB0. e S [T - DU ' - u! | - NORORONT
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VI.

Caracteristicas técnicas de los ensayos utilizados para el estudio

ANEXOS

Ensayo A O e Muestras Estabilidad a Unidafi de Limite.c%e Interv.al.o, de CV intra-ensayo | CV inter-ensayo

-20°C medida deteccion medicién (%) (%)
CATS Colorimétrico Suero, plasma >3 meses mmol/L 0,1 0-2,5 1,2 2,4
HCIS Inmunonefelométrico Suero, plasma >3 meses umol/L 2 2,0-64,0 4,5 7,3
AU Enzimatico colorimétrico Suero, plasma >3 meses mg/dL 0,2 0,20 - 25 1,1 1,8
IL-6 Electroquimioluminiscencia Suero, plasma >3 meses pg/mL 1,5 1,5- 5000 1,4 2,7
GDF-15 Electroquimioluminiscencia Suero, plasma >3 meses pg/mL 400 400 - 20000 0,9 1,8
PCR Turbidimétrico Suero, plasma >3 meses mg/dL 0,1 0,2-20 0,9 3,5
PIGF TRACE Suero, plasma >3 meses pg/mL 3,6 3,6 - 7000 3,1 6,6
sFlt-1 TRACE Suero, plasma >3 meses pg/mL 22 22 - 90000 0,8 3,7
MVs Citometria de flujo Plasma <1afno mvs/uL 1 1-100000 4,0 5,0
ADMA ELISA de competicion Suero, plasma >3 meses ng/mL 24,7 24,7 - 2000 5,0 5,0
Colesterol total Enzimatico colorimétrico Suero, plasma >3 meses mg/dL 3,87 3,87 - 800 0,5 1,9
Triglicéridos Enzimatico colorimétrico Suero, plasma >3 meses mg/dL 8,85 8,85 - 885 1,6 1,9
HDL-colesterol Enzimatico colorimétrico Suero, plasma >3 meses mg/dL 3,09 3,09 - 150 1,0 1,5
ApoB Inmunonefelométrico Suero, plasma >3 meses mg/dL 25 400 1,9 3,6
ApoAl Inmunonefelométrico Suero, plasma >3 meses mg/dL 5 5-600 2,3 2,7
LpA Inmunonefelométrico Suero, plasma 1 mes mg/dL 0,2 2,5-160 1,8 3,5

Nota. CV, coeficiente de variacion; CATS, capacidad antioxidante total del suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido urico; IL-6, interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento
15; PCR, proteina C reactiva; PIGF, factor de crecimiento placentario; sFit-1, forma soluble de la tirosina quinasa tipo 1 similar al FMS; MVs, microvesiculas; ADMA, dimetil arginina
asimétrica; ApoB, apolipoproteina B; ApoAl, apolipoproteina Al; LpA, lipoproteina A; TRACE, Emision Amplificada de Criptato Resuelta en el Tiempo.
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VIIL. Valores de normalidad de los biomarcadores analizados en el estudio

ANEXOS

Biomarcador

Unidad de medida

Rango de normalidad

CATS
HCIS
AU
IL-6
GDF-15
PCR
PIGF
SFLT-1
MVs
ADMA

Colesterol total
Triglicéridos
Colesterol HDL
Colesterol LDL
ApoB

ApoAl

LpA

mmol/L
umol/L
mg/dL
pg/mL
ug/mL
mg/dL
pg/mL
pg/mL
mvs/uL
ng/mL
mg/dL
mg/dL
mg/dL
mg/dL
mg/dL
mg/dL
mg/dL

1,33-1,77*
3,2-21,4*
3,1-6,3*

<75
36,0 - 66,1°
<0,8*

41-752%

1023 - 8492%

219 - 349*
131 - 453*
48 - 87*
101 - 224*
85-238*
145 - 262*
1-30*

Nota. CATS, capacidad antioxidante total del suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido urico; IL-6, interleuquina 6; GDF-
15, factor de diferenciacion del crecimiento 15; PCR, proteina C reactiva; PIGF, factor de crecimiento placentario; sFit-
1, forma soluble de la tirosina quinasa tipo 1 similar al FMS; MVs, microvesiculas; ADMA, dimetil arginina asimétrica;
ApoB, apolipoproteina B; ApoAl, apolipoproteina Al; LpA, lipoproteina A. Fuentes: (*) Abbassi-Ghanavati et al.,
2009; (®) Documentacién del fabricante; y (-) no definido.
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Tabla A.1

Biomarcadores medidos en los grupos con bajo y alto riesgo de PE a término

IX. Tablas de resultados

ANEXOS

Biomarcador

Bajo riesgo
(n=57)

Alto riesgo
(n=68)

Significacion
estadistica (p)

Estrés oxidativo
CATS (mmol/L)
HCIS (umol/L)
AU (mg/dL)
Inflamacidn
IL-6 (pg/mL)
GDF-15 (ug/mL)
PCR (mg/dL)
Angiogénesis
PIGF (pg/mL)
PIGF MoM
sFlt-1 (pg/mL)
sFlt-1 (MoM)
Relacioén sFlt-1/PIGF
Funcién endotelial
MVs-tot (mvs/uL)
MVs-pla (mvs/uL)
MVs-leu (mvs/uL)
MVs-mon (mvs/uL)
MVs-end (mvs/uL)
MVs-ena (mvs/uL)
MVs-sct (mvs/uL)
ADMA (ng/mL)
Dislipemia
Colesterol total (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Colesterol-HDL (mg/dL)
Colesterol-no-HDL (mg/dL)
Colesterol-LDL (mg/dL)
ApoB (mg/dL)
ApoAl (mg/dL)
Relaciéon ApoB/ApoAl
LpA (mg/dL)

1,72 [1,64 - 1,88]
5,31[4,7-5,9]
3,7[3,25- 4,1]

1,5 [1,5 - 2,36]
79,7 [64,7 - 117,6]
0,47 [0,25 - 0,76]

354,7 [165,5 - 546,3]
1,05 [0,60 - 1,73]
2090 [1489 - 2689]
1,03 [0,71 - 1,36]
5,6 [3,6 - 14]

2108 [1382 - 3017]
1685 [1017 - 2374]
30 [14 - 71]
4[2-15]
6[3-14]
2[1-4]
412-6]

657 [537 - 991]

250 [217,5 - 280,5]
246 [189,5 - 292]
76 [63,5 - 82,5]
180 [146,5 - 203,5]
127 [102 - 151]
133 [115 - 153]
224 [205 - 246,5]
0,61 [0,52 - 0,69]
13,5 [4,7 - 27,45]

1,59 [1,53 - 1,66]
6,31[5,7-7,17]
4,6[4-5,1]

4,2 [2,95 - 5,15]
114,2 [75,1 - 159,8]
0,48 [0,27 - 0,70]

91 (57,2 - 146,6]
0,34 [0,24 - 0,60]
5011 [3683,2 - 6478,7]
2,09 [1,64 - 2,88]
57,1[32,97 - 90,27]

2153 [1471 - 3026]
1283 [839 - 1813]
89 [47 -159]

12 [8 - 18]
10[8 - 17]
8[4-11]
9[6- 14]

786 [502 - 1497]

246 [209,2 - 273,7]
256,5 [225 - 300,7]
68 [58 - 77,5]
172 [143,2 - 200,7]
123 [92,5 - 148,5]
127,5[113,7 - 156]
216,5 [202,2 - 231]
0,59 [0,52 - 0,73]
13,3 [7,5 - 31,5]

<0,001
<0,001
<0,001

<0,001
0,001
0,923

<0,001
<0,001
<0,001
<0,001
<0,001

0,641
0,053
<0,001
<0,001
0,001
<0,001
<0,001
0,049

0,511
0,159
0,058
0,779
0,573
0,957
0,140
0,730
0,753

Nota. Los datos estdn expresados como mediana [rango intercuartilico]. Nota. CATS, capacidad antioxidante total del
suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido urico; IL-6, Interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15;
PCR, proteina C reactiva; PIGF, factor de crecimiento placentario; MoM, multiplos de la mediana; sFlt-1, forma soluble
de la tirosina quinasa tipo 1 similar al FMS; MVs-tot, total de MVs anexina V+; MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu,
MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de monocitos; MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de células

endoteliales activadas; MVs-sct,
apolipoproteina B; ApoAl, apolipoproteina Al; LpA, lipoproteina A.
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Tabla A.2

Caracteristicas demogrdficas y clinicas basales de los subgrupos del ensayo clinico

ANEXOS

- Placebo Pravastatina Significacion
Caracteristica .
(n=35) (n=33) estadistica (p)
Datos demogrdficos y epidemioldgicos
Edad (afios) 33,2+6,3 32,4+6,5 0,572
Peso (kg) 76,5 [70 - 85,4] 751[70,2 - 84,9] 0,965
Estatura (m) 161 [157 - 164] 160 [157 - 167] 0,693
IMC (kg/m?) 30,2+4,8 29,9+4,6 0,632
Raza blanca 34 (97,7) 32(97) 0,739
Habito de fumar 5(14,3) 0 0,031
Nuliparidad 22 (62,9) 25 (75,8) 0,187
Historia familiar de PE 3(8,6) 5(15,2) 0,321
Comorbilidades:
Lupus eritematoso sistémico 0 0 -
Sindrome antifosfolipido 1(2,9) 0 0,515
Diabetes mellitus 1(2,9) 0 0,515
Hipertension arterial cronica 1(2,9) 1(3) 0,739
Datos clinicos del embarazo
Conseguido por reproduccion asistida 3(8,6) 9(25,7) 0,590
Edad gestacional (semanas) 35,4 [35,3 - 35,7] 35,6 [35,3 - 35,7] 0,453
Riesgo de PE (1 en) 9(6-14) 11(5-15) 0,863
Presidn arterial media (mmHg) 95,3 [91 - 100,7] 96,2 [91 - 99,8] 0,897
Presidn arterial media (MoM) 1,07 £0,08 1,07 £ 0,07 0,883
Consumo de aspirina en dosis bajas 13 (37,1) 8(24,2) 0,187
IP de la arteria uterina 0,73 [0,61-0,9] 0,69 [0,6 - 0,8] 0,238
IP de la arteria uterina (MoM) 1,04 [0,85 - 1,3] 0,96 [0,84 - 1,13] 0,256
Desarrollo de PE 4(11,4) 3(9,1) 0,753
Diabetes mellitus gestacional 5(14,3) 3(9,1) 0,753
Hipertension inducida por el embarazo 7 (20) 4(12,1) 0,381
Resultados del embarazo
Trabajo de parto
Espontaneo 14 (40) 16 (48,5) 0,485
Inducido 19 (54,3) 15 (45,5) 0,470
Sin trabajo 2(5,7) 2(6,1) 0,952
Forma de parto
Vaginal 13 (37,1) 17 (51,5) 0,236
Cesarea 14 (40) 7(21,2) 0,096
Instrumental 8(22,9) 9(27,3) 0,677
Edad gestacional al parto (semanas) 39,7 [39,1-40,4] 39,9 [38,9 - 40,5] 0,749
Peso al nacer (g) 3200 [2760 - 3555] 3230 [3012 - 3473] 0,722

Nota. Los datos estdn expresados como media + desviacion estdndar, mediana [rango intercuartilico] o niumero
(porcentaje). IMC, indice de masa corporal; MoM, multiplos de la mediana; IP, indice de pulsatilidad.
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Tabla A.3

Biomarcadores basales de los subgrupos del ensayo clinico

ANEXOS

Biomarcador

Placebo
(n=35)

Pravastatina
(n=33)

Significacion
estadistica (p)

Estrés oxidativo
CATS (mmol/L)
HCIS (umol/L)
AU (mg/dL)
Inflamacidn
IL-6 (pg/mL)
GDF-15 (ug/mL)
PCR (mg/dL)
Angiogénesis
PIGF (pg/mL)
PIGF MoM
sFlt-1 (pg/mL)
sFlt-1 (MoM)
Relacion sFlt-1/PLGF
Funcidn endotelial
MVs-tot (mvs/uL)
MVs-pla (mvs/uL)
MVs-leu (mvs/uL)
MVs-mon (mvs/uL)
MVs-end (mvs/uL)
MVs-ena (mvs/uL)
MVs-sct (mvs/uL)
ADMA (ng/mL)
Dislipemia
Colesterol total (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Colesterol-HDL (mg/dL)
Colesterol-no-HDL (mg/dL)
Colesterol-LDL (mg/dL)
ApoB (mg/dL)
ApoAl (mg/dL)
Relacion ApoB/ApoAl
LpA (mg/dL)

1,59 [1,55 - 1,66]
6,45 [5,67 - 7,22]
4,5[4-5,1]

3,94 [2,65 - 4,85]
105,4 [74,7 - 151,2]
0,42 (0,26 - 0,70]

94,7 [ 55,9 - 125,7]
0,35[0,23-0,52]
5119 [3541,7 - 6027,5]
2,08[1,63-3,06]
55,5 (31,87 - 95,37]

2048 [1425 - 3022]
1230 [849 - 1727]
92 [57 - 141]
10 [8 - 18]
107 - 13]
7[4-10]
9[6-14]

764 [434 - 1631]

245 [200 - 245]
268 [234 - 320,2]
66 [57,5 - 76,5]
168 [141,2 - 193,5]
120,5 [86 - 145]
131[109 - 147,7]
219,5[2,3-231,5]
0,58 [0,51 - 0,58]
10,5[7,4 - 31,6]

1,58 [1,53 - 1,66]
6,2 [5,7-6,9]
4,7 [4-5,3]

4,35 (3,04 -5,57]
122,9 (77,6 - 182,8]
0,51[0,27 - 0,73]

91[61,2 - 155,7]
0,33[0,25-0,7]
4899 [3693,5 - 6516,5]
2,11 [1,68-2,75]
59 [33,9 - 81,15]

2153 [1586 - 3649]
1328 [805 - 1834]
83 [41-189]
13 [10-17]

13 [8-17]
9[5-12]
9[6-15]

958 [598 - 1474]

245 [214 - 278]
254 [205 - 289]
68 [62 - 79]
172 [147 - 209]
122 [97 - 148]
125 (117 - 162]
213 [201 - 235]
0,59 [0,52-0,76]
17,91[7,6 - 32,7]

0,645
0,511
0,893

0,273
0,480
0,548

0,754
0,488
0,956
0,936
0,976

0,498
0,729
0,724
0,165
0,202
0,135
0,795
0,529

0,602
0,202
0,527
0,672
0,733
0,830
0,704
0,663
0,432

Nota. Los datos estdn expresados como mediana [rango intercuartilico]. Nota. CATS, capacidad antioxidante total del
suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido urico; IL-6, Interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15;
PCR, proteina C reactiva,; PIGF, factor de crecimiento placentario; MoM, multiplos de la mediana; sFit-1, forma soluble
de la tirosina quinasa tipo 1 similar al FMS; MVs-tot, total de MVs anexina V+; MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu,
MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de monocitos; MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de células

endoteliales activadas; MVs-sct,
apolipoproteina B; ApoAl, apolipoproteina Al; LpA, lipoproteina A.

184

MVs de sincitiotrofoblasto; ADMA, dimetil arginina asimétrica; ApoB,



Tabla A.4

Biomarcadores pareados medidos en el subgrupo que recibio placebo

ANEXOS

Biomarcador

Placebo visita pre-intervencién

(n=35)

placebo visita post-intervencion

(n=35)

Significacion
estadistica (p)

Estrés oxidativo
CATS (mmol/L)
HCIS (umol/L)
AU (mg/dL)
Inflamacion
IL-6 (pg/mL)
GDF-15 (ug/mL)
PCR (mg/dL)
Angiogénesis
PIGF (pg/mL)
PIGF MoM
sFlt-1 (pg/mL)
sFlt-1 (MoM)
Relacion sFlt-1/PLGF
Funcidn endotelial
MVs-tot (mvs/uL)
MVs-pla (mvs/uL)
MVs-leu (mvs/uL)
MVs-mon (mvs/uL)
MVs-end (mvs/uL)
MVs-ena (mvs/uL)
MVs-sct (mvs/uL)
ADMA (ng/mL)
Dislipemia
Colesterol total (mg/dL)
Triglicéridos (mg/dL)
Colesterol-HDL (mg/dL)
Colesterol-no-HDL (mg/dL)
Colesterol-LDL (mg/dL)
ApoB (mg/dL)
ApoAl (mg/dL)
Relacion ApoB/ApoAl
LpA (mg/dL)

1,59 [1,55 - 1,66]
6,45 [5,67 - 7,22]
4,5[4-5,1]

3,94 [2,65 - 4,85]
105,4 [74,7 - 151,2]
0,42 [0,26 - 0,70]

94,7 [ 55,9 -125,7]
0,35[0,23-0,52]
5119 [3541,7 - 6027,5]
2,08[1,63 -3,06]
55,5 [31,87 - 95,37]

2048 [1425 - 3022]
1230 [849 - 1727]
92 [57 - 141]
10 [8-18]
10[7-13]
7[4-10]
9[6-14]

764 [434 - 1631]

245 [200 - 245]
268 [234 -320,2]
66 [57,5 - 76,5]
168 [141,2 - 193,5]

120,5 [86 - 145]
131109 - 147,7]
219,5(2,3-231,5]
0,58[0,51-0,58]
10,5[7,4 - 31,6]

1,63[1,6-1,69]
6,4[5,6-7,7]
4,9[4,3-5,9]

4,47 [3,5-5,58]
107,2 [77,1 - 165]
0,45[0,21-0,84]

60,28 [48,35 - 88,7]
0,36 [0,19 - 0,56]
6934 [4849 - 9249]
2,49 1,71 -3,07]
102,2 [74 - 188,1]

2931 [2076 - 3749]
1655 [1172 - 2276]
123 [89 - 178]
16 [9-29]

14 [10 - 24]
9[5-14]
11[6-15]

418 [345 - 1610]

233 [203 - 264]
290 [242 - 355]
63 [58 - 76]
163 [141 - 194]
125 [110 - 150]
218 [204 - 234]
0,6 [0,48-0,7]
9,9 5,6 - 24,5]

<0,001
0,081
<0,001

0,052
0,400
0,461

<0,001
0,050
<0,001
0,249
<0,001

0,008
0,005
0,005
0,004
<0,001
0,018
0,024
0,155

0,321
0,014
0,085
0,600
0,231
0,527
0,165
0,001

Nota. Los datos estdn expresados como mediana [rango intercuartilico]. Nota. CATS, capacidad antioxidante total del
suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido urico; IL-6, Interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15;
PCR, proteina C reactiva,; PIGF, factor de crecimiento placentario; MoM, multiplos de la mediana; sFit-1, forma soluble
de la tirosina quinasa tipo 1 similar al FMS; MVs-tot, total de MVs anexina V+; MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu,
MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de monocitos; MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de células
MVs de sincitiotrofoblasto, ADMA, dimetil arginina asimétrica; ApoB,
apolipoproteina B; ApoAl, apolipoproteina Al; LpA, lipoproteina A.

endoteliales activadas; MVs-sct,

185



ANEXOS

Tabla A.5
Biomarcadores pareados medidos en el subgrupo que recibio pravastatina

Pravastatina visita pre-intervencion | Pravastatina post-intervencion Significacion
Biomarcador estadistica
(n=33) (n=33) (p)
Estrés oxidativo
CATS (mmol/L) 1,58 [1,53 - 1,66] 1,62 [1,54 - 1,66] 0,064
HCIS (umol/L) 6,2 [5,7 - 6,9] 6,3 [5,65 - 7,3] 0,610
AU (mg/dL) 4,7[4-5,3] 4,91[4,2-5,75] 0,011
Inflamacion
IL-6 (pg/mL) 4,35 (3,04 - 5,57] 4,88 [3,61 - 5,87] 0,299
GDF-15 (ug/mL) 122,9 [77,6 - 182,8] 110,8 [82,3 - 184,2] 0,288
PCR (mg/dL) 0,51[0,27 - 0,73] 0,37 [0,25 - 0,78] 0,092
Angiogénesis
PIGF (pg/mL) 91 [61,2 - 155,7] 59,8 [46,97 - 123,4] 0,043
PIGF MoM 0,33[0,25-0,7] 0,34 [0,30-1,87] 0,176
sFlt-1 (pg/mL) 4899 [3693,5 - 6516,5] 7830 [5930 - 9289] <0,001
sFlt-1 (MoM) 2,11[1,68 - 2,75] 2,24[0,99 - 2,74] 0,866
Relacidn sFlt-1/PIGF 59 [33,9-81,15] 116,5[62,6 - 180,5] <0,001
Funcién endotelial
MVs-tot (mvs/pL) 2153 [1586 - 3649] 1637 [1010 - 2290] <0,001
MVs-pla (mvs/uL) 1328 [805 - 1834] 761 [487 - 1387] <0,001
MVs-leu (mvs/uL) 83 [41 - 189] 62 [24 - 114] <0,001
MVs-mon (mvs/uL) 13 [10-17] 5[3-9] <0,001
MVs-end (mvs/pL) 13 [8-17] 4[3-7] <0,001
MVs-ena (mvs/uL) 9([5-12] 4[2-5] <0,001
MVs-sct (mvs/uL) 9[6-15] 5[3-8] <0,001
ADMA (ng/mL) 958 [598 - 1474] 676 [452 - 1323] 0,112
Marcadores de dislipemia
Colesterol total (mg/dL) 245 [214 - 278] 220 [187 - 251] <0,001
Triglicéridos (mg/dL) 254 [205 - 289] 234 [188 - 283] 0,317
Colesterol-HDL (mg/dL) 68 [62 - 79] 71[57 - 80] 0,465
Colesterol-no-HDL (mg/dL) 172 [147 - 209] 151 [115 - 184,5] <0,001
Colesterol-LDL (mg/dL) 122 [97 - 148] 99 [71-126,5] <0,001
ApoB (mg/dL) 125 [117 - 162] 117 [95,5 - 135,5] <0,001
ApoAl (mg/dL) 213 [201 - 235] 222 [192,5 - 240,5] 0,844
Relacion ApoB/ApoAl 0,59 [0,52 - 0,76] 0,52 [0,43 - 0,68] <0,001
LpA (mg/dL) 16,9 [7,6 - 32,7] 13,5 [5,8 - 31,5] 0,061

Nota. Los datos estdn expresados como mediana [rango intercuartilico]. Nota. CATS, capacidad antioxidante total del
suero; HCIS, homocisteina; AU, dcido urico; IL-6, Interleuquina 6; GDF-15, factor de diferenciacion del crecimiento 15;
PCR, proteina C reactiva,; PIGF, factor de crecimiento placentario; MoM, multiplos de la mediana; sFit-1, forma soluble
de la tirosina quinasa tipo 1 similar al FMS; MVs-tot, total de MVs anexina V+; MVs-pla, MVs de plaquetas; MVs-leu,
MVs leucocitarias; MVs-mon, MVs de monocitos; MVs-end, MVs de células endoteliales; MVs-ena, MVs de células
endoteliales activadas; MVs-sct, MVs de sincitiotrofoblasto; ADMA, dimetil arginina asimétrica; ApoB,
apolipoproteina B; ApoAl, apolipoproteina Al; LpA, lipoproteina A.
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