UNIVERSIDAD DE MURCIA
FACULTAD DE MEDICINA

Biomarcadores Predictores de preeclampsia en
Gestantes con Factores de Riesgo

D° Ana Martinez Ruiz

2013






UNIVERSIDAD DE MURCIA
FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular (B) e Inmunologia

TESIS DOCTORAL

BIOMARCADORES PREDICTORES DE PREECLAMPSIA EN
GESTANTES CON FACTORES DE RIESGO

Memoria para optar al grado de doctor

presentada por

Ana Martinez Ruiz

Bajo la direccion de los Doctores:

Dr. Pedro Martinez Hernandez
Dra. Isabel Tovar Zapata

Dra. M2 Desamparados Sarabia Meseguer

Murcia, 2013






UNIVERSIDAD DE MURCIA

Dr. PEDRO MARTINEZ HERNANDEZ, Jefe de Servicio del
Laboratorio Clinico del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca de Murcia
y profesor Asociado al Departamento de BIOQUIMICA y BIOLOGIA
MOLECULAR B E INMUNOLOGIA de la Universidad de Murcia, autoriza:

La presentacion de la Tesis Doctoral titulada “BIOMARCADORES
PREDICTORES DE PREECLAMPSIA EN GESTANTES CON FACTORES
DE RIESGOQ’, realizada por D ANA MARTINEZ RUIZ, bajo mi direccion y
supervision, y que presenta para la obtencion del grado de Doctor por la

Universidad de Murcia.

En Murcia, a 4 de Febrero de 2013







UNIVERSIDAD DE MURCIA

Dra. ISABEL TOVAR ZAPATA, facultativo especialista en Analisis
Clinicos en el HOSPITAL UNIVERSITARIO VIRGEN DE LA ARRIXACA,

autoriza:

La presentacion de la Tesis Doctoral titulada “Biomarcadores
predictores de preeclampsia en gestantes con factores de riesgo’,
realizada por D® ANA MARTINEZ RUIZ, bajo mi inmediata direccion y

supervision, y que presenta para la obtencion del grado de Doctor por la

A

En Murcm $4 de Febrero de 2013

Universidad de Murcia.

Vv






UNIVERSIDAD DE MURCIA

Dra. M® Desamparados Sarabia Meseguer, facultativo especialista en
Analisis Clinicos en el HOSPITAL UNIVERSITARIO VIRGEN DE LA
ARRIXACA, autoriza:

La presentacion de la Tesis Doctoral titulada “Biomarcadores
predictores de preeclampsia en gestantes con factores de riesgo’,
realizada por D? ANA MARTINEZ RUIZ, bajo mi inmediata direccion y
supervisién, y que presenta para la obtencion del grado de Doctor por la

Universidad de Murcia.

En Murcia, a 4 de Febrero de 2013

/]

[







A mis padres
A mi hermana
A Joaquin

Las tres referencias fundamentales en mi vida






AGRADECIMIENTOS

A mis directores de tesis: Pedro Martinez, Isabel Tovar y Amparo Sarabia, sin
vosotros este proyecto no hubiera sido posible. Gracias por vuestra ayuda, dedicacion y

confianza que me han permitido desarrollarme profesionalmente.

A todos los integrantes del Servicio de Andlisis Clinicos del Hospital Virgen de
la Arrixaca, y en especial al Laboratorio de Hormonas por haber participado de algun

modo en la elaboracion de esta tesis.

A la Unidad de Medicina Fetal del Hospital Virgen de la Arrixaca por su
colaboracion en este proyecto.

A mis murcianicos, gracias por estos cinco afos irrepetibles llenos de grandes

momentos. Nunca los olvidaré.

A mis malaguefias, gracias por todos estos afios de amistad, para que duren otros
tantos, y porque hacéis de Méalaga la ciudad a la que siempre quiero regresar.

A mi hermana Elena, mi mejor amiga, gracias por poder contar contigo y saber

gue siempre estaréas ahi.
A Migue y Carlota, por todo lo que nos queda por compartir juntos.

A mis padres, por vuestro carifio y confianza durante todos estos afios, sin

olvidar los homenajes de los domingos en familia.
A mi abuela Catalina, siempre presente en los momentos importantes de mi vida.

Al resto de mi familia, M? Angeles, Joaquin, Ana, M@ Angeles y Paco, por

aceptarme como una mAas entre vosotros.

A mi futuro marido Joaquin, mi mejor amigo, gracias por tu apoyo
incondicional, por los buenos momentos que hemos compartido y los que quedan por

venir.

A todos, gracias






INDICE

ABREVIATURAS I
LISTA DE TABLAS \Y,
LISTA DE FIGURAS IX
I. INTRODUCCION 1
I.1 La preeclampsia como trastorno hipertensivo del embarazo 3
1.2 Definicion e incidencia 4
1.3 Etiologia y factores de riesgo 5
1.4 Diagnostico 9
1.5 Fisiopatologia de la preeclampsia 11
1.5.1 Establecimiento de una deficiente circulacién placentaria 11

1.5.2 Establecimiento de una respuesta sistémica materna 17

1.6 Aspectos genéticos en la preeclampsia 19
1.7 Hipotesis unificada de la fisiopatologia de la preeclampsia 20
1.8 Prevencién de la preeclampsia 23
1.9 Factores predictores de preeclampsia 23
1.9.1 Estudio Doppler de las resistencias en las arterias uterinas 24

1.9.2 Marcadores propuestos como posibles predictores de preeclampsia 25
1.9.2.1 Forma soluble de la tirosin kinasa 1 (sFlt-1) 26

1.9.2.2 Factor de crecimiento placentario (PIGF) 26

1.9.2.3 Proteina plasmatica A asociada al embarazo (PAPP-A) 27



1.9.2.4 Acido Urico

1.9.2.5 Triglicéridos

1.9.2.6 Antigeno serico CA125

1.9.2.7 Enzima convertidora de angiotensina
1.9.3 Polimorfismo genético de la ECA y su asociacion con la preeclampsia

1.9.4 Polimorfismo genético de la Apolipoproteina E (Apo E) y su

asociacion con la preeclampsia
1.9.5 Otros marcadores de interés
1.9.5.1 Endoglina soluble (SEng)

1.9.5.2 Inhibina A

1.9.5.3 Proteina placentaria 13 (PP13)

I1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I1l. MATERIAL Y METODOS

I11.1 Disefio del estudio
I11.2 Sujetos
I11.2.1 Criterios de inclusion
111.2.2 Criterios de exclusion
111.2.3 Grupos de estudio
I11.3 Método
I11.3.1 Parametros de estudio
111.3.1.1 Parametros de laboratorio

111.3.1.2 Variables clinicas

27

28

28

29

31

31

31

31

33

37

39

40

40

41

41

43

43

43

44



I11.3.2 Recogida y procesamiento de las muestras 44

111.3.3 Andlisis estadistico 59
[11.3.4 Confidencialidad del estudio 60
IV. RESULTADOS 61
IV.1 Estudio descriptivo 63
IV.1.1 Caracteristicas generales de la poblacion de riesgo 63
IV.1.1 Caracteristicas de los distintos grupos de estudio 64
IV.1.3 Descriptivo del grupo con preeclampsia 67

IV.2 Comparativa de las caracteristicas maternas de los distintos grupos de gg
estudio

IV.3 Estudio Doppler de las arterias uterinas 74
IV.4 Estudio analitico 79
IV.4.1 Comparacién de marcadores de variables cuantitativas 79
IV.4.1.1 Primer trimestre de gestacion 79

IV.4.1.2 Segundo trimestre de gestacion 88

IV.4.2 Correlaciones bivariadas 96
IV.4.2.1 Primer trimestre de gestacion 96

IV.4.2.2 Segundo trimestre de gestacion 100

IV.4.3 Influencia de los factores de riesgo sobre los marcadores propuestos 102
como predictores de preeclampsia

IV.4.3.1 Primer trimestre de gestacion 102
IV.4.3.2 Segundo trimestre de gestacion 104

IV.4.4 Andlisis univariante de los marcadores predictores de preeclampsia 105

IV.4.4.1 Primer trimestre de gestacion 105



IV.4.4.2 Segundo trimestre de gestacion
IV.5 Andlisis multivariante

IV.5.1 Combinacion de marcadores para el calculo del rendimiento
diagnostico

IV.5.2 Regresion lineal multiple
IV.5.2.1 Primer trimestre de gestacion
IV.5.2.2 Segundo trimestre de gestacion
IV.5.3 Regresion logistica
IV.6 Estudio genético
IV.6.1 Estudio genético de la ECA

IV.6.2 Estudio genético de la Apo E

IV.7 Comparacién de los marcadores angiogénicos (sFlt-1 y PIGF) entre
embarazos Unicos y multiples en el primer y segundo trimestre de gestacién

IV.7.1 Primer trimestre de gestacion

IV.7.2 Segundo trimestre de gestacion

V. DISCUSION

V.1 Primer trimestre de gestacion

V.1.1 Estudio de los marcadores predictores de PE en el primer trimestre de
gestacion

V.1.2 Estudio de correlaciones y analisis de la influencia de los factores de
riesgo en el primer trimestre de gestacion

V.1.3 Analisis del rendimiento diagnostico de los marcadores predictores de
PE en el primer trimestre de gestacion

V.2 Segundo trimestre de gestacién

V.2.1 Estudio de los marcadores predictores de PE en el segundo trimestre
de gestacion

108

112

112

115

116

120

122

123

123

127

[EEN

28

128

131

133

136

136

140

142

143

143



V.1.2 Estudio de correlaciones y analisis de la influencia de los factores de
riesgo en el segundo trimestre de gestacion

V.1.3 Anélisis del rendimiento diagnostico de los marcadores predictores de
PE en el segundo trimestre de gestacion

V.3 Combinacién de marcadores para la prediccion de la PE
V.4 Estudio genético de la ECA y de la Apo E

V.5 Comparacion de los marcadores angiogénicos (sFlt-1 y PIGF) entre
embarazos unicos y multiples en el primer y segundo trimestre de gestacién

V.6 Aproximacion al establecimiento de un test de cribado para la PE
V.7 Limitaciones del estudio

V.8 Conflicto de intereses

V1. CONCLUSIONES

VII. ANEXOS

VIIl. REFERENCIAS

146

147

148

148

150

151

152

152

153

157

163






BhCG
ABC
ADN
Apo B
Apo E
ATI
CA125

CIR

dNTP’s
ECA

eNOS

ECLIA

EDTA

FIV
Fit-1
FRET
GOT
GPT
HIF-a

HTA

IMC

Subunidad B de la gonadotropina coridénica humana
Area bajo la curva

Acido desoxirribonucleico

Apolipoproteina B

Apolipoproteina E

Receptor | de la angiotensina 1l

Antigeno sérico CA125

Crecimiento intrauterino restringido

Delecion

Desoxinucleotidos trifosfato

Enzima convertidora de angiotensina

Oxido nitrico sintasa endotelial

Especificidad

Electroquimioluminiscencia

Acido etilendiaminotetracético

Foward

Fecundacidn in vitro

Receptor de la tirosin kinasa 1

Transferencia de energia de resonancia de Forster
Aspartato aminotransferasa

Alanina aminotransferasa

Factor de transcripcion inducido por la hipoxia
Hipertension arterial

Insercion

indice de masa corporal

ABREVIATURAS



IMPT Inhibidores de metaloproteasas tisulares

IP indice de pulsatilidad medio
IR indice de resistencia medio
KIR Receptor inmunoglobulin killer
LDH Lactato deshidrogenasa

LDL Lipoproteinas de baja densidad
MoM Muiltiplo de la mediana

NK Natural killer

NO Oxido nitrico

0, Anioén superdxido

OR Odss ratio

OVF Onda de velocidad de flujo

PA Presion arterial

PAPP-A  Proteina plasmatica A asociada al embarazo

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PE Preeclampsia

PFE Peso fetal estimado

PIGF Factor de crecimiento placentario
PP13 Proteina placentaria 13

R Reverse

ROC Curvas de rendimiento diagndstico
RIC Rango intercuartilico

sEng Endoglina soluble

S Sensibilidad

sFIt-1 Forma soluble de la tirosin kinasa 1

TFP Tasa de falsos positivos



TGF-p
THE
m
TNFa
TPA
VEGF
VPN

VPN

Factor de crecimiento transformante f3
Trastornos hipertensos del embarazo
Temperatura de fusion o melting

Factor de necrosis tumoral alfa
Tripropilamina

Factor de crecimiento endotelial vascular
Valor predictivo negativo

Valor predictivo positivo






LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion de los THE

Tabla 2. Clasificacion de la PE

Tabla 3. Principales genes candidatos estudiados en la PE
Tabla 4. Caracteristicas analiticas del acido Urico y triglicéridos

Tabla 5. Caracteristicas analiticas de los marcadores determinados por
electroquimioluminiscencia

Tabla 6. Valores de PAPP-A calculados para cada semana de gestacion
Tabla 7. Caracteristicas analiticas de la ECA

Tabla 8. Componentes de la Reaccion en cadena de la polimerasa
Tabla 9. Reaccidn de secuenciacion

Tabla 10. Caracteristicas de la PCR a tiempo real

Tabla 11. Componentes de la PCR

Tabla 12 Genotipo del codon 112 de la Apo E

Tabla 13. . Genotipo del codén 158 de la Apo E

Tabla 14. Resultados del andlisis de las curvas Melting de la Apo E
Tabla 15. Caracteristicas maternas de la poblacién de riesgo

Tabla 16. Descriptivo de las caracteristicas maternas del grupo 1
Tabla 17. Descriptivo de las caracteristicas maternas del grupo 2
Tabla 18. Descriptivo de las caracteristicas maternas del grupo 3

Tablal9. Caracteristicas de las ocho gestantes que han desarrollado PE durante el
estudio

Tabla 20. Caracteristicas maternas de la poblacion de riesgo total (grupo 1y 2) y
el grupo control (grupo 3) durante su inclusion en el estudio

Tabla 21. Caracteristicas maternas de las gestantes de los tres grupos durante su
inclusion en el estudio

10

20

46

48

49

49

51

53

55

56

57

57

59

63

64

65

66

68

69

70



Tabla 22. Caracteristicas maternas del grupo 1 y 2 durante su inclusion en el
estudio

Tabla 23. Caracteristicas maternas del grupo 1 y 3 durante su inclusion en el
estudio

Tabla 24. Caracteristicas maternas del grupo 1 y grupo 2 y 3 durante su inclusion
en el estudio

Tabla 25. Estudio Doppler de las arterias uterinas del grupo de riesgo y control
Tabla 26. Estudio Doppler de las arterias uterinas de los tres grupos de estudio
Tabla 27. Estudio Doppler de las arterias uterinas del grupo 1y 2

Tabla 28. Estudio Doppler de las arterias uterinas del grupo 1y 3

Tabla 29. Estudio Doppler de las arterias uterinas del grupo 1 y el grupo 2y 3

Tabla 30. Comparacion de los pardmetros bioquimicos clasicos y el parametro
hematoldgico en la poblacion de riesgo y grupo control en el primer trimestre de
gestacion

Tabla 31. Comparacién de los pardmetros bioquimicos clasicos y el parametro
hematoldgico en los tres grupos de estudio en el primer trimestre de gestacion

Tabla 32. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en
la poblacion de riesgo y grupo control en el primer trimestre de gestacion

Tabla 33. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en
los tres grupos de estudio en el primer trimestre de gestacion

Tabla 34. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en
el grupo 1y 2 en el primer trimestre de gestacion

Tabla 35. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en
el grupo 1y 3 en el primer trimestre de gestacion

Tabla 36. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en
el grupo 1y grupo 2 y 3 en el primer trimestre de gestacion

Tabla 37. Comparacion de los pardmetros bioquimicos clasicos y el parametro
hematoldgico en la poblacion de riesgo y grupo control en el segundo trimestre de
gestacion

Vi

71

72

73

74

74

76

77

78

80

80

81

83

85

86

87

88



Tabla 38. Comparacién de los pardmetros bioquimicos clasicos y el pardmetro
hematoldgico en los tres grupos de estudio en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 39. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en
la poblacion de riesgo y grupo control en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 40. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en
los tres grupos de estudio en el segundo trimestre de gestacién

Tabla 41. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en
el grupo 1y 2 en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 42. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en
el grupo 1y 3 en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 43. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en
el grupo 1y grupo 2 y 3 en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 44. Analisis de la eficacia diagnostica de los marcadores predictores de PE
en el grupo 1y 2 en el primer trimestre de gestacion

Tabla 45. Analisis de la eficacia diagnostica de los marcadores predictores de PE
en el grupo 1y el grupo 2 y 3 en el primer trimestre de gestacién

Tabla 46. Analisis de la eficacia diagnostica del marcador predictor de PE en el
grupo 1y el 2 en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 47. Analisis de la eficacia diagnostica de los marcadores predictores de PE
en el grupo 1y el grupo 2 y 3 en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 48. Andlisis de la eficacia diagndstica del estudio Doppler como predictor
de PE en el grupo 1 y 2 en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 49. Anélisis de la eficacia diagndstica del estudio Doppler como predictor
de PE en el grupo 1 y el grupo 2 y 3 en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 50. Analisis de la combinacion de marcadores para el calculo del
rendimiento diagnostico entre el grupo 1y 2

Tabla 51. Analisis de la combinacion de marcadores para el calculo del
rendimiento diagndstico entre el grupo 1y el grupo 2 y 3 con el punto de corte de
PIGF del primer trimestre de gestacion

89

90

91

93

94

95

105

107

108

109

110

111

113

114

Vil



Tabla 52. Andlisis de la combinacién de marcadores para el célculo del
rendimiento diagnostico entre el grupo 1 y el grupo 2 y 3 con el punto de corte de
PIGF del segundo trimestre de gestacion

Tabla 53. Regresion lineal maltiple de los principales factores de riesgo sobre el
sFIt-1 en la poblacion de riesgo en el primer trimestre de gestacion

Tabla 54. Regresion lineal maltiple de los principales factores de riesgo sobre el
PIGF en la poblacion de riesgo en el primer trimestre de gestacion

Tabla 55. Regresion lineal maltiple de los principales factores de riesgo sobre el
ratio sFIt-1/PIGF en la poblacion de riesgo en el primer trimestre de gestacion

Tabla 56. Regresion lineal maltiple de los principales factores de riesgo sobre el
MoM PAPP-A en la poblacion de riesgo en el primer trimestre de gestacion

Tabla 57. Regresion lineal maltiple de los principales factores de riesgo sobre el
sFIt-1 en la poblacion de riesgo en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 58. Regresion lineal maltiple de los principales factores de riesgo sobre el
PIGF en la poblacion de riesgo en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 59. Regresion lineal logistica aplicada sobre la poblacién de riesgo
Tabla 60. Genotipo de la ECA en el grupo con PE y grupo control

Tabla 61. Frecuencia alélica del genotipo de la ECA en el grupo con PE y grupo
control

Tabla 62. Genotipo de la Apo E en el grupo con PE y grupo control

Tabla 63. Caracteristicas descriptivas del grupo de embarazo Unico y embarazo
multiple

Tabla 64. Comparacion de los marcadores angiogénicos en embarazo Unico y
maultiple en el primer trimestre de gestacién

Tabla 65. Comparacion de los marcadores angiogénicos en embarazo mdltiple
bicorial y multiple monocorial en el primer trimestre de gestacion

Tabla 66. Comparacion de los marcadores angiogénicos en embarazo Unico y
maultiple en el segundo trimestre de gestacion

Tabla 67. Comparacion de los marcadores angiogénicos en embarazo multiple
bicorial y multiple monocorial en el segundo trimestre de gestacion

Vil

115

116

117

118

119

120

121

122

124

125

127

128

129

130

131

133



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Probabilidad de PE en funcion del IMC entre mujeres nuliparas y
multiparas

Figura 2. Esquema de la invasion trofoblastica
Figura 3. Esquema de la placenta con su componente fetal y materno
Figura 4. Factores que contribuyen al desarrollo de PE

Figura 5. Esquema representativo del equilibrio normal entre factores
angiogénicos circulantes, comparado con la disfuncion endotelial inducida en PE

Figura 6. Esquema que ilustra la implicacion de la L-Arginina en la preeclampsia
Figura 7. Esquema que ilustra la hipétesis unificada de la fisiopatologia de la PE

Figura 8. Estudio Doppler de las arterias uterinas donde se muestra la persitencia
del notch prodiastélico

Figura 9. Esquema representativo del principio del test del &cido urico
Figura 10. Esquema representativo del principio del test de los triglicéridos
Figura 11. Esquema representativo de la reaccion electroquimioluminiscente

Figura 12. Sistema automatico de Promega (Maxwell 16 Blood DNA Purification
Kit)

Figural3. A. Curva de absorbancia de una muestra de ADN. B. Nanodrop1000
(Termo)

Figura 14. Cebadores utilizados en la Reaccion en cadena de la polimerasa
Figura 15. Camara PowerShot A640 AiAF de Canon

Figura 16. Proceso de secuenciacion del ADN

Figura 17. Analizador ABI 3130 (Applied Biosystems)

Figura 18. Analizador Light-Cycler 2.0 (Roche Applied Science)

Figura 19. Deteccion de fluorescencia segun la situacion de las sondas
Figura 20. Curvas de Melting. Genotipo del codén 112 de la Apo E

Figura 21. Curvas de Melting. Genotipo del codén 158 de la ApoE

7

12

13

15

18

21

22

25

45

45

47

50

50

51

52

53

54

55

57

58

58



Figura 22. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucién del IP e IR en
los tres grupos de estudio

Figura 23. Diagrama de barras en el que se muestra la frecuencia de notch en los
tres grupos de estudio

Figura 24. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucién del IP e IR en
elgrupoly?2

Figura 25. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucién del IP e IR en
elgrupoly3

Figura 26. Diagrama de barras en el que se muestra la frecuencia de notch en el
grupoly3

Figura 27. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucién del IP e IR en
el grupo 1lyelgrupo2y3

Figura 28. Diagrama de barras en el que se muestra la frecuencia de notch en el
grupo 1lyelgrupo2y3

Figura 29. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los
marcadores predictores de PE en el grupo de riesgo y grupo control en el primer
trimestre de gestacion

Figura 30. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucién de los
marcadores predictores de PE en los tres grupos de estudio en el primer trimestre
de gestacion

Figura 31. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucién de los
marcadores predictores de PE en el grupo 1y 2 en el primer trimestre de gestacion

Figura 32. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los
marcadores predictores de PE en el grupo 1y 3 en el primer trimestre de gestacion

Figura 33. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los
marcadores predictores de PE en el grupo 1 y grupo 2 y 3 en el primer trimestre
de gestacion

Figura 34. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucién de los
marcadores predictores de PE en el grupo de riesgo y grupo control en el segundo
trimestre de gestacion

82

84

85

87

88

91



Figura 35. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucién de los
marcadores predictores de PE en los tres grupos de estudio en el segundo
trimestre de gestacion

Figura 36. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion del marcador
predictores de PE en el grupo 1y 2 en el segundo trimestre de gestacion

Figura 37. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los
marcadores predictores de PE en el grupo 1 y 3 en el segundo trimestre de
gestacion

Figura 38. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucién de los
marcadores predictores de PE en el grupo 1 y grupo 2 y 3 en el segundo trimestre
de gestacion

Figura 39. Diagrama de dispersion que representa las relaciones de linealidad
entre los diferentes marcadores que resultan estadisticamente significativas en el
primer trimestre de gestacion en la poblacion de riesgo

Figura 40. Diagrama de dispersion que representa las relaciones de linealidad
entre los diferentes marcadores que resultan estadisticamente significativas en el
primer trimestre de gestacion en el grupo con PE

Figura 41. Diagrama de dispersion que representa las relaciones de linealidad que
resultan estadisticamente significativas entre los factores de riesgo y los
marcadores propuestos como predictores de PE en el primer trimestre de
gestacion

Figura 42. Diagrama de dispersion que representa las relaciones de linealidad
entre los diferentes marcadores que resultan estadisticamente significativas en el
segundo trimestre de gestacion en la poblacién de riesgo

Figura 43. Diagrama de dispersién que representa las relaciones de linealidad
entre los diferentes marcadores que resultan estadisticamente significativas en el
segundo trimestre de gestacion en el grupo con PE

Figura 44. Diagrama de dispersion que representa las relaciones de linealidad que
resultan estadisticamente significativas entre los factores de riesgo y los
marcadores propuestos como predictores de PE en el segundo trimestre de
gestacion

92

93

95

96

97

98

99

100

101

102

Xl



Figura 45. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los
marcadores propuestos como predictores de PE y los factores de riesgo en el
primer trimestre de gestacion

Figura 46. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los
marcadores propuestos como predictores de PE y los factores de riesgo en el
segundo trimestre de gestacion

Figura 47. Curvas ROC de los marcadores predictores de PE entre el grupo 1y 2
en el primer trimestre de gestacion

Figura 48. Curvas ROC de los marcadores predictores de PE entre el grupo 1 y el
grupo 2 y 3 en el primer trimestre de gestacion

Figura 49. Curva ROC del marcador predictor de PE entre el grupo 1y 2 en el
segundo trimestre de gestacién

Figura 50. Curvas ROC de los marcadores predictores de PE entre el grupo 1 y el
grupo 2 y 3 en el segundo trimestre de gestacion

Figura 51. Curvas ROC del IP e IR como predictores de PE entre el grupo 1y 2
en el segundo trimestre de gestacién

Figura 52. Curvas ROC del IP e IR como predictores de PE entre el grupo 1y el
grupo 2 y 3 en el segundo trimestre de gestacion

Figura 53. Genotipo de la ECA de las gestantes con PE
Figura 54. Genotipo de la ECA del grupo control
Figura 55. Secuencia de la ECA: homocigoto Il

Figura 56. Secuencia de la ECA: heterocigoto

Figura 57. Secuencia de la ECA: homocigoto DD

Figura 58. Diagrama de cajas en el que se muestra la distribucion de los
marcadores angiogénicos entre el grupo de embarazo Unico y mudltiple en el
primer trimestre de gestacion

Figura 59. Diagrama de cajas en el que se muestra la distribucion de los

marcadores angiogénicos entre el grupo de embarazo Unico y mudltiple en el
segundo trimestre de gestacién

Xl

103

104

106

107

108

109

110

111

123

124

125

126

126

129

131



I. INTRODUCCION






I. Introduccion

I.1 La preeclampsia como trastorno hipertensivo del embarazo

Los trastornos hipertensivos del embarazo (THE) son una complicacién
obstétrica frecuente y de notable morbimortalidad materna y perinatal, presentando una
prevalencia mantenida, a pesar de los grandes esfuerzos para su control, con la
busqueda de medidas preventivas. Afectan aproximadamente el 15% de los embarazos,
de los cuales menos de una tercera parte llegan a desarrollar preeclampsia (PE). Su

clasificacion viene recogida en la Tabla 1.

1. Hipertension crénica: hipertension presente antes del embarazo o en el primer
trimestre de gestacion, ya sea esencial (primaria) o derivada de alguna enfermedad
preexistente (secundaria). Persiste después del embarazo

2. Hipertension gestacional: hipertension transitoria que es diagnosticada después
de la semana 20 de gestacion y desaparece después de 12 semanas posparto. No se
acomparia de proteinuria.

3. Preeclampsia: hipertension y proteinuria “de novo” a partir de la semana 20 de
gestacion y que se normalizan dentro de los tres primeros meses tras el parto.

4. Preeclampsia _sobreafiadida: aumento brusco de hipertension y proteinuria y/o
trombocitopenia y/o elevacion de enzimas hepéticas después de la semana 20 de
gestacion en una mujer con hipertension y/o proteinuria preexistente.

Tabla 1. Clasificacion de los THE [1].

Se debe diferenciar la PE de otros THE, ya que la PE es el THE que cursa con
mayores complicaciones maternas y perinatales y puede provocar graves consecuencias

si pasa inadvertida, sin tratamiento o si evoluciona hacia una eclampsia.
Entre los riesgos maternos y fetales en los THE [2] encontramos los siguientes:

Riesgos maternos:

No obstétricos:

Insuficiencia cardiaca y edema pulmonar agudo
Insuficiencia renal

Dafio hepatico

Coagulacion vascular diseminada

Accidente vascular encefalico

2 T o

Necrosis subendocéardica
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Obstetricos:

1. Desprendimiento prematuro de placenta
2. Eclampsia

3. Muerte

Riesqos fetales y neonatales:

1. Crecimiento intrauterino restringido (CIR)
2. Prematurez

3. Vasoconstriccion fetal

4. Insuficiencia cardiaca intrauterina

5. Muerte fetal

6. Muerte en periodo neonatal
1.2 Definicion e incidencia

PE se define como la aparicion “de novo” de hipertension arterial y proteinuria
después de la semana 20 de gestacién. Se suele acompafar de edemas pero no es
imprescindible la presencia de éstos para ser diagnosticada. Es una enfermedad
caracteristica y propia del embarazo de la que se pueden tratar los sintomas, pero sélo se
cura con la finalizacién del mismo y si no se trata adecuadamente puede ser causa de

graves complicaciones tanto para la mujer embarazada como para el feto [3].

La PE, junto con la hemorragia y la infeccién, forma la triada de complicaciones mas
temibles del embarazo, asociandose intensamente con el parto pretérmino, CIR y la mortalidad

perinatal.

Los estudios realizados en diferentes centros a nivel mundial han mostrado una
gran disparidad en cuanto a la incidencia de PE. Se estima aproximadamente entre un 6-
8% de todos los embarazos, aumentando en presencia de factores de riesgo [4].
Particularmente afecta a los paises en desarrollo, pero también a los méas desarrollados.
Incluso en paises con una adecuada atencion obstétrica, el 15% de las muertes maternas
relacionadas con el embarazo se atribuyen a la aparicion de PE, porcentaje que se eleva
hasta el 25% en los paises hispanoamericanos [5].

En Espafia, Comino en 1986 [6] publicé los resultados de un estudio

multicéntrico en el que se incluyeron 70.073 partos procedentes de 23 hospitales
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espafoles, observando una frecuencia global de THE del 2,23%, de los cuales el 1,1%
correspondian a PE, el 0,4% a hipertension cronica, el 0,3% a hipertension cronica méas
PE sobreafiadida y el 0,5% a hipertension transitoria. Posteriormente, el mismo autor ha
publicado los resultados de un estudio poblacional que recoge la mitad de los partos
asistidos en Andalucia durante 1991 [7]. La frecuencia global de THE durante este
periodo no difirio significativamente de la observada en el estudio anterior, siendo del
2,59%.

1.3 Etiologia y factores de riesgo

La etiologia de la PE sigue siendo un enigma, rodeado de mdaltiples hipdtesis
que nos llevan a la conclusion de que no esta causada por un solo factor, sino que tiene
una etiologia multifactorial. Hasta el momento, la identificacion de los factores de

riesgo es el unico método de cribado de la PE.

Entre ellos encontramos:
1. Edad
Los datos demogréaficos de EEUU sugieren que el riesgo de PE aumenta en un

30% por cada afio adicional a partir de los 34 afios [8].

2. Nuliparidad
Aproximadamente el 75% de los casos de PE corresponden a primigestas, cuyo
riesgo relativo ajustado es de 3,1 (1,5 a 6,17). Cuando la enfermedad ocurre en
multiparas, responde a factores predisponentes que pueden haber estado ausentes en
embarazos previos (cambio de pareja, hipertension crénica, diabetes, embarazo
maltiple, etc.) [9].

3. Etnia
El riesgo de PE es mayor en mujeres de raza negra, pues segun la mayoria de los
estudios presentan una incidencia de PE superior al 5%, con un riesgo relativo entre 1,5
a 3 respecto a la raza blanca. En paises hispanoamericanos y caribefios, la PE causa la

cuarta parte de las muertes maternas [10].
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4. Tabaco
El hébito tabaquico durante el embarazo se asocia con una reduccion del riesgo
de padecer PE del 32%, aunque los embarazos de fumadoras que sufren PE tienen
mayores tasas de bajo peso al nacimiento, mortalidad perinatal y desprendimiento de

placenta, comparado con los embarazos de madres no fumadoras que padecen PE [11].

5. PE previa
Tiene un riesgo relativo después del primer embarazo de 7,19 (5,85 a 8,83), que
aumenta a 7,71 si la PE se present6 en el segundo embarazo (4,3 a 13,47). Las pacientes
con PE previa tienen también una mayor prevalencia de desarrollar la forma severa
(7,5% versus 2,4%), de partos prematuros, de desprendimiento de placenta y muertes
fetales [9;12].

6. Historia familiar de PE
Si existe el antecedente de PE en algin familiar de primer grado (madre o

hermana) practicamente se triplica el riesgo de PE [12].

7. Gestacion maltiple
La incidencia es aproximadamente cinco veces mayor que la observada en la
poblacién general de embarazadas. Un embarazo gemelar casi la triplica, mientras que

un embarazo triple eleva tres veces el riesgo del gemelar [13].

8. Enfermedades preexistentes

e Hipertensién crénica: si con anterioridad a la vigésima semana de gestacion se

encuentra una presion diastolica entorno a 100 mmHg, el riesgo relativo es de 3,2 (1 a
7,8), mientras que una mayor de 100 mmHg lo elevaa 5,2 (1,5 a 17,2) [14].

e Diabetes mellitus: se ha descrito mayor incidencia en mujeres diabéticas. Sin

embargo, un adecuado control metabdlico se asocia a una incidencia semejante a la de
la poblacion general [15].

e Enfermedad renal: Los datos existentes son muy limitados, aunque la presencia

de enfermedad renal cronica se ha asociado de forma global con un riesgo de PE entre
dos y tres veces superior a la poblacion general. Se cree que el principal determinante
del riesgo de PE no es la enfermedad de origen, sino la gravedad de la insuficiencia

renal. Asi en gestantes con una creatinina sérica >2,5 mg/dl al comienzo del embarazo

6



I. Introduccion

se estima que hasta el 40% desarrollaran una PE. En trasplantadas renales, el
diagndstico de PE puede resultar un desafio y se desconoce su verdadera incidencia,
aunque en un estudio en el que se incluyeron méas de 500 embarazadas con trasplante
renal, se diagnostico una PE al 27% de ellas [16;17].

e Alteraciones de la coagulacion que predisponen a trombosis: en PE ocurre una

activacion de la coagulacion. El principal anticoagulante fisioldgico, la antitrombina I11,
estd disminuido en este proceso, lo cual se relaciona con su consumo y la severidad de
la enfermedad. Hay menor actividad fibrinolitica, probablemente, como consecuencia
del aumento del inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1. El inhibidor del
activador del plasmindgeno tipo 2 de origen placentario esta disminuido y el activador

tisular del plasmindgeno endotelial se encuentra elevado [18].

9. Obesidad

La obesidad antes del embarazo también se asocia a mayor riesgo de PE, que es
proporcional a la magnitud del sobrepeso. Para un indice de masa corporal de 25 0 més,
el riesgo ajustado es de 1,9 (0,7 a 4,8) [19].

En un estudio poblacional danés que incluia nuliparas y multiparas, en el que
aproximadamente el 7,5% de las gestantes tenian un indice de masa corporal (IMC)
pregestacional > 30 kg/m?, se observé que a medida que aumenta el IMC, se incrementa

el riesgo de padecer PE, tal como muestra la Figura 1 [20].

18,0
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I pr aras

9.0 4
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6,0 <
3.0 -

0,0

Figura 1. Probabilidad de PE en funcién del IMC entre mujeres nuliparas y multiparas
(modificado de Catov y cols.) [20].
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10. Dislipemias
Entre las alteraciones de los lipidos, la que se ha relacionado mas intensamente
con el riesgo de PE es la hipertrigliceridemia, que aumenta entre 2 y 4 veces el riesgo de

padecerla, en funcion de la severidad de la elevacion en los triglicéridos [21].

11. Reproduccion asistida
Las técnicas de reproduccion asistida exponen a la futura madre a nuevos
antigenos, lo que puede resultar en una alteracion de la respuesta inmune materno-fetal,
que se ha asociado a un aumento del riesgo de PE [22]. Las mujeres mayores de 40 afios
que se quedan embarazadas con donacién de gametos presentan un riesgo

particularmente elevado de padecer formas severas de PE [23].

12. Abortos de repeticion
El antecedente de dos o méas abortos espontaneos aumenta el riesgo de padecer
PE, mientras que el antecedente de abortos voluntarios disminuye el riesgo de PE de

forma casi similar a la reduccion de riesgo que se produce en las multiparas [24].

13. Infecciones
El embarazo origina por si mismo un estado proinflamatorio. Cualquier factor
gue aumente esta respuesta sistémica inflamatoria podria relacionarse con la aparicion
de PE. Esto justifica que algunas infecciones padecidas durante el embarazo
(infecciones del tracto urinario, enfermedad periodontal, etc.) se hayan relacionado con

un mayor riesgo de PE [3].

14. Factores genéticos
Los estudios epidemioldgicos confirman claramente un componente genético en
el desarrollo de PE y la existencia de genes candidatos en su fisiopatologia. Se han
incluido genes relacionados con la trombofilia, estrés oxidativo, metabolismo de los
lipidos entre otros. Al ser la PE un trastorno genético complejo, se espera que se

identifique como factores de riesgo la combinacion de varios de ellos [25].
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1.4 Diagnostico

La PE se diagnostica generalmente debido a la presencia de hipertension arterial

(HTA) y proteinuria.

La HTA en el contexto de PE, es definida como presion arterial (PA) sistolica >
140 mmHg y/o PA diastolica > 90 mmHg en al menos dos ocasiones con un intervalo
de medicién >6 horas, a partir de la semana 20 de gestacion en mujeres previamente

normotensas [1;26].

La proteinuria es definida como una excrecion de proteinas en orina > 3g/24
horas. En caso de emergencia, si no se puede determinar proteinas en orina de 24 horas,
se realizard en una muestra simultanea de orina y al menos en dos determinaciones en
un intervalo >6 horas, considerando proteinuria valores > 30 mg/dl o >1 + en la tira de

orina [1;26].

Diversos estudios han demostrado que la determinacion de proteinas en tiras de
orina no correlaciona con las proteinas en orina de 24 horas en mujeres con hipertension
gestacional [27-29]. Por tanto, el test definitivo para la determinacion de proteinuria

debe ser cuantitativo, mediante la medida de proteinas en 24 horas.

Una vez definidas las condiciones para diagnosticar la PE, hay que diferenciar

entre leve y severa. La Tabla 2 muestra las diferencias entre ambas.
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<160 mmHg >160 mmHg
<110mmHg >110 mmHg
>300 mg/24horas >5 g/24 horas
No Si
No Si
No Si
No <500 ml/24 horas
No Si (eclampsia)
Normal o ligeramente elevada
<1 mg/dI >1,2 mg/dl
Normal o ligeramente elevada
<70 U/L >70 U/L
Normal o ligeramente elevada
<1,2 mg/dl >1,2 mg/dl
Normal o ligeramente elevado
<6 mg/dl >8 mg/dl
Normal o ligeramente elevada
<600 U/L >600 U/L
Normal 0 ligeramente
disminuidas >100.000/mm° <100.000/mm®
No Si
No Si
No Si

Tabla 2. Clasificacion de la PE [30].

Si la preeclampsia no se trata convenientemente, puede dar lugar a la eclampsia,
lo que ocurre en el 1 % de los casos [31], manifestandose por la aparicion de

convulsiones en una mujer previamente diagnosticada de PE.

10
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1.5 Fisiopatologia de la PE

A pesar de la gran cantidad de estudios para identificar los factores que permiten
el desarrollo de PE, no se ha logrado establecer ain de forma precisa su etiologia ni su

fisiopatologia.

Desde hace tiempo se acepta que la presencia de la placenta es un requisito
indispensable para la aparicion de PE. No asi el feto, ya que la PE puede aparecer en
gestaciones molares, ni tampoco el utero ya que se ha descrito la existencia de PE en
gestaciones abdominales [32]. Los primeros cambios fisiopatolégicos conocidos que
conducen a la PE acontecen en la circulacion Utero-placentaria y dan lugar a una
insuficiencia e isquemia placentaria [33]. Situaciones obstétricas como la mola
hidatiforme o la gestacion mdltiple en las que aparece un incremento relativo de la masa

placentaria respecto al flujo placentario, aumentan el riesgo de PE.

Aunque la PE es una enfermedad sistémica, su origen parece encontrarse en la
placenta. Sin embargo, el fallo en la placentacion no es suficiente para explicar la
alteracion endotelial que origina el sindrome materno. Los factores de riesgo maternos
para la aparicion de PE se relacionan con situaciones médicas que condicionan una
predisposicion a la disfuncion vascular, tales como la hipertension crénica, diabetes
mellitus, obesidad o trombofilias. Todo ello apunta hacia una relacion entre una
deficiente placentacion y la induccion de un dafio vascular materno, que podria estar
mediado por factores liberados a la circulacion materna desde una placenta insuficiente.
Una serie de factores constitucionales maternos podrian influir en la variedad y la

gravedad de la clinica.

De acuerdo con lo anterior, podemos entender PE como un proceso con dos
etapas fundamentales: la primera consiste en el establecimiento de una deficiente

circulacion placentaria y la segunda en la aparicion de una respuesta sistémica materna.
1.5.1 Establecimiento de una deficiente circulacion placentaria
Embarazo normal

La placenta funciona como una barrera hemocorioendotelial a través de la cual

se produce el intercambio de sustancias y gases entre la madre y el feto. El otro

11
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componente principal para el correcto intercambio sanguineo feto-materno es la
adecuada provision de sangre materna a la zona de intercambio, conocida como espacio
intervelloso. De ella se encargan directamente las arterias espirales. Estas arterias
surgen de la ultima ramificacion del arbol arterial uterino, a nivel de la capa interna del
miometrio, y desarrollan un trayecto que atraviesa la decidua hasta contactar con el
espacio intervelloso. Durante el desarrollo placentario, en el embarazo normal acontece
una invasion de las arterias espirales maternas por las células citotrofoblasticas, las
cuales sufren cambios pasando de un fenotipo epitelial a un fenotipo endotelial invasor,
proceso conocido como “pseudovasculogénesis”. En este proceso van a participar un
numero considerable de factores de transcripcion, factores de crecimiento y citoquinas.
Como resultado, se produce una disminucion de la resistencia vascular y un aumento
del flujo placentario que es fundamental para el abastecimiento nutricional fetal (Figura
2).
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Figura 2. Esquema de la invasién trofoblastica [34].
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La placenta se desarrolla a partir de células derivadas del feto que son los
trofoblastos. Desde el comienzo, los trofoblastos se diferencian en dos tipos, los
citotrofoblastos, que son los precursores de todas las células trofoblasticas y los
sincitiotrofoblastos, que son responsables de la invasion a la decidua (que es el

endometrio gravido) y en particular en las arterias espirales maternas (Figura 3).

Vasos uterinos o arterias espirales

Deciduo o \
endometrio 1 Placenta
gravido materna

Sinciciotrofoblasto

Placenta
fetal o
paterna

Citotrofoblasto

Mesodermo con
vasos fetales

Espacio intervellosidades

Figura 3. Esquema de la placenta con su componente fetal y materno (Imagen tomada de
http://www.antioxidantes.com.ar/art263.htm).

Existen dos oleadas de invasion trofoblastica, una al comienzo del embarazo y la
otra en la etapa tardia del embarazo, alrededor de la decima cuarta semana de
gestacion. La invasion de los sincitiotrofoblastos en las arterias espirales produce un
ensanchamiento entre 4 y 6 veces del calibre original de estos vasos, aumentando por lo
tanto el flujo de sangre a la placenta y por consiguiente al feto en crecimiento (Figura
2). La primera oleada trofoblastica se extiende de la sexta a la duodéecima semana. En el
proceso de invasion, las células citotrofoblasticas necesitan reconocer diferentes
componentes de la membrana decidual y de la matriz extracelular (integrinas,
cadherina) y separarlos (mediante metaloproteasas). Para modular esta invasion, el
endometrio modifica la composicion de su matriz extracelular segregando el factor de
crecimiento transformante B (TGF-B) y los inhibidores de metaloproteasas tisulares
(IMPT). Ademés, la decidua es colonizada por células del sistema inmune (células
natural killer (NK), linfocitos y macréfagos), que son responsables de la produccion

13
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local de citoquinas [35;36]. Existe una hipoxia relativa, lo que conlleva a un incremento
del factor de trascripcion inducido por la hipoxia (HIF-1a), TGF-B3, citoquinas

inflamatorias y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).

La segunda oleada trofoblastica se desarrolla entre las 14-20 semanas. Las
células citotrofoblasticas adquieren un fenotipo endotelial invasor mediado por cambios
de pO, en el espacio intervelloso, encontrandose disminucion del HIF-1a y TGF-p3,
accediendo a zonas mas profundas del miometrio. Ademas, el consiguiente aumento del
flujo hacia las zonas distales de las arterias espirales condiciona una situacion de mayor
oxigenacion [37].

Completadas las modificaciones fisiologicas de las arterias espirales, pasan a
denominarse vasos Utero-placentarios. La remodelacion no afecta a todas las arterias
espirales por igual, observandose en un ndmero mucho mayor en la zona central
placentaria respecto a la zona periférica. Entre las 16-20 semanas, los segmentos
endometriales y de la superficie miometrial de las arterias espirales completan su
revestimiento por células citotrofoblasticas, lo que transforma estos pequefios vasos de
alta resistencia en otros de mayor calibre y menor resistencia (Figura 2). Esta
transformacion permite que se alcance el flujo sanguineo placentario necesario para
satisfacer las necesidades nutritivas del feto, que en este momento inicia su etapa de
mayor desarrollo y crecimiento.

Siendo la placenta un o6rgano en continuo desarrollo, sufre un remodelado
permanente caracterizado por la apoptosis de los trofoblastos envejecidos sin que se
afecten las células vecinas. EI mecanismo de apoptosis es desencadenado por las
mitocondrias de los trofoblastos, o por sefiales extrinsecas generadas por citoquinas. En
cualquier circunstancia, las caspasas son las moléculas que forman parte de la cascada
que conduce a la apoptosis. A medida que avanza la gestacion, aumenta la relacion peso
fetal/peso placentario. Este incremento es exponencial en el tercer trimestre y solamente
se frena poco tiempo antes de llegar a término. Por tanto, las demandas fetales en
proporcién al volumen placentario aumentan respecto al primer trimestre y la placenta
debe transformarse para satisfacerlas. Para ello, debe aumentar la relacién
superficie/volumen de las vellosidades y disminuir el grosor de la barrera trofoblastica

que separa las circulaciones materna y fetal.
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Preeclampsia

En PE, la invasion trofoblastica permanece superficial llevando a una deficiente
circulacion Utero-placentaria y una posterior isquemia placentaria. Esto es evidente en la
descripcion macroscopica de la placenta de pacientes con PE [38]. La biopsia de estas
placentas, también demuestran unos vasos estrechos y constrictos, como resultado de la
insuficiente invasion trofoblastica. Las pacientes con un aumento de la masa placentaria
y menor flujo placentario presentan también mayor riesgo. A pesar de que se han
descrito muchas teorias sobre la insuficiente invasion trofoblastica, incluyendo la
medioambiental, la genética [39] y/o factores inmunoldgicos [40], la principal causa aun
es desconocida.

Los factores propuestos que contribuyen al desarrollo de PE se resumen en la
Figura 4.

Invasion
trofoblastica
anormal

Alteracion de
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inmune

Aumento del

estres

oxidativo

Figura 4: Factores que contribuyen al desarrollo de PE (Modificado de Pennington vy cols. [41])
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El factor de inicio en PE seria la reduccion de la perfusion Utero-placentaria,
como resultado de la invasion anormal de las arterias espirales por el citotrofoblasto.
Las ceélulas citotrofoblasticas invasoras se diferencian anormalmente a sincitio (células
gigantes), que pierden su poder de penetracion. Un hallazgo relacionado es la mayor
frecuencia de PE y CIR en nuliparas; esto puede asociarse con el hecho de que las
arterias colonizadas en un primer embarazo pueden ser invadidas més facilmente en
embarazos subsiguientes, pudiendo pensar en una tolerancia inmunoldgica de los

anticuerpos paternos, mediada por las células NK [41].

La segunda invasion trofoblastica no ocurre o es incompleta. Esto se expresa por
la persistencia de vasoconstriccion uterina e hipoxia, con aumento de la peroxidacion
lipidica y de la relacidbn tromboxano A2/prostaciclina, lo cual acentlda la
vasoconstriccion y la agregacion de plaguetas, condicionando el CIR. Frecuentemente,
se encuentra trombosis y depositos de fibrina diseminados en la placenta en esta
enfermedad. Ademas, la hipoxia aumenta la produccion de endotelina-1 y disminuye la

de o6xido nitrico [42].

Hasta aqui, la PE se caracteriza por aumento en la resistencia vascular sistémica,
presencia de reactividad vascular y modificacion en la distribucion del flujo sanguineo
en la pelvis, todo lo cual precede al inicio de la hipertension.

Respecto a la alteracion de la respuesta inmune en PE, las células del trofoblasto,
expresan una combinacion de antigenos de la clase HLA I: HLA-C, HLA-E y HLA-G.
Las células NK, que expresan varios receptores (CD94, KIR, ILT) reconocen a las
moléculas de clase I, infiltrando la decidua materna, estando en contacto con las celulas
del trofoblasto. Se ha hipotetizado que la interaccion entre las células NK vy las células
del trofoblasto controla la implantacion placentaria. En PE se cree que la
incompatibilidad entre los genes de la madre y el padre induce alteracion en la
implantacion a través de un aumento en la actividad de las células NK. Aunque existe
aun un déficit de evidencia en esta teoria, estudios genéticos en busca de polimorfismos
en los receptores inmunoglobulin Killer (KIR), en las células maternas NK y en el
haplotipo fetal HLA-C, sugieren que mujeres con genotipo KIR-AA vy fetal HLA-C2
tienen mayor riesgo de PE [34].
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La PE es una enfermedad caracterizada por disfuncién generalizada de la célula
endotelial, relacionada a varios factores: &cidos grasos, lipoproteinas, peroxidacion
lipidica, el factor de necrosis tumoral o (TNFa) y productos de degradacion de
fibronectina. Todos estos factores juntos, resultan de una repuesta inflamatoria
intravascular generalizada presente durante el embarazo, pero exacerbada en PE.
Durante la inflamacion, aumentan las proteinas de adhesion de leucocitos en el sistema
vascular, estimuladas muy tempranamente por la trombina e histamina y
posteriormente, por IL-1 o TNFa. La permeabilidad vascular aumenta junto con

extravasacion y quimiotaxis celular con fagocitosis.
1.5.2 Establecimiento de una respuesta sistémica materna

Los efectos de una alteracion en el desarrollo trofoblastico se manifiestan en un
tiempo posterior de la gestacién, cuando los requerimientos nutricionales para el
desarrollo fetal comienzan a superar la capacidad placentaria para suministrar la
cantidad de flujo sanguineo necesario. Llegado este momento, se produce una situacion
de progresiva hipoxia placentaria en la que se cree que la placenta reacciona liberando a
la circulacion una serie de sustancias responsables de la disfuncidn endotelial sistémica

materna que caracteriza a la PE.

Las células endoteliales tapizan todos los vasos sanguineos, siendo uno de los
tejidos méas extensos del organismo. Realizan multiples funciones, entre las que cabe
destacar el mantenimiento de la integridad vascular, impedir la adhesion plaquetaria,
regular el tono del musculo liso vascular subyacente y en determinados érganos,

desempefian funciones especializadas, como la filtracién glomerular en el rifion.

El cuadro clinico es desencadenado por la disfuncién de las células endoteliales
junto a otras alteraciones vasculares como la vasoconstricciéon, el aumento de la

permeabilidad capilar y la agregacién plaquetaria.

En PE, existe un desequilibrio en la produccion y liberacion a la circulacién
materna de factores reguladores de la angiogénesis desde la placenta en situacion de
isquemia. Algunos grupos de investigacion familiarizados con el estudio de la
angiogénesis comenzaron a interrogarse acerca del aumento de la expresion en estos
tejidos de la forma soluble de la tirosin kinasa 1 (sFlt-1), que reconocieron como un

importante factor implicado en la angiogénesis y la vasculogénesis en enfermedades
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oncoldgicas y nefroldgicas. Esta proteina actia como un potente factor antiangiogénico
enddgeno antagonista de dos factores proangiogénicos como VEGF y el factor de
crecimiento placentario (PIGF), que se adhiere a los dominios de union de PIGF y
VEGF, variando la configuracion de estas proteinas. Esta situacion impide su
interaccion con los receptores endoteliales de superficie y por tanto induce la disfuncion
endotelial [33] (Figura 5).

El efecto del sFlt-1 ya ha sido observado en los estadios preclinicos de pacientes
con PE, en los que existe un aumento de las concentraciones de sFlt-1 y descenso de las
concentraciones libres de VEGF y PIGF. El gen que codifica el sFtl-1 se ha localizado
en el cromosoma 13, por lo que se planted la hipotesis de que en fetos afectos del
sindrome de Patau, (trisomia del cromosoma 13), se deberian sintetizar mayores
concentraciones de sFtl-1 que en sus equivalentes disomicos. Esta hipdtesis se ha visto
respaldada por el hallazgo de que la incidencia de PE en madres portadoras de fetos con
trisomia 13 estd aumentada respecto a madres portadoras de otras trisomias o respecto a

un grupo control de embarazadas [42].

Embarazo normal
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Figura 5: Esquema representativo del equilibrio normal entre factores angiogénicos
circulantes, comparado con la disfuncion endotelial inducida en PE (Modificado de Davison
JMy cols. [43]).
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1.6 Aspectos genéticos en la preeclampsia

El estudio de los factores genéticos involucrados en el origen de la PE podria
contribuir al esclarecimiento de su etiologia, la cual, hasta el momento, no ha sido bien
determinada. Multiples investigaciones han demostrado la evidencia de que tiene un
componente genético importante. EI modo de herencia de la PE ha sido motivo de
investigacion y debate. Inicialmente, algunos investigadores propusieron que la
susceptibilidad podria ser heredada por un gen unico materno, autosémico recesivo, 0

por un gen dominante con penetrancia incompleta [44].

Posteriormente, se postulé que la susceptibilidad a PE se condiciona por
interacciones complejas entre dos o mas genes maternos con factores ambientales,
genotipos fetales y genotipos paternos. Es muy probable que la susceptibilidad se deba a
la accion de varios genes que acttan en la madre y en el feto, modificados por factores
ambientales. Esta heterogeneidad hace que la PE sea considerada actualmente como una
enfermedad genéticamente compleja que no sigue un patron de herencia mendeliana
[39;45].

Diversos estudios de asociacion han relacionado algunos genes con el desarrollo
de PE (Tabla 3). Estd considerada una enfermedad genéticamente compleja porque
presenta variabilidad fenotipica y genotipica. Ello explica las limitaciones para

reproducir un estudio de asociacién a un gen candidato.
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Mecanismo Polimorfismo predominante
Fisiopatologico Nombre del gen investigado
Factor V Leiden 506GIn>Arg
Metilentetrahidrofolato C667T
Trombofilia Protombiana G20210A
Factor activador del plasmindgeno I/D promotor
Integrina glicoproteina Illa C98T
Oxido nitrico sintetasa 3 298Glu>Asp
Funcién endotelial Receptor 1 del VEGF TG repetido
VEGF C936T
Angiotensindgeno 235Met>Thr
Proteinas vasoactivas ECA 1D intrén 16
Apoproteina E C866T
Estrés oxidativo y | Epoxido hidrolosa microsomal 113Tyr>His
Metabolismo lipidico Glutation s transferasa A313G
Tumor de necrosis tumoral o G-308A
I BREeE Interleuquina 10 G1082A

Tabla 3: Principales genes candidatos estudiados en la PE (Modificado de Williams PJ y cols.
[25]). ECA: enzima convertidora de angiotensina; I/D: Insercion/Delecion; VEGF: Factor de
crecimiento endotelial vascular.

1.7 Hipotesis unificada de la fisiopatologia de la preeclampsia

En PE, se observa una disminucion de las reservas de L-Arginina que provocan
una perfusion placentaria alterada y dafio microvascular. La union del VEGF y PIGF a
su receptor estimula la produccion de 6xido nitrico (NO) por la éxido nitrico sintasa
endotelial (eNOS). En la Figura 6 se muestra como en la placenta normal, las
concentraciones de L-Arginina son suficientes para la produccion adecuada de NO por
la eNOS. Por el contrario en PE, el aumento de las concentraciones de sFlt-1 inhibe la
activacion de la eNOS. Del mismo modo, el aumento de Arginasa Il reduce las
concentraciones de L-Arginina favoreciendo la formacién de anién superéxido (Oy), el
cual reacciona con NO para formar peroxinitrito que disminuye la vida media del NO
dando lugar a una perfusion placentaria alterada.
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Normal placenta Pre-eclamptic placenta

-enemes VEGF, PIGF VEGF, PIGF
sFit1 t sFit1 :
1
Fit1 71 Testosterone At
receptorg g receptorg g

t Arginase
Ornithine f
L-Ag |— eNOS urea {L-Arg |[— eNOS
Oxygen A) 0,
NO ONOO
Normal placental Placental ischemia
Cytotrophoblast perfusion Cytotrophoblast Oxidative damage

Figura 6: Esquema que ilustra la implicacion de la L-Arginina en la preeclampsia [46].
eNOS: oxido nitrico sintasa; Flt-1:receptor de la tirosin kinasa 1; L-Arg: L-Arginina; NO: éxido nitrico;
0O,: anion superdxido; ONOQ™: peroxinitrito; PIGF: factor de crecimiento placentario; sFlt-1: forma
soluble de la tirosin kinasa 1; VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular.

Noris y cols. [46] establecieron una hip6tesis que unifica la fisiopatologia de la
PE. Proponen que este sindrome se produce como consecuencia de una reduccion de la
vida media del NO debido a que las concentraciones de L-arginina estan disminuidas
por una activacién excesiva de la Arginasa Il. Las bajas concentraciones de L-arginina
estimulan al eNOS dando lugar a especies reactivas de oxigeno (peroxinitrito y el
radical hidroxilo) incrementandose el estrés oxidativo. En respuesta a la restriccion del
flujo sanguineo placentario y la consiguiente hipoxia, la placenta libera a la circulacién
materna una serie de factores como el sFlt-1 y especies reactivas de oxigeno, los cuales
inician la disfuncion vascular caracteristica del sindrome materno. En un intento para
mejorar la perfusion de la placenta, asi como de los érganos maternos que participan en

la PE, se produce una estimulacion de los receptores B, provocando una vasodilatacion.
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Los receptores 3, interaccionan con el receptor | de la angiotensina Il (ATI)
dando lugar a un aumento de la angiotensina Il y de la respuesta inflamatoria vascular.
Paradodjicamente, se reduce la perfusion del organo sistémico y se promueve la
generacion de especies reactivas de oxigeno. De forma concomitante la produccion de
anticuerpos agonistas del ATI contribuye al estrés oxidativo. Se inicia un feed-back
positivo que da como resultado el sindrome materno caracteristico de la PE. En la

Figura 7 se ilustra la hipotesis unificada de la fisiopatologia de la PE.
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Figura 7: Esquema que ilustra la hipétesis unificada de la fisiopatologia de la PE [46].

Abs: anticuerpos; Ang Il: angiotensina Il; ATI: receptor | de la angiotensina Il; eNOS: oxido nitrico
sintasa endotelial; L-Arg: L-arginina; MMP2: metaloproteinasa de la matriz tipo 2; MMP9:
metaloproteinasa de la matriz tipo 9; NO: oxido nitrico; O,": anién superdxido; OH: radical hidroxilo;
PGI,. prostaciclina; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; TxA,: tromboxano; VEGF: factor de
crecimiento endotelial vascular.
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1.8 Prevencidn de la preeclampsia

Durante las Gltimas décadas, se han estado realizando diversos estudios que
evaluan distintos métodos para la prevencion de la PE. Levine y cols. [47] estudiaron la
administracion de suplementos de calcio como prevencion del desarrollo de PE,
concluyendo que éstos no previenen el desarrollo de PE, hipertension gestacional o

muertes neonatales.

La mayoria de los ensayos clinicos que investigan métodos para prevenir la PE,
administran dosis bajas de aspirina. Los resultados de un meta-andlisis [48] sugieren
que la administracién de bajas dosis de aspirina durante el embarazo en mujeres con
aumento de la resistencia en las arterias uterinas en las 22-24 semanas de gestacion no
impidio el desarrollo de PE. En el mismo sentido, un estudio multicéntrico [49] que
incluy6 un total de 2.539 mujeres con factores de riesgo (diabetes mellitus, hipertension
cronica o PE en un embarazo anterior), la administracion de dosis bajas de aspirina no

mostrd beneficios en estas pacientes.

El tratamiento con farmacos antihipertensivos en la hipertension aguda, evita
posibles complicaciones cerebrovasculares y cardiovasculares, que son la causa mas
comun de mortalidad materna en los paises desarrollados. El uso de estos farmacos en

mujeres con PE leve no previene o altera el curso natural de la enfermedad [26] .

1.9 Factores predictores de preeclampsia

En la practica clinica actual, no existe un método Optimo para seleccionar a
aquellas gestantes con un mayor riesgo de desarrollar PE. Las gestantes con factores
conocidos de muy alto riesgo son seguidas de forma mas intensiva en consultas
especializadas, segin se recomienda en los protocolos de la Sociedad Espafiola de
Ginecologia y Obstetricia [50]. Sin embargo, la mayoria de los casos de PE suceden en
gestantes clasificadas a priori como de bajo riesgo, mientras que entre las seleccionadas
como de alto riesgo, méas de tres cuartas partes no llegan a padecer nunca una PE. El
estudio Doppler ecografico de las arterias uterinas maternas, con el fin de valorar de
forma indirecta las resistencias al flujo Utero-placentario, se ha propuesto como un
método para mejorar la deteccion de las gestantes con mayor riesgo de desarrollar PE.
Aunqgue es un método que alcanza una sensibilidad del 60-70% para detectar los casos
de PE precoz, su empleo rutinario no se ha extendido ya que presenta un bajo valor
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predictivo positivo (VPP), (situado alrededor del 20%) y hacen falta ecografistas
experimentados para su medicion [51]. El desarrollo de un método de cribado mas alla
de los criterios clinicos, podria servir para mejorar nuestra capacidad de discriminacion,
de manera que se pudiesen concentrar los esfuerzos en aquellas gestantes en las que el
cribado resultara positivo y disminuir la ansiedad en el grupo de embarazadas con
factores de riesgo en el que resultara negativo. La inexistencia de un tratamiento
efectivo disponible es la principal limitacion para considerar necesario el cribado de la
PE en la actualidad. Sin embargo, la correcta seleccion puede ser la clave para
identificar a aquellas mujeres que mas se puedan beneficiar de medidas profilacticas y
un mayor seguimiento [52].

1.9.1 Estudio Doppler de las resistencias en las arterias uterinas

El estudio ecografico Doppler de la onda de velocidad de flujo (OVF) que se
genera en las arterias uterinas, permite orientar indirectamente acerca del estado de la
circulacién utero-placentaria, puesto que a través de ellas pasa todo el flujo Utero-
placentario, por lo que las resistencias en estos puntos reflejan los cambios ocurridos en
el arbol vascular distal. Se podria decir que las arterias uterinas ofrecen un resumen

global de las resistencias de la vascularizacion uterina.

La invasion trofobléstica supone la sustitucién de la pared vascular normal de las
arterias espirales por una nueva pared fibrinoide formada por el citotrofoblasto. El
proceso de remodelado confiere a las paredes de las arterias espirales una mayor laxitud,
que permite un aumento en su calibre con mayor paso de flujo a velocidad enlentecida
hacia los espacios intervellosos. En un embarazo normal, el estudio Doppler pone de
manifiesto que las resistencias al flujo en las arterias uterinas disminuyen gradualmente
al aumentar la edad gestacional, siendo especialmente visible su transformacién durante

la segunda oleada trofobléastica.

Antes de la semana 10, las resistencias en las arterias uterinas persisten elevadas
de forma similar al estado pregestacional. Estas resistencias van disminuyendo a medida
que va finalizando el primer trimestre de gestacion. Esta etapa coincide con la segunda
oleada trofoblastica y en ella las arterias espirales todavia pueden conservar gran parte
de sus propiedades elasticas, lo cual justifica la persistencia fisiologica en

aproximadamente la mitad de los casos, de una incisura protodiastdlica o “notch”

24



I. Introduccion

(Figura 8) en la OVF de las arterias uterinas en primer trimestre, que se dibuja como
reflejo de la adaptacion eléstica del calibre de las arterias al brusco descenso del flujo
[53].

Sl gt ! L b

Figura 8. Estudio Doppler de las arterias uterinas donde se muestra la persistencia del notch
prodiastolico (Hernandez Guillama Gy cols. [54]).

Por el contrario, en aquellas gestantes que desarrollan una PE las resistencias
en las arterias uterinas permanecen elevadas como resultado del fallo en la
transformacion de las arterias espirales, que impide su adecuada reconversion en vasos
de mayor calibre y menor resistencia. A consecuencia de ello, no se produce una
adecuada reduccion de las resistencias vasculares en la circulacion utero-placentaria y el
aporte sanguineo a esta region se ve comprometido. Esto condujo a la idea de que el
estudio Doppler de la OVF de las arterias uterinas podria ser Gtil como método de
cribado de la PE y el CIR, ya que en estados relacionados con una inadecuada invasién
trofoblastica se reflejaria una mayor tendencia a la persistencia del estado
pregestacional, con aumento en las resistencias y persistencia del “notch” (Figura 8)
[55].

La revision sistematica de Conde-Agudelo y cols. sobre pruebas de cribado para
la PE, establece el momento 6ptimo de la gestacion para predecir la PE mediante el
Doppler en las 20 -24 semanas de gestacion y, califica la utilidad del estudio Doppler
como “moderada” [56]. Por el momento no se recomienda su incorporacion en las

ecografias de rutina realizadas durante el embarazo [57;58].
1.9.2 Marcadores propuestos como posibles predictores de preeclampsia

A pesar de las décadas de investigacion no se ha logrado esclarecer que
marcador o marcadores permiten seleccionar a aquellas gestantes con riesgo “a priori”
de desarrollar PE. De lograrlo, facilitaria la seleccion para una supervision mas cercana.
Mas aun, la prediccion de PE en mujeres con patologias subyacentes (diabetes,

hipertension crénica, etc.) seria de gran valor clinico. Por tanto, son necesarios mas
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estudios en los que se investigue el papel de distintos biomarcadores, ya que podrian ser
utiles y potenciales dianas terapéuticas de diagndstico para una enfermedad que adn se

basa exclusivamente sobre parametros clinicos.
1.9.2.1 Forma soluble de la tirosin kinasa 1 (sFIt-1)

Como hemos comentado en el apartado de fisiopatologia, sFlt-1 es la proteina
antiangiogénica por excelencia. Es el receptor del VEGF y PIGF y al unirse a ellos
impide su funcionamiento adecuado que culmina con disfuncion endotelial. Existen dos
formas de este receptor: el de tirosin kinasa unido a la membrana placentaria, el cual
trasmite las sefiales angiogénicas (FIt1), y la forma soluble (sFlt-1), cuya Gnica funcion
importante es la captura del VEGF y PIGF. Como a este sFlt-1 le falta el dominio
citosélico, su funcion es restringir o reducir las concentraciones libres del VEGF y

PIGF, que son accesibles para interactuar con el receptor Flt1 [59;60].

En varios estudios se ha confirmado que los valores de sFlt-1 correlacionan
positivamente con la edad gestacional y que a partir de la 35 semanas el aumento de
este factor es considerable, presentando valores aumentados 5 semanas antes del
desarrollo de PE [33].

1.9.2.2 Factor de crecimiento placentario (PIGF)

Es un factor que pertenece a la familia del VEGF. De entre sus funciones
destacamos que promueve la viabilidad de las células endoteliales, produce un efecto
quimiotéctico sobre los monocitos e interviene en procesos de angiogénesis. Se estudio

por primera vez en tejido placentario y mas tarde en corazén y en pulmon.

En numerosos estudios, se ha demostrado una disminucion del PIFG en las
pacientes preeclampticas. Esto es probable por su unién al sFlt-1, que se encuentra
elevado, més que por una disminucion en su sintesis por la placenta preeclamptica
[33;61].

La tendencia esperada de las concentraciones de PIGF en gestaciones normales
es un aumento ininterrumpido durante los dos primeros trimestres de embarazo, con un
pico maximo en 29-32 semanas de gestacion, disminuyendo posteriormente [33]. Su
disminucion, se piensa que se produce por un aumento del sFIt-1 entre la semana 33-36

hasta final del embarazo y de hecho, las concentraciones de ambos son reciprocos, es
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decir, cuanto mayor son los valores de sFlt-1 menores son los de PIGF. Numerosos
estudios han documentado que el descenso de PIGF se puede iniciar al principio del
segundo trimestre, incluso en semana 10-11 en pacientes que van a desarrollar PE, en

comparacion con las pacientes control [33;62].
1.9.2.3 Proteina plasmética A asociada al embarazo (PAPP-A)

La PAPP-A es una glucoproteina de gran tamafio con un peso molecular de 200
KDa que pertenece a la superfamilia de las peptidasas dependientes del zinc. La PAPP-
A fue aislada inicialmente en el suero de las embarazadas, donde su concentracion
aumenta permanentemente hasta la fecha del parto. Es producida por el trofoblasto y
secretada al suero materno donde circula como un complejo heterotetramérico, junto
con las dos subunidades de la proforma de la proteina basica mas importante del

eosinofilo [63].

El estudio de este marcador es interesante desde el punto de vista practico-
econdémico en el laboratorio, ya que al estar incluido en el test de cribado de
cromosomopatias en el primer trimestre de gestacion, es realizado a todas las gestantes
junto a la subunidad B de la gonadotropina coridnica humana (BhCG). Si se confirmase
su utilidad como predictor de PE y/o complicaciones asociadas al embarazo
proporcionaria un valor adicional al diagnéstico clinico. Diversos estudios han
demostrado que menores concentraciones de PAPP-A durante el primer trimestre estan
asociadas con PE y otras complicaciones del embarazo [64;65].

1.9.2.4 Acido Urico

El &cido drico es el producto final del metabolismo de las purinas. Es sintetizado
por la enzima xantina oxidasa. Las concentraciones sericas de &cido Urico descienden en
un 25-35% al principio del embarazo, pero después aumentan progresivamente hasta
alcanzar al final del embarazo valores similares a los de las mujeres no embarazadas. El
aumento en la concentracion de acido urico se describié como un hallazgo asociado a
las mujeres con PE, aunque la utilidad clinica del aumento en las cifras de &cido Urico
sérico ha sido objeto de debate [66;67].

Una reduccidn en el aclaramiento del &cido urico, secundario a la disminucion
en la tasa de filtracion glomerular, el aumento de la reabsorcion y la disminucion en la

secrecion, que se produce cuando aparece la afectacion renal, son los mecanismos
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fisiopatolégicos argumentados para relacionar el aumento del &cido Urico con la PE.
Sin embargo, esta hipotesis no justifica por qué el acido Urico elevado se ha hallado en
etapas preclinicas. Probablemente, su papel predictor pueda estar en relacion con su
elevacion en situaciones de alteracion endotelial vascular y sindrome metabdlico. Asi, el
acido Urico es un marcador de estrés oxidativo, dafio tisular y disfuncion renal. Por
tanto, es posible que el &cido Urico aumentado sea algo méas que un simple marcador de
severidad de PE y pueda elevarse antes de que el sindrome sea clinicamente evidente
[67;68].

1.9.2.5 Triglicéridos

La hipertrigliceridemia se asocia a obesidad materna, diabetes mellitus e
hipertension cronica, que son todos ellos constituyentes del conocido sindrome
metabolico, y asimismo factores de riesgo para el desarrollo de PE. Sin embargo, la
relacion entre la hipertrigliceridemia y el riesgo de PE no ha sido todavia
suficientemente esclarecida. Probablemente esta relacion se establezca a través del
mayor riesgo de manifestar vasculopatia placentaria en mujeres con mayores
concentraciones de triglicéridos, ya que existe en ellas mayor riesgo de

hipercoagulabilidad y disfuncién endotelial [69;70].

En una revision sistematica de los trabajos publicados hasta 2005 sobre la
relacién entre hipertrigliceridemia y PE, se encontré un riesgo ajustado de PE cuatro
veces superior, entre aquellas gestantes con valores mas altos de triglicéridos respecto a
las que presentaban valores mas bajos [71]. Otro trabajo mas reciente publicado en 2012
[72], confirma también la asociacion de hipertrigliceridemia con el aumento del riesgo
de PE.

1.9.2.6 Antigeno sérico CA125 (CA125)

El CA125 es una glicoproteina de elevado peso molecular que puede ser
producida por diferentes estructuras (pleura, peritoneo y pericardio), trompa de Falopio,
endocérvix y fondo vaginal. EI CA125 no es por tanto, un marcador especifico tumoral,
sino que puede ser sintetizado tanto por células normales como malignas de los epitelios
donde se origina. Ademas de ser utilizado en la clinica, como un marcador de
seguimiento de tumores de ovario, podria ser Gtil para otras enfermedades ginecoldgicas

[73]. Los estudios sobre el CA125 en trastornos hipertensivos del embarazo son
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limitados, aunque algunos de ellos sittan al CA125 como un marcador que refleja el
estado inflamatorio que se evidencia en pacientes con PE [74]. Debido a ello, son
necesarios mas estudios para poder explicar la elevacion de las concentraciones séricas
de CA125 en mujeres con PE y poder aclarar la utilidad clinica de este marcador en

dicha patologia.
1.9.2.7 Enzima convertidora de angiotensina (ECA)

La ECA es una enzima producida por varios tejidos corporales tan diversos
como el sistema nervioso central, rifiones y pulmén. Actla sobre el sistema renina-
angiotensina-aldosterona el cual regula la hemodindmica cardiovascular y el balance de
electrolitos en los liquidos corporales. Esta enzima se encuentra ligada a membrana o
circulando en distintos fluidos corporales. Convierte la angiotensina | en angiotensina
I, la cual es un potente agente vasoconstrictor, lo que provoca que se eleve la
resistencia vascular periférica y aumente la tensién arterial. Actla de forma especifica

sobre las arteriolas, aunque tiene accion también sobre las vénulas.

Hay pocos estudios que han investigado las concentraciones séricas de ECA en
pacientes con PE. Algunos de ellos apuntan que la ECA interviene en la
vasoconstriccion de la hipoxia placentaria y la peroxidacion lipidica [75]. Por tanto es
interesante el estudio de este marcador ya que a dia de hoy su papel en la fisiopatologia

de la PE no ha sido esclarecido.
1.9.3 Polimorfismo genético de la ECA y su asociacion con la preeclampsia

El gen de la ECA esta localizado en el cromosoma 17. Este gen codifica 2
isoenzimas, una somatica que se expresa en las células endoteliales y otra de tipo
germinal que solo se expresa en los testiculos. Se han identificado un total de 78
variantes moleculares para este gen, pero la méas estudiada es la insercion (1) o delecién
(D) de una secuencia Alu de 287 pb en el intrén 16. La insercion de la secuencia Alu en
el gen de la ECA se ha relacionado con un efecto protector ya que su presencia
disminuye las concentraciones de angiotensina Il [76]. El polimorfismo de la ECA se
caracteriza por la existencia de tres posibles genotipos en la poblacion general:
homocigotos Il, homocigotos DD y heterocigotos ID. La prevalencia de los diferentes

genotipos varia segun las caracteristicas étnicas y geograficas.
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Este polimorfismo ha sido muy investigado en enfermedades cardiovasculares y
renales. Ha sido asociado al infarto de miocardio, a la evolucion de la glomerulonefritis,
la nefropatia diabética y al desarrollo de hipertrofia cardiaca, entre otras enfermedades
[77;78]. En todos los casos, el peor prondstico corresponde al genotipo DD. Sin
embargo, encontramos resultados contradictorios en la literatura respecto a la asociacion
de este polimorfismo y el desarrollo de PE [79;80]. Serian necesarios méas estudios que
investiguen el papel del polimorfismo de la ECA y su implicacion en la fisiopatologia

de la PE asi como su correlacion con las concentraciones séricas de la ECA.

1.9.4 Polimorfismo genético de la Apolipoproteina E (ApoE) y su asociacion con

la preeclampsia

La ApoE es una proteina con 299 aminoacidos y es sintetizada principalmente
en el higado, aunque se han encontrado también en otros tejidos, como el cerebro, rifion,
bazo y sistema nervioso. El defecto en su produccion causa un trastorno lipidico
Ilamado disbetalipoproteinemia, en la que se eleva considerablemente la concentracién
de colesterol y triglicéridos en sangre. El gen de la ApoE se localiza en el cromosoma
19 y es pleomorfico con tres alelos principales, ApoE: € 2, € 3 'y € 4, que traducen tres
isoformas de la proteina (e 2, € 3 y € 4 respectivamente). Estas isoformas difieren una
de la otra solo por un aminodcido sustituido en las posiciones 112 y 158. En la
poblacién, encontramos tres genotipos homocigotos (e 2/2, € 3/3 y € 4/4) y tres
heterocigotos (e 2/3, € 2/4, € 3/4) [81]. Estudios realizados en poblaciones caucasicas
demostraron que € 3 es la isoforma de la proteina mas comdn, con una frecuencia de
77-81%, € 2 posee la frecuencia mas baja (8%-11%) mientras que € 4 se presenta en
12%-15% [82]. En general el alelo € 2 esta asociado con menores concentraciones de
colesterol plasmatico total, colesterol unido a lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
apolipoproteina B (ApoB) y elevadas concentraciones de triglicéridos en comparacion
con la presencia del alelo € 3. Mientras que el alelo € 4 se asocia con mayores
concentraciones de colesterol total, lipoproteinas de baja densidad (LDL), ApoB e
hipertriglicidemia.

El polimorfismo de ApoE es de interés en la investigacion epidemiolégica por
estar implicado en la etiologia de varias patologias cardiovasculares y
neurodegenerativas. Los estudios de asociacién de este polimorfismo con la PE son

limitados.
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1.9.5 Otros marcadores de interés
1.9.5.1 Endoglina soluble (sEng)

La sEng es un correceptor de los TGF-B y se expresa en forma importante en las
membranas de las células endoteliales y el sincitiotrofoblasto. Es un marcador
antiangiogénico al igual que sFlIt-1. Se la ha relacionado con la enzima eNOS,
sugiriendo que regula su actividad y el tono vascular. Al igual que los estudios sobre el
sFIt-1, se ha demostrado que las concentraciones de SEng estan elevadas en los sueros
de las mujeres preeclampticas y se correlaciona con la severidad de la enfermedad [83].
La sobreexpresion de la SEng en ratas embarazadas se ha asociado con incremento de la
permeabilidad vascular e hipertension, siendo estos sintomas méas severos en los casos

donde los valores de sFlt-1 se encuentran elevados [33].
1.9.5.2 Inhibina A

La inhibina A es una glicoproteina dimérica que forma parte de la familia de los
TGFp y es sintetizada por multiples tejidos, aunque durante el embarazo su principal
fuente de produccion es la placenta. EI mecanismo subyacente por el cual la inhibina A
juega un papel en la patogénesis de la PE es incierto, aunque existe evidencia de sus

funciones autocrinas y paracrinas sobre el tejido trofoblastico [84].

En el embarazo normal, las concentraciones de este hormona aumenta en el
tercer trimestre y las concentraciones alcanzan 10 veces su valor en mujeres
preeclampticas comparado con los controles. Los estudios que han utilizado inhibina A
durante el primer trimestre han mostrado un bajo valor predictivo [85]. No se conoce
con exactitud la causa de la elevacion de esta hormona y si tiene algun papel en la

etiologia de la PE.
1.9.5.3 Proteina placentaria 13 (PP13)

Es una proteina de 32 KDa que es expresada en forma importante por la
placenta. Se piensa que estd involucrada en la implantacion placentaria y la
remodelacion de la vasculatura materna [86]. Durante el embarazo normal, las
concentraciones de PP13 aumentan gradualmente, pero se han demostrado
concentraciones anormalmente bajas en las semanas 11-13 del embarazo en las

pacientes que desarrollaran PE y CIR comparadas con las de los controles [87]. Un
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estudio posterior, analizd las concentraciones de PP13 en las 9-11 semanas de
gestacion y también encontrd bajas concentraciones en las pacientes que desarrollaron

PE comparado con los controles [88].

Nicolaides y cols. [86] encontraron que las mujeres que desarrollan PE antes de
las 34 semanas de gestacion presentaron menores concentraciones de PP13 en el primer

trimestre comparado con los controles.
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I1. Objetivos

11.1 Justificacién e importancia del estudio

La PE es una enfermedad progresiva e impredecible, con una fase preclinica que
solo se detecta en una exploracion prenatal de rutina mediante la deteccion de
hipertension, proteinuria y, en algunos casos, la velocitometria Doppler de la arteria

uterina para determinar la insuficiencia placentaria.

Afecta al 6-8% de todos los embarazos y supone uno de los problemas asociados
a la gestacion que mayor morbimortalidad materna y fetal causa en todo el mundo,
especialmente cuando se trata de casos severos y/o precoces. Su etiologia sigue siendo
un enigma, rodeado de multiples hip6tesis que nos llevan a la conclusién de que no esta

causado por un unico factor sino por una etiologia multifactorial.

Al ser considerado un problema obstétrico sin resolver y la evidencia de que
muchos de los cambios asociados a la patogenia de la PE preceden en el tiempo al
establecimiento de la enfermedad clinica, ha motivado la continua bdsqueda de
marcadores clinicos, bioquimicos y ecogréaficos de los cambios sucedidos en el entorno
placentario y en la circulacion materna, que puedan tener utilidad como predictores
precoces de PE. Esto seria tedricamente posible, ya que las hipdtesis méas aceptadas
opinan que el origen de la misma estd intimamente ligado a un anormal desarrollo

placentario durante la primera mitad del embarazo, antes de que aparezcan los sintomas.
11.2 Hipdtesis del estudio

¢Pueden resultar de utilidad la determinacién de biomarcadores relacionados con

el desarrollo de PE, para el esclarecimiento de su etiologia y/o fisiopatologia?

¢Existe actualmente algun biomarcador o combinacion de ellos que pueda

predecir de forma fiable y precoz el posterior desarrollo de PE?

¢Existe asociacion del polimorfismo genético de la ECA y Apo E con el

desarrollo de PE?
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11.3 Objetivos

Partiendo de estos interrogantes, se plantearon varios objetivos que se describen

a continuacion:

1. Estudiar la utilidad clinica de los parametros de laboratorio propuestos en el
estudio (sFlt-1, PIGF, PAPP-A, &cido urico, triglicéridos, CA125y ECA) como

posibles predictores de PE en gestantes con factores de riesgo.

2. Determinar aquellas combinaciones de marcadores mas eficientes para la

prediccion de PE en el primer y segundo trimestre de gestacion.

3. Analizar la asociaciéon del polimorfismo genético de la ECA y Apo E con el

desarrollo de PE.

4. Comparar los marcadores angiogénicos (sFlt-1 y PIGF) entre embarazos Unicos

y mdltiples en el primer y segundo trimestre de gestacion.
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I1l. Material y Métodos

I11. 1 Disefio del estudio

Para la realizacion de este trabajo de investigacion se han seguido las distintas

etapas de la metodologia cientifica.

En una primera etapa, tras varias reuniones con los directores del trabajo y
expertos en el tema, se marco un objetivo inicial y se realiz6 una revision bibliogréfica
sobre la PE, con la finalidad de elaborar un marco teorico que sirviera de guia para el

disefio, eligiendo una metodologia cuantitativa.

A partir de ahi, se definio el objeto de la investigacién, asi como las
caracteristicas de los individuos que compondrian el estudio, y los recursos materiales y

humanos necesarios para llevarla a cabo.

En una segunda etapa, se plantearon los objetivos especificos y se disefid un

estudio cuyos fundamentos metodoldgicos estaban basados en:
- establecer grupos de estudio y las caracteristicas de cada uno de ellos.
- recoger datos y muestras clinicas en cada uno de los individuos incluidos.

- medir las diferentes variables bioquimicas potencialmente relacionadas con los

objetivos fijados y realizar los analisis genéticos planteados.

La revision bibliografica se realizd en bases de datos nacionales e
internacionales. La basqueda fue limitada a articulos de la tipologia: estudios de casos y
controles, estudios de cohortes (tanto prospectivos como retrospectivos), estudios

descriptivos transversales y revisiones de metaanalisis.

Se ha realizado un estudio prospectivo descriptivo y analitico en un periodo de
24 meses, comprendido entre los meses de Enero de 2010 a Octubre de 2012, de los
cuales en los primeros doce meses se realizo el reclutamiento de las pacientes y el resto
del tiempo se realizaron las determinaciones analiticas, analisis genético, recogida de
datos y andlisis de resultados. Se llevo a cabo en la Seccion de Hormonas perteneciente
al Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca
(Murcia), con la colaboracion de la Unidad Medicina Fetal perteneciente al Servicio

Ginecologia y Obstetricia de dicho Hospital.
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I11. 2 Sujetos

111.2.1 Criterios de inclusién

Se seleccionaron a aquellas gestantes que cumplian al menos uno de los

siguientes criterios de inclusion:

- Mujeres embarazadas que presentan dos o mas de los siguientes factores de
riesgo:
+* Nuliparidad.
% Obesidad (IMC > 35 kg/m?).
s PA diastolica >80 mm Hg en el momento de la inclusion.
« Edad > 40 afos.
¢+ Historia familiar de PE, eclampsia o sindrome de HELLP (madre o
hermana)
- PE, eclampsia o sindrome de HELLP en un embarazo anterior.
- CIR en un embarazo anterior.
- Hipertension cronica preexistente sin proteinuria.
- Hipertension gestacional.
- Enfermedad renal preexistente
- Diabetes mellitus tipo I (insulino-dependiente) preexistente.
- Examen Doppler de la arteria uterina, indice de pulsatilidad medio (IP) > 1,45.
- Trombofilia:
++ Sindrome antifosfolipido.
+ Deficiencia de proteina C.
+ Deficiencia de proteina S.
¢ Deficiencia de antitrombina.
¢+ Mutacion del factor V Leiden.
- Mujeres sometidas a técnicas de reproduccion asistida > 40 afios o que sean

receptoras de ovodonacion.
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111.2.2 Criterios de exclusion

- Embarazo multiple

- Muyjeres hipertensas y proteinas en orina (tira reactiva >1+, antes de la semana
gestacional 20+0 dias).

- Malformaciones mayores.

- Cromosomopatias.

- Feto muerto.
111.2.3 Grupos de estudio

- Grupo 1: Gestantes con factores de riesgo y que si desarrollaron PE.
- Grupo 2: Gestantes con factores de riesgo pero que no desarrollaron PE.
- Grupo 3: Grupo control de gestantes normotensas que no cumplen ninguno de

los criterios de inclusion descritos anteriormente.

Los criterios de clasificacion y diagndstico de los trastornos hipertensos en el

embarazo utilizado en el estudio fueron los siguientes:

% Hipertension: PA sistolica > 140 mmHg y/o PA diastolica > 90 mmHg (en dos

ocasiones con un intervalo > 6 horas) [1;89-91]

% Hipertension cronica: hipertension (PA sistolica > 140 mmHg y/o PA diastolica
> 90 mmHg) diagnosticada antes del embarazo o en la primera mitad del embarazo
(<20 semanas de gestacion) y que continle durante > 12 semanas después del parto
[91].

% Proteinuria: analisis de proteinas en orina de 24 horas (> 0,3 g proteinas/ 24
horas), en caso de emergencia si no se puede determinar proteinas en orina de 24
horas, la determinacion de proteinas se realizard en una muestra puntual de orina (>
30 mg/dl de proteinas) o ratio proteina/ creatinina (> 30 mg proteina/mmol

creatinina). En caso de urgencia se utilizara una tira reactiva (>2+) [91].

% Hipertension gestacional: aparicion “de novo” de hipertension (PA sistolica >
140 mmHg y/o PA diastolica > 90 mmHg) sola sin proteinuria después de 20
semanas de gestacion [91].
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% PE: aparicion “de novo” de hipertension (PA sistolica > 140 mmHg y/o PA

diastdlica > 90 mmHg) y proteinuria después de la semana 20 de gestacion [91].
% PE severa [90]: PE mas uno de los siguientes criterios:

- PA sistolica > 160 mmHg y/o PA diastélica > 110 mmHg (en dos ocasiones en

un intervalo de > 6 horas).

- Proteinuria (> 5 g proteina/24 horas o tira reactiva > 3+ en dos muestras de orina

recogidas con un intervalo minimo de 4 horas).

- Deterioro de la funcion renal (creatinina sérica >1,2 mg/dl salvo que se sepa que

anteriormente era elevada u oliguria < 500 ml/24 horas).

- Edema pulmonar.

- Deterioro de la funcion hepatica.

- Sintomas neuroldgicos (molestias cerebrales o visuales, cefalea severa).
- Trastornos hematolégicos (trombocitopenia, hemolisis).

-  CIR.

% Eclampsia: nueva aparicién de convulsiones ténico-clénicas en mujeres con

preeclampsia que no se pueden asignar a ninguna otra causa [90].

¢+ Preeclampsia precoz y tardia [92]:

- PE precoz: aparicion de la enfermedad <34+0 semanas de gestacion.
- PE tardia: aparicion de la enfermedad >34+0 semanas de gestacion.

+«+ Sindrome de HELLP: aumento de las enzimas hepaticas, de las concentraciones
de lactato deshidrogenasa (LDH) y reduccion de la cifra de plagquetas (<100.000/uL)
[93].

s CIR [94]: peso fetal estimado (PFE) o circunferencia abdominal < percentil 10
(ajustado por sexo y raza). Presencia de proceso patologico que inhibe la expresion

del potencial de crecimiento intrinseco normal. Se debe demostrar el proceso
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patologico al menos una vez después de la semana 22 de gestacion segin uno de los
siguientes criterios:

- Oligohidramniona: (indice de fluido amnidtico < percentil 10).

- Flujo patoldgico en la arteria umbilical (IP> percentil 95).

X/

% Neonato pequefio para la edad gestacional: PFE< percentil 10. Ausencia de
proceso patologico [94].

X/

% Parto prematuro: nacimiento antes de la finalizacion de las 37 semanas de

gestacion [95].

I11. 3 Método

111.3.1 Parametros de estudio

Tanto los pardametros de laboratorio como las variables clinicas se estudiaron en
los dos primeros trimestres de gestacion en las gestantes seleccionadas con los criterios

de inclusion descritos anteriormente y un grupo control de gestantes normotensas.

Aunque nuestro estudio se centro en dos visitas que se realizaron en el primer y

segundo trimestre de gestacion, se realizo el seguimiento de las pacientes hasta el parto.

- 1%visita: entre las semanas 11-13 de gestacion.
- 2%visita: entre las semanas 19-21 de gestacion.

111.3.1.1 Parametros de laboratorio

Los parametros de estudio dependiendo del tipo de muestra fueron los

siguientes:

1. Anélisis de orina: muestra simultanea de orina para la determinacion de
proteinuria en tira de orina. En caso de ser positiva, se determinara la proteinuria
en orina de 24 horas en los casos que sea posible.

2. Analisis hematoldgico: recuento de plaquetas.

3. Andlisis bioguimico:

3.1 Parametros bioquimicos clasicos: creatinina, colesterol, LDH, aspartato

aminotransferasa (GOT) y alanina aminotransferasa (GPT).
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3.2 Parametros propuestos en el estudio como posibles marcadores predictores
de PE: &cido urico, triglicéridos, sFlt-1, PIGF, PAPP-A, CA125 y ECA.

4. Analisis genetico: estudio del polimorfismo genético de la ECA y Apo E.

111.3.1.2 Variables clinicas

Se incluyeron en el estudio datos maternos y del neonato.
1. Datos maternos: edad, peso, IMC, fumadora, antecedentes familiares,

nuliparidad, embarazo Unico o multiple, abortos en embarazos anteriores,
embarazo mediante técnicas de reproduccion asistida, semana gestacional en el
momento del parto, cesarea, datos de tension arterial.

2. Datos neonatales: sexo, peso al nacer, complicaciones postparto (hemorragia

intraventricular, sindrome de dificultad respiratoria, etc).

3. Datos ecograficos: estudio Doppler.

111.3.2 Recogida y procesamiento de las muestras

Se realiz6 a todos las pacientes una extraccion venosa a primera hora de la
mafana, tras ayunas de méas de 8 horas. Las muestras fueron recogidas en dos tubos,
uno con anticoagulante &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) tripotasico y otro sin
aditivos. Tras centrifugacion a 3500 g, durante 10 minutos se extrajo plasma y suero
respectivamente. Se realizaron 2 alicuotas de 1 ml de las muestras de suero restantes del
analisis bioquimico y se congel6 a -80°C para su posterior procesamiento, utilizandolas
para la determinacién de los marcadores propuestos como predictores de PE.

Se recogidé ademas una muestra de orina simultanea para la determinacién de
de la proteinuria en tira de orina y las que fueron positivas se les determind la

proteinuria en orina de 24 horas en todos los casos que fue posible.

1. Analisis de orina: Las muestras de orina simultanea fueron procesadas antes de 1

hora desde su recogida mediante un analizador URISYS 2400 (Roche Diagnostics®), el
cual determina cualitativa o semicuantitativamente in vitro los analitos de la orina,
incluidos el pH, leucocitos, nitritos, proteinas, glucosa, cetonas, urobilindgeno,
bilirrubina y eritrocitos. Si las muestras de orina presentaban proteinas positivas

después de su analisis con el analizador URISYS 2400, se solicitaba una muestra de
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orina de 24 horas para cuantificar las proteinas con un analizador cobas 6000 (Roche
Diagnostics®).

2. Analisis hematologico: Las muestras de sangre recogidas con anticoagulante

EDTA tripotasico se les realizd6 un hemograma en un analizador Sysmex XE-5000
(Roche Diagnostics®) con agitacion previa, para obtener datos hematolégicos (recuento
de plaquetas).

3. Analisis bioquimico: Las muestras de sangre recogidas sin anticoagulante, se

centrifugaron a 3500 g y se extrajo el suero que posteriormente se utiliz6 para el analisis
de los pardmetros bioguimico clésicos. De las alicuotas congeladas se utilizé el suero
para la determinacién de los marcadores propuestos como posibles predictores de PE.

Acido drico y Triglicéridos: sus concentraciones séricas se determinaron
mediante un test enzimatico colorimétrico en un analizador COBAS 6000 (Roche

Diagnostics®).

) Unicasa .
Acido tirico + 2 HpO + 02 —> alanfoina + CO2 + HpO»

En presencia de peroxidasa, el perdxido de hidrogeno oxida la

4-aminofenazona para formar un colorante de quinona-diimina.

2 HoOp + H* + TOOS* +  4-aminofenazona Peroxidasa  colorante de quinona-dimina + 4 Hz0

Figura 9. Esquema representativo del principio del test del &cido Urico.

rigicéridos + 3He0 ~ — =~ giicerol + 3 RCOOH

glicerol + ATP % glicerol-3-fosfato + ADP

Mg
. GPO L
glicerol-3-fosfato + Oo ——= fosfato de dihidroxiacetona + HoOs

) peroxidasa , ) o
H202 + 4-aminofenazona + 4-clorofenol ————  4-(p-benzoquinona monoimino)-fenazona + 2 HeO + HCI

Figura 10. Esquema representativo del principio del test de los triglicéridos.
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La intensidad cromética del colorante rojo formado en ambos casos, es
directamente proporcional a la concentracion de &cido Urico y triglicéridos y puede

medirse fotométricamente. A continuacién en la Tabla 4 se describen las caracteristicas

analiticas de ambos marcadores.

6 meses 3meses
1 1
Suero, Plasma (Heparina, Suero, Plasma (Heparina,
EDTA) EDTA)
0,2-25 mg/dl 8,85-885mg/dlI
<15 <19
2,4-5,7 mg/dl 50-200 mg/dl

Tabla 4: Caracteristicas analiticas del acido Urico y triglicéridos.

sFIt-1, PIGF, PAPP-A y CA125: sus concentraciones séricas se determinaron
mediante electroquimioluminiscencia (ECLIA) utilizando el analizador COBAS e 411
(Roche Diagnostics®) para todos ellos, exceptuando el CA125 que se determind en un

analizador elecsys 170 (Roche diagnostics®).

ECLIA combina la reaccién convencional Antigeno-Anticuerpo (tipo sandwich)
sobre la superficie de una microparticula magnética con la reaccién electroquimica

sobre la superficie de un electrodo para generar luminiscencia.

Es un método basado en la interaccion entre quelato de rutenio y tripropilamina
(TPA) sobre la superficie de un electrodo de platino. Las dos reacciones de oxidacion se
inician simultaneamente tanto para el rutenio como para la TPA. La TPA se
descompone electroquimicamente tras la oxidacion del complejo de rutenio con el
resultado neto de la emision de un fotdn. La reaccion regenera el complejo de rutenio

que puede producir multiples ciclos, durante la fase de medida (Figura 11).
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Figura 11. Esquema representativo de la reaccion electroguimioluminiscente.

La estreptavidina es la base de los inmunoensayos de ECLIA y se acopla a todas
las moléculas biotiniladas. El sistema estreptavidina-biotina es muy eficaz para
proporcionar inmunorreactividad alta y constante de los antigenos y anticuerpos fijados

El gran nimero de puntos de union de biotina en la fase sélida garantiza una alta
capacidad de fijacion de los componentes biotinilados. Las microparticulas
paramagnéticas proporcionan una gran superficie para la inmovilizacion de antigenos y

anticuerpos, facilitando una rapida cinética de reaccion.

Para desencadenar la reaccion ECLIA s6lo se requiere una simple excitacion
eléctrica. Las reacciones quimioluminiscentes que llevan a la emision de luz a partir del
marcador de rutenio son activadas eléctricamente, por aplicacién de un voltaje a la
mezcla de reaccion. El producto final de la reaccion se forma en la misma fase de
medida. La emision de luz se mide con un fotomultiplicador situado por encima de la

célula de excitacion.
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determinados por electroquimioluminiscencia.

En la Tabla 5 se muestran las caracteristicas analiticas de los marcadores

1 mes 4 meses 3 meses 3 meses
1 1 1 1
Suero, Suero, Suero, Suero,
Plasma Plasma Plasma Plasma
(Heparina, (Heparina, (Heparina, (Heparina,
EDTA) EDTA) EDTA EDTA
10-85000 3-10000 4-10000 0,600-5000
pg/mL pg/dL muUl/L U/mL
<43 <4.1 <23 <18

0,6-35
U/mL

Tabla 5: Caracteristicas analiticas de los marcadores determinados por
electroguimioluminiscencia.

CA125: antigeno sérico CA125; PIGF: factor de crecimiento placentario; MoM PAPP-A:
multiplo de la mediana de la proteina plasmatica A asociada al embarazo; sFlt-1: forma
soluble de la tirosin kinasa 1.

Los valores de referencia para sFlt-1 y PIGF no se muestran en la tabla anterior
debido a que son marcadores que se encuentran en fase de investigacion por la casa
comercial. Los valores de PAPP-A calculados para cada semana de gestacion se
muestran en la Tabla 6. En nuestro caso hemos utilizado el multiplo de la mediana
(MoM) para la PAPP-A para nuestra poblacién de estudio. Para el calculo de los MoM
se dividen los valores de PAPP-A de las gestantes del estudio, por la mediana calculada
en cada una de las semanas de gestacion. Los MoM de la mediana son corregidos por el
peso materno, fumadora, etnia, embarazo mdltiple, etc, mediante el programa Prisca

v4.0 15.9® software (Typolog, Germany).
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11 12 13

2,13 3,02 4,29

Tabla 6: Valores de PAPP-A calculados para cada semana de gestacion.

ECA: sus concentraciones séricas se determinaron mediante espectrofotometria
en un analizador A-15 de Biosystem (ATOM). La ECA presente en el suero cataliza la
hidrolisis de FAPGG  (N-[3-(2-furil)acriloil]-L-fenilalanilglicilglicina) a FA
(furilacriloilfenilalanina). La disminucién de la absorbancia a 340 nm es proporcional a
la actividad de la ECA en la muestra. En la Tabla 7 se muestran las caracteristicas
analiticas de la ECA.

1

Suero, Plasma
(Heparina,
EDTA)

3-50 U/L

<4,77

8-52 U/L

Tabla 7: Caracteristicas analiticas de la ECA.
ECA: Enzima convertidora de angiotensina.

4. Analisis genético:

4.1 Analisis genético de la ECA:

A.Obtencion de ADN: Para realizar la extraccion de &cido
desoxirribonucleico (ADN) se centrifugan los tubos con EDTA tripotasico durante 5"a
3500 g y se extrae la capa de leucocitos (capa blanca) para conseguir mayor
concentracion del material genico extraido. Posteriormente, se extrajo el ADN

gendémico mediante el sistema automatico de Promega (Maxwell 16 Blood DNA
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Purification Kit) (Figura 12) a partir de 400 ml de sangre. La técnica se basa en la
actuacion de unas particulas paramagnéticas que funcionan como una fase sélida movil
que optimiza la captacion, lavado y elucion de la muestra. Tras el proceso de extraccion,
se midié la concentracion y pureza del ADN mediante espectrofotometria utilizando el
equipo de Thermo Scientific, Nanodrop 1000 (Figura 13). Para obtener la concentracion
se realizd una medida a 260 nm, a la que absorben los acidos nucléicos, y se determind
la calidad del ADN extraido mediante la relacion entre A2e0/A280 nm, considerandose

un ratio entre 1,5-1,8 como aceptable.

Figura 12. Sistema automatico de Promega (Maxwell 16 Blood DNA Purification Kit).

isix

Ele Edn Help

Fe-blenk | _Piré Screen | Measurement com| plete 25012011 133
oo | ok | PimPapon | Show o | User Defoult
Oy control [~ Cieor groph ench Sample =] SempleType | DMASD - |
1.06
1.00
%0 SamplelD  HI-111ETA
080
070
gm Sample# 3
§owm NEEEL N
Enn
E Ac26010mmpah 1033
= 0
020 A6010mmpath 0578
010 60280 179
o 260230 .47
I e RS
20 zin 2i0 20 20 zio w0 a0 300 30 A o 3 3
Wensslangth m ngluL 516
371 IS8 Q082

Figura 13. A. Curva de absorbancia de una muestra de ADN. B. Nanodrop1000 (Termo).
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Las muestras de ADN se llevan a una concentracién de 20 ng/uL y se guardan a

-20°C para su posterior analisis.

B. Amplificacion de la zona de estudio: se realizd mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) con el modelo de termociclador 2720 Thermal Cycler de
Applied Biosystems. El kit enzimatico escogido para las amplificaciones fue Promega
Go Taq Hot Start polymerase y los cebadores utilizados para la amplificacion se
muestran en la Figura 14. El cebador fowar (F): sentido y el reverse (R): antisentido.

F5’-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3’
R5’-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGA-3’

Figura 14. Cebadores utilizados en la Reaccion en cadena de la polimerasa.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 25uL.

Los componentes de la PCR se muestran en la Tabla 8.

PCR V (ul)
H,0 10,87
Tampodn (10X) 5
Cl,Mg (25mM) 2
dNTP’s (2mM) 2,5
Cebadores F + R (10mM) 1+1
Taq (0.5U/mL) 0,125
DNA 2,5
VVolumen total 25uL

Tabla 8: Componentes de la Reaccion en cadena de la polimerasa.
dNTP's: desoxinucle6tidos trifosfatos

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: primeramente se realiza una
fase de activacion de la polimerasa a 94°C durante 2", seguido de un programa de 35
ciclos que incluye tres temperaturas: 94°C 1 (desnaturalizacion de hebra molde), T?
anillamiento 64°C 457", 72°C 1” (tiempo de extension); por Gltimo una fase de extensién
final 72°C 10" y 4°C indefinidamente.
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C. Verificacion de la amplificacion: se verifico la correcta amplificacion de
los fragmentos mediante la técnica de electroforesis en un gel de agarosa al 2% con
tampon TBE 1X (Tris 89mM —é&cido bérico 89 mM-EDTA), (2mM) a pH 8,4 Bio-Rad
(161-0770) utilizando para el revelado GelRed (0,1 mL GelRed/ImL gel) (GelRed
Nucleic Acid Gel Satin, 10000X in Water. Catalog number: 41003. Biotium). Se carga
aproximadamente 3uL de producto amplificado junto con 1 pL de tampdn de carga
(0,25% (WI/V) azul de bromofenol, 0,25% (W/V) cianol xileno, 30% (V/V) de glicerol
en agua). El tamafio de las muestras se compara con un marcador de tamafio de peso
molecular (pGEM DNA Markers. Promega) Se utiliz6 para el revelado el
trasiluminador Alpha Innotech y la camara PowerShot A640 AiAF de Canon (Figura
15).

Figura 15. Camara PowerShot A640 AiAF de Canon.

D. Purificacion de amplicones: A continuacion se purificaron los
amplicones mediante un método enzimatico, con el kit Exosap-It. Este kit incluye dos
enzimas, la exonucleasa I, que elimina las cadenas simples de ADN residuales que se
puedan formar en la PCR o restos de cebadores y una fosfatasa alcalina que elimina los
restos de desoxinucledtidos trifosfatos (ANTP’s). Se mezclan 5 uL del producto de
reaccion de PCR con 2 uL de Exosap-It, se incuba 15" a 37 °C y seguidamente 15" a

80°C para la inactivacion enzimatica.

E. Reaccion de secuenciacion: Se utilizd la secuenciacion automatica como
técnica para la confirmacion de la existencia del genotipo de la ECA: homocigoto I/1,
homocigoto D/D y heterocigoto en tres de las pacientes con PE. Se empled el Kit

BigDye Terminador (BDt) v1.1 de Applied Biosystems, una adaptacion de la reaccion
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enzimética dideoxi de Sanger (1977) (Figura 16). Los componentes de la reaccion de

secuenciacion se muestran en la Tabla 9.

Reaccién de secuenciacion V(uL)

H.0 1,5
Tampodn enhancer sequencing 1,75
Cebadores F 6 R (3,2 mM) 0,5
Big Dye 0,25
Producto PCR 1,0

Volumen total SpL

Tabla 9: Reaccion de secuenciacion.

12 faze: Amplificacian.

A, El zegmento de ADM gque ze pretende secuenciar = amplifica por PCR, utiizando nucledtidoz
normales [es decir, dATP, dTTP, dGTF » ACTP] v didecsinucledtidos marcados con fluorescencia
[es decir, ddATF, ddT TP, ddG TP, ddCTP] [los didecsinucledtidos detienen la elongacidn de la cadena).

Segmento de ADN -— | Armplificacian par PCR

-

E. El zegmenta de ADM ze copia cuando ze incorparan nucledtidos normales. El proceso de copiado ze
interurnpe cuatdo se incorpora un didecsinucledtido. Mediante este procesa, se producen moltiples
fragmentoz de ADMN de diferente tamafio. marcados con fluorescencia.

Clawe: Mucledtidos utlizados en la reaccidn PCH

ann Dideoxinucledtidos *-_._-_-
remales i e *
fluorezcencia -

[ 3 3 5 u ¥ |

e T daATP I o0erios de ADN
M JdTTP * JddTTP *HHE.
*HE-E--
| Kilez)=] *l JddGTP EE——

| [e3=] *M JddCTP

22 faze: Determinacidn de laz secuencias. Se claszifican los fragmentos de acuerdo con zu longitud.
Una maquina zecuenciadora lee laz longitudes de anda fluarescentes para determinar qué nucledtido
ze encuentra en el extrerno de cada fragmento.

CATCGTA A

3? fazer Representacion de las secuencias. Los datos de las secuencias e representan tipicarmente en
un electroferograma. en forma de picos de color. Cada pico representa un nucledtido v lleva su
corezpondients letra sobre &l

c A T CGTAA Longitud de ondal Hucledtida
F ajn T
Werds =y
Azul [
Meqgro €}

Electroferograma

Figura 16. Proceso de secuenciacion del ADN.

53



Biomarcadores predictores de preeclampsia en gestantes con factores de riesgo

Las condiciones de la secuenciacion fueron las siguientes: una desnaturalizacion
a 96 °C 1, seguido de un programa de 25 ciclos de tres temperaturas, 96 °C 10"", 50 °C
57 y 4" a 60 °C terminando a 4 °C indefinidamente. Se utilizan los mismos cebadores
que para la PCR pero a una concentracion de 3,2 mM. Para confirmar los posibles

cambios en la secuencia se realiza una secuencia bidireccional.

F. Purificacion de los amplicones: Tras la reaccion de secuenciacion se
eliminaron los restos de dNTP’s sobrantes utilizando la purificacion en placa de
columnas de EdgeBio (96 pocillos). Se centrifugaron las placas a 850 g durante 3". Al
mismo tiempo se llevé el volumen de reaccion de secuenciacion hasta 20 pl. Una vez
descartado el filtrado de las columnas se aplico el volumen de reaccién a cada uno de

los 96 pocillos de la placa y se volvié a centrifugar a 850 g 3".

G. Obtencion de ADN en forma de cadenas simples: se afiadieron 10 ul de
formamida Hi-Di a cada pocillo.

H. Electroforesis capilar: las secuencias fueron analizadas con el analizador
de cuatro capilares ABI 3130 (Applied Biosystems) (Figura 17), utilizando cuatro
capilares de 50 cm con polimeros POP 7 (Applied Biosystems). Las condiciones
electroforéticas fueron las siguientes: tiempo aproximado de carrera: 457, temperatura
de 60°C y el tipo de analisis fue sequencing analisis.

I. Analisis de resultados: El andlisis de las secuencias se realiza con los
softwares suministrados por la casa Applied Biosystems, “Foundation Data Collection

v. 3.0” y “Sequencing Analysis v. 5.2”

'I pl‘

Figura 17. Analizador ABI 3130 (Applied Biosystems).
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4.2 Analisis genético de la Apo E: se utilizaron las muestras de ADN extraido
descrito en el apartado anterior para el correspondiente analisis de la Apo E en el
analizador Light-Cycler 2.0 (Roche Applied Science) (Figura 18) mediante PCR a
tiempo real que tiene la ventaja de que, a la vez que se amplifica el fragmento de ADN,

se va cuantificando el producto obtenido en cada ciclo.

Figura 18. Analizador Light-Cycler 2.0 (Roche Applied Science).

Los pasos del anlisis son los siguientes:

1° Amplificacion del fragmento de ADN a estudio, en donde se encuentra la
region de interés, utilizando cebadores especificos bajo las condiciones optimizadas del
LightCycler 2.0 (Tabla 10 y 11). Una vez preparada la mezcla de reaccion (Tabla 11)
hay que transferir 15uL a un capilar, y sobre estos, afiadir 5ul de la muestra problema,

obteniendo un volumen total de 20pL.

Ciclos 1 45 1 1
T(°C) 95 95 60 72 | 95 40 85 40
Duracién 10° 5” 107 157 | 207 2000 30”

Tabla 10. Caracteristicas de la PCR a tiempo real.
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Componentes de la reaccién V (uL)
H,O 6,2
Cl;Mg (25mM) 1,6
Mezcla de reaccion (cebadores y sondas) 4
Dimetilsulfoxido (DMSO) 1,2
Master (DNA polimerasa) 2
Volumen total 15uL

Tabla 11. Componentes de la PCR.

2° El amplicon es detectado gracias a dos sondas de oligonucleétidos que estan

marcadas con diferentes colorantes:
e Sonda donante: marcada en 3’ con Fluoresceina.

e Sonda aceptor: marcada en 5’ con LC-Red 640 o LC-Red 705.

Las sondas hibridan con una secuencia interna del fragmento de ADN
amplificado durante la fase de anillamiento de cada ciclo de PCR. Cuando se da la
hibridacion de las dos sondas en una zona préxima se crea una transferencia de energia
de resonancia de Forster (FRET) entre los dos fluor6foros, de tal forma que excita a la
fluoresceina, y parte de esta energia de excitacion es transferida al fluor6foro aceptor
(Figura 19). La luz emitida es medida en el canal 2 (para LC-Red 640) o el canal 3
(para LC-Red 705).

3° Inmediatamente después de la amplificacion del ADN, el Light-Cycler 2.0 realiza el
andlisis de la curva melting, elevando la temperatura lentamente (0.1-0.2°C/s), siendo
medida la sefial de fluorescencia continuamente. Conforme la temperatura aumenta, las
dos sondas que no son completamente homologas a la region de estudio (mismatch) se
disocian, por lo que la sefial de fluorescencia disminuye. Cuando las sondas hibridan
completamente con la region de estudio (perfect match) se necesita una mayor
temperatura de fusion o temperatura melting (Tm) para que se produzca la separacion.

La Tm es definida como la temperatura a la cual el 50% del DNA es monocatenario.
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A
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Figura 19. Deteccion de fluorescencia segun la situacion de las sondas [96].

Por ltimo, se identifica el genotipo de los fragmentos obtenidos mediante el
analisis de las curvas de Melting. Las Tm son especificas para cada genotipo (Tabla 12,
Tabla 13, Figura 20 y Figura 21).

Homocigoto CGC 1 62,5°C
Heterocigoto CGC/TCG 2 62,5°C/56°C
Homocigoto TCG 1 56°C

Tabla 12. Genotipo del codon 112 de la Apo E.

Homocigoto CGC 1 66°C
Heterocigoto CGC/TCG 2 66°C/57,5°C
Homocigoto TCG 1 57,5°C

Tabla 13. Genotipo del codon 158 de la Apo E
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Figura 20. Curvas de Melting. Genotipo del codén 112 de la Apo E
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Figura 21. Curvas de Melting. Genotipo del codén 158 de la ApoE
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La informacion que se deduce de las curvas de Melting permite identificar cada
genotipo (Tabla 14).

TGC TGC €2le?
TCG CGC €3/e3
CGC CGC ed/ed
TCG CGC/TCG €2/e3
CGC/TCG CGC/TCG €2/ed
CGC/TCG CGC €3/ed

Tabla 14. Resultados del anélisis de las curvas Melting de la Apo E.

111.3.3 Andlisis estadistico

La distribucion normal de las variables se comprobd mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Para realizar el estudio descriptivo de la poblacion se utilizaron
la media y la desviacion estandar para las variables con distribucion normal y la
mediana y rango intercuartilico (RIC) para aquellas con distribucion no normal. Las
variables cualitativas se expresan como porcentaje. Para el estudio de correlaciones

entre variables, se obtuvo el coeficiente de Pearson y de Sperman, respectivamente.

Para comparar medias se aplicd en el caso de variables con distribucion normal
el test paramétrico t- de student y el test de Anova. Para el estudio de variables que no
seguian distribucién normal se aplico los test no parametricos de U-Mann Whitney y H
de Kruskal-Wallis. La comparacion de variables discretas se llevd a cabo a través de la
prueba de x? o la prueba exacta de Fisher (segtin corresponda).

Se realiz6 un analisis univariante de la influencia de los factores de riesgo sobre
los marcadores propuestos como posibles predictores de PE y se utilizé el test de t- de
student y de U-Mann Whitney.

Ademés, se elaboraron curvas de rendimiento diagnostico (ROC) para la
obtencion de posibles puntos de corte de los marcadores predictores de PE, y de los
valores de sensibilidad (S) y especificidad (E).
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Se ha realizado un analisis de regresion lineal multiple de los principales
factores de riesgo y la influencia que éstos ejercen sobre los marcadores propuestos
como posibles predictores de PE. Para este analisis multivariante se han incluido
aquellas variables que en el estudio univariante obtuvieron un nivel de significacién
p<0,15.

Con la finalidad de conocer la probabilidad o riesgo de presentar PE, se ha
realizado un andlisis de regresion logistica, tomando como referencia la Odds Ratio
(OR) ajustada, con un intervalo de confianza del 95%. Se utilizaron los puntos de corte

calculados en las curvas ROC.

En todos los contrastes de hipdtesis realizados con técnicas estadisticas, se ha
aceptado la existencia de significacion estadistica para una confianza superior al 95%,
admitiendo un valor aleatorio inferior al 5% (p <0,05). El anélisis estadistico se ha

realizado con el programa SPSS v15.0. (Chicago, Illinois, USA).
111.3.4 Confidencialidad del estudio

Este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (Anexo 1). Se obtuvo un consentimiento
informado por escrito para cada paciente (Anexo Il 'y Anexo I1I). Sélo tienen acceso a
los datos clinicos y de laboratorio, los facultativos del Servicio de Analisis Clinicos y
Medicina Fetal que han participado en este ensayo, asegurando la confidencialidad de

los mismos, estableciendo el protocolo pertinente para ello.
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V. Resultados

V.1 Estudio descriptivo

Se recluté un total de 72 gestantes con factores de riesgo de desarrollar PE.
Finalizaron el estudio 68 gestantes. Una de ellas sufrié un aborto en la semana 27 de
gestacion y las tres restantes lo abandonaron en el tercer trimestre de gestacion.

IV.1.1 Caracteristicas generales de la poblacién de riesgo

Edad materna al inicio de la gestacion 34,7+5,5
Raza (%) Caucasica 97,1
Sudameriacana 2.9
Arabe 0
Nuliparidad (%6) 42,6
indice de masa corporal (Kg/m?) 25,2[22,3-33,5]
Fumadora (%0) 16,1

Tension arterial (mmHg)

Sistolica 121,5+11,8
Diastolica 75,1+10
Antecedentes

familiares de preeclampsia (%06) 2,9

Antecedentes personales (%)

Preeclampsia previa 29,4
Hipertension cronica 8,8
Tension arterial diastélica> 80mmHg 26,4
Diabetes pregestacional 13,2
indice de masa corporal > 35 kg/m2 17,6
Trombofilia 5,8
Crecimiento intrauterino restringido previo 16,1
Embarazo mediante fecundacion in vitro 8,8
Aborto previo 16,1
> 2 factores presentes 39,7

Tablal5. Caracteristicas maternas de la poblacion de riesgo.
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I1V.1.2 Caracteristicas de los distintos grupos de estudio

Como ya se ha descrito en el apartado de material y métodos, la poblacion total
de estudio (n=148) fue clasificada en tres grupos: grupo 1 (gestantes con factores de
riesgo que desarrollaron PE, n=8), grupo 2 (gestantes con factores de riesgo de
desarrollar PE pero que finalmente no la desarrollaron, n=60) y grupo 3 (grupo control
de gestantes normotensas que no cumplen ninguno de los criterios de inclusion de la
poblacion de riesgo, n=80). La descripcién de las caracteristicas maternas de los

distintos grupos de estudio durante la inclusién en el estudio se muestra en las

siguientes Tablas.

Edad materna al inicio 33,3+4,3
de la gestacién

Raza (%) Caucésica 87,5
Sudameriacana 12,5
Arabe 0

Nuliparidad (%) 37,5

indice de masa corporal (Kg/m?) 25,1[21,7-35,2]

Fumadora (%) 0

Tension arterial (mmHg)

Sistolica 127,8+12,7

Diastolica 80,1+10,3

Antecedentes

familiares de preeclampsia (%) 12,5

Antecedentes personales (%0)

Preeclampsia previa 62,5
Hipertension cronica 12,5
Tension arterial diastélica> 80mmHg 25
Diabetes pregestacional 0
indice de masa corporal > 35 kg/m? 25
Trombofilia 0
Crecimiento intrauterino restringido previo 25
Embarazo mediante fecundacion in vitro 0
Aborto previo 0
> 2 factores presentes 50

Tabla 16. Descriptivo de las caracteristicas maternas del grupo 1.
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Edad materna al inicio 34,945,7

de la gestacién

Raza (%) Caucésica 98,4
Spdameriacana 1,6
Arabe 0

Nuliparidad (%) 43,3

indice de masa corporal (Kg/m?)

25,3[22,6-33,5]

Fumadora (%) 18,3

Tension arterial (mmHgQ)

Sistolica 120,7+11,5

Diastdlica 74,5499

Antecedentes

familiares de preeclampsia (%0) 1,6
Antecedentes personales (%)
Preeclampsia previa 25
Hipertension cronica 8,3
Tension arterial diastélica> 80mmHg 26,6
Diabetes pregestacional 15
indice de masa corporal > 35 kg/m? 16,6
Trombofilia 6,6
Crecimiento intrauterino restringido previo 15
Embarazo mediante fecundacion in vitro 10
Aborto previo 18,3
> 2 factores presentes 38,3

Tabla 17. Descriptivo de las caracteristicas maternas del grupo 2.
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Edad materna al inicio 31,1445

de la gestacién

Raza (%) Caucésica 95
Sudameriacana 2,5
Arabe 2,5

Nuliparidad (%) 33,7

indice de masa corporal (Kg/m?

22,3[20,2-25,8]

Fumadora (%)

8,7

Tension arterial (mmHgQ)
Sistolica
Diastélica

109,6+9,2
66,3+6,9

Antecedentes
familiares de preeclampsia (%6)

0

Antecedentes personales (%)
Preeclampsia previa

Hipertension crénica

Tension arterial diastélica> 80mmHg
Diabetes pregestacional

indice de masa corporal > 35 kg/m?
Trombofilia

Crecimiento intrauterino restringido previo
Embarazo mediante fecundacion in vitro
Aborto previo

> 2 factores presentes

Tabla 18. Descriptivo de las caracteristicas maternas del grupo 3.
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1V.1.3 Descriptivo del grupo con preeclampsia

La incidencia de PE en la poblacion de estudio fue de 11,7% (8/68). La
incidencia de PE tardia fue de 7,3% (5/68) y de PE precoz 4,4% (3/68). Dos de las
mujeres con PE (una precoz y otra tardia) ademas desarrollaron CIR. La incidencia de
PE severa fue de 50% (4/8). La media y deviacion estandar de dias transcurridos desde
el debut de PE hasta el parto fue de 19,6+25,1.

El 10,2% (7/68) de mujeres que desarrollaron hipertension gestacional no
presentaron criterios de PE, y el CIR acontecid en el 17,6% (12/68). De esas doce, dos
presentaron PE y tres de ellas presentaron hipertension gestacional sin criterios de PE.

No se registro ningln caso de sindrome de HELLP, eclampsia, muerte materna o
neonatal.

Las caracteristicas maternas de cada una de las gestantes que desarrollaron PE

junto con las caracteristicas neonatales, se muestra en la Tabla 19.
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Tabla 19. Caracteristicas de las ocho gestantes que han desarrollado PE durante el estudio.

Edad (afios) 35 31 28 41 34 29 32 37
Nuliparidad Si No No Si Si No No No
Fumadora No No No No No No No No
IMC (Kg/mz) 38,33 26,26 50,78 21,72 38,33 21,51 25,10 21,83
Raza Caucésica | Caucasica | Sudamericana| Caucéasica | Caucasica | Caucasica | Caucasica | Caucésica
Parto: 37 Parto: 37 Parto: 38 Parto: 39 Parto: 33 Parto: 39 Parto: 36 Parto: 37
Semana gestacional Debut Debut Debut Debut Debut Debut Debut Debut
PE: 36 PE: 29 PE: 36 PE: 37 PE: 32 PE: 38 PE: 36 PE: 27
TAS/TAD (mmHg)
Debut de PE 154/97 142/91 175/96 146/85 152/94 160/82 155/82 145/91
Proteinuria o Tira de
(9/24horas) orina 3,5 3,6 Tira:+++ Tira:+++ 3,5 7,8 8,5 41
IP/IR Arteria uterina| 0,99/0,52 1/0,6 1,43/0,7 1,06/0,62 | 1,44/0,7 0,81/1 1,83/0,78 | 1,49/0,69
Notch No No No No No Si No Si
Cesarea Si No Si No Si Si Si Si
Peso (Kg) neonato 2,67 2,68 3,110 3,160 1,350 4 2,230 3,370
Complicaciones CIR CIR

CIR: Crecimiento intrauterino restringido; IMC: indice de masa corporal; IP: indice de pulsatilidad medio; IR: indice de resistencia medio;
PE: Preeclampsia; TAS: Tension arterial sistdlica; TAD: Tension arterial diastdlica.
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IV.2 Comparativa de las caracteristicas maternas de los distintos
grupos de estudio.

En primer lugar, se comparo6 las caracteristicas descriptivas entre el grupo de
riesgo (grupo 1 y 2) con respecto al grupo control (grupo 3). Las diferencias

estadisticamente significativas se muestran en la Tabla 20.

Edad materna al inicio 34,7+5,5 31,1+4,5 <0,001
de la gestacion
Raza (%) Caucasica 97,1 95

Sudameriacana 2,9 2,5 0,392

Arabe 0 2,5
Nuliparidad (%) 42,6 33,7 0,668
IMC (Kg/m?) 25,2[22,3- 22,3[20,2-25,8] 0,005

33,5]
Fumadora (%) 16,1 8,7 0,270
Tension arterial (mmHg)
Sistolica 121,5+11,8 109,6+9,2 <0,001
Diastdlica 75,1+10 66,3+6,9 <0,001
Antecedentes 2,9 0 0,126
familiares de PE (%)
Antecedentes personales (%)

PE previa 29,4 - -
Hipertension crénica 8,8 - -
PA diastolica> 80mmHg 26,4 - -
Diabetes pregestacional 13,2 - -
IMC> 35 kg/m? 17,6 - -
Trombofilia 5,8 - -
CIR previo 16,1 - -
Embarazo mediante FIV 8,8 1,2 0,033
Aborto previo 16,1 13,75 0,893
> 2 factores presentes 39,7 - -

Tabla 20. Caracteristicas maternas de la poblacion de riesgo total (grupo 1y 2) y el grupo
control (grupo 3) durante su inclusion en el estudio.

CIR: crecimiento intrauterino restringido; FIV: fecundacién in vitro; IMC: indice de masa corporal; PE:
preeclampsia.
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Se observaron diferencias significativas para la edad materna al inicio de la
gestacion (p<0,001), IMC (p=0,005), TA sistolica (p<0,001) y TA diastdlica (p<0,001)
y embarazo mediante fecundacion in vitro (FIV) (p=0,033).

En segundo lugar se comparo las caracteristicas maternas de los tres grupos. Las

diferencias estadisticamente significativas se muestran en la Tabla 21.

Edad materna al inicio 33,3+4,3 34,945,7 31,1+4,5 <0,001
de la gestacion
Raza (%) Caucasica 87,5 98,4 95

Sudameriacana 12,5 1,6 2,5 0,089

Arabe 0 0 2,5
Nuliparidad (%) 37,5 43,3 33,7 0,633
IMC (Kg/m?) 25,1[21,7- 25,3[22,6- 22,3[20,2- 0,018
35,2] 33,5] 25,8]
Fumadora (%) 0 18,3 8,7 0,179
Tension arterial (mmHg)
Sistdlica 127,8+12,7 120,7+11,5 109,6+9,2 <0,001
Diastélica 80,1+10,3 74,5+9,9 66,3+6,9 <0,001
Antecedentes 12,5 1,6 0 0,018
familiares de PE (%)
Antecedentes personales (%)

PE previa 62,5 25 - 0,030
Hipertension cronica 12,5 8,3 - 0,698
PA diastélica> 80mmHg 25 26,6 - 0,921
Diabetes pregestacional 0 15 - 0,128
IMC> 35 kg/m? 25 16,6 - 0,564
Trombofilia 0 6,6 - 0,521
CIR previo 25 15 - 0,385
Embarazo mediante FIV 0 10 1,2 0,001
Aborto previo 0 18,3 13,75 0,634
> 2 factores presentes 50 38,3 - 0,469

Tabla 21. Caracteristicas maternas de las gestantes de los tres grupos durante su inclusién en

el estudio.
CIR: crecimiento intrauterino restringido; FIV: fecundacion in vitro; IMC: indice de masa corporal; PE:
preeclampsia.
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Se observo diferencias significativas para la edad materna al inicio de la
gestacion (p<0,001), IMC (p=0,018), TA sistdlica (p<0,001) y TA diastolica (p<0,001),
PE previa (p=0,030), antecedentes familiares de PE (p=0,018) y embarazo mediante

FIV (p=0,001).

En tercer lugar, se compar0 las caracteristicas maternas del grupo 1 y 2. Las

diferencias estadisticamente significativas se muestran en la Tabla 22.

Edad materna al inicio 33,3+4,3 34,9+5,7 0,462
de la gestacion
Raza (%) Caucasica 87,5 98,4

Sudameriacana 12,5 1,6 0.006

Arabe 0 0 '
Nuliparidad (%) 37,5 43,3 0,823
IMC (Kg/m?) 25,1[21,7- 25,3[22,6- 0,900

35,2] 33,5]
Fumadora (%) 0 18,3 0,215
Tension arterial (mmHQ)
Sistolica 127,8+£12,7 120,7£11,5 0.109
Diastolica 80,1+10,3 74,5+9,9 0,139
Antecedentes 12,5 1,6 0,226
familiares de PE (%)
Antecedentes personales (%)

PE previa 62,5 25 0,030
Hipertension cronica 12,5 8,3 0,698
PA diastélica> 80mmHg 25 26,6 0,921
Diabetes pregestacional 0 15 0,128
IMC> 35 kg/m® 25 16,6 0,564
Trombofilia 0 6,6 0,521
CIR previo 25 15 0,385
Embarazo mediante FIV 0 10 0,400
Aborto previo 0 18,3 0,215
> 2 factores presentes 50 38,3 0,469

Tabla 22. Caracteristicas maternas del grupo 1y 2 durante su inclusion en el estudio.
CIR: crecimiento intrauterino restringido; FIV: fecundacion in vitro; IMC: indice de masa

corporal; PE: preeclampsia.
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Se encontraron diferencias significativas para la raza (p=0,006) y en PE previa
en embarazo anterior (p=0,030). El resto de variables estudiadas no fueron significativas

cuando se compararon ambos grupos.

En cuarto lugar, se compard el grupo 1 y 3. Las diferencias estadisticamente

significativas se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23. Caracteristicas maternas del grupo 1y 3 durante su inclusion en el estudio.
CIR: crecimiento intrauterino restringido; FIV: fecundacion in vitro; IMC: indice de masa

Edad materna al inicio 33,3+4,3 31,1+4,5 0,155
de la gestacion

Raza (%) Caucasica 87,5 95

Sudameriacana 12,5 2,5 0,482
Arabe 0 2,5
Nuliparidad (%) 37,5 33,7 0,832
IMC (Kg/m?) 25,1[21,7- 22,3[20,2- 0,150
35,2] 25,8]

Fumadora (%) 0 8,7 0,386
Tension arterial (mmHg)

Sistdlica 127,8+£12,7 109,6+9,2 <0,001
Diastolica 80,1+10,3 66,316,9 <0,001
Antecedentes 12,5 0 <0,001
familiares de PE (%)

Antecedentes personales (%)

PE previa 62,5 - -
Hipertension crénica 12,5 = -
PA diastélica> 80mmHg 25 - -
Diabetes pregestacional 0 - -
IMC> 35 kg/m? 25 . i
Trombofilia 0 - -
CIR previo 25 = -
Embarazo mediante FIV 0 1,2 0,246
Aborto previo 0 13,75 0,265
> 2 factores presentes 50 = -

corporal; PE: preeclampsia.

72




V. Resultados

Se encontraron diferencias significativas para la TA sistolica y diastélica
(p<0,001) y antecedentes de PE (p<0,001).

Por ultimo, se comparé el grupo 1 con el resto de las gestantes que no
desarrollaron PE (grupo 2 y 3). Se observaron diferencias significativas para la TA

sistolica (p=0,006) y diastdlica (p=0,036) y antecedentes de PE previa (p=0,046).

Edad materna al inicio 33,3+4,3 33+0,5 0,854
de la gestacion
Raza (%) Caucasica 87,5 96,5

Sudameriacana 12,5 2,1 0,299

Arabe 0 1,4
Nuliparidad (%) 37,5 37,8 0,475
IMC (Kg/m?) 25,1[21,7- 24,1[21,1- 0,482

35,2] 29,1]
Fumadora (%) 0 12,8 0,342
Tension arterial (mmHg)
Sistdlica 127,8+£12,7 115+11,9 0,006
Diastolica 80,1+10,3 70,6£9,5 0,036
Antecedentes 12,5 0,7 0,081
familiares de PE (%)
Antecedentes personales (%)

PE previa 62,5 10,7 0,046
Hipertension crénica 12,5 3,5 0,226
PA diastdlica> 80mmHg 25 15,7 0,637
Diabetes pregestacional 0 5,7 0,582
IMC> 35 kg/m® 25 6,4 0,611
Trombofilia 0 3,5 0,518
CIR previo 25 6,4 0,609
Embarazo mediante FIV 0 8,5 0,471
Aborto previo 0 7,8 0,334
> 2 factores presentes 50 16,4 0,070

Tabla 24. Caracteristicas maternas del grupo 1y grupo 2 y 3 durante su inclusion en el

estudio.

CIR: crecimiento intrauterino restringido; FIV: fecundacién in vitro; IMC: indice de masa corporal; PE:
preeclampsia..
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V.3 Estudio Doppler de las arterias uterinas

Se realiz6 un estudio Doppler de las arterias uterinas entre las 19-21 semanas de
gestacion. En primer lugar, se comparé el grupo de riesgo (grupo 1y 2) con el grupo
control (grupo 3) y no se encontraron diferencias significativas para ninguno de los

parametros estudiados (Tabla 25).

Tabla 25. Estudio Doppler de las arterias uterinas del grupo de riesgo y control.
IP: indice de pulsatilidad medio; IR: indice de resistencia medio.

En segundo lugar, se comparé los tres grupos de estudio (Tabla 26). Se
encontraron diferencias significativas para el IP (p=0,007), indice de resistencia medio

(IR) (p=0,008) y el notch (p=0,002), (Figura 22 y 23).

Tabla 26. Estudio Doppler de las arterias uterinas de los tres grupos de estudio.
IP: indice de pulsatilidad medio; IR: indice de resistencia medio.
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Figura 22. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion del IP e IR en los tres
grupos de estudio.
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Figura 23. Diagrama de barras en el que se muestra la frecuencia de notch en los tres grupos
de estudio.

En tercer lugar, se compard el grupo 1 y 2 (Tabla 27) y se encontraron
diferencias significativas para el IP (p=0,032) e IR (p=0,004) (Figura 24).
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Tabla 27. Estudio Doppler de las arterias uterinas del grupo 1y 2.
IP: indice de pulsatilidad medio; IR: indice de resistencia medio.

2,304 1,004 (8]
p:0,032 p:0,004
8]
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I T
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2

Figura 24. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion del IP e IR en el grupo 1
y 2.
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En cuarto lugar, se comparé el grupo 1 y 3 (Tabla 28). Se observo diferencias
significativas para IP (p=0,002) e IR (p=0,008) y el Notch (p=0,011), (Figura 25 y
Figura 26).

Tabla 28. Estudio Doppler de las arterias uterinas del grupo 1y 3.
IP: indice de pulsatilidad medio; IR: indice de resistencia medio.

2,004 1,004 (i
o
1,504 0,80
& 1,00- & 0,60 .
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p=0,002 p=0,008
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T T T T
Grupo 1 Grupo 3 Grupo 1 Grupo 3

Figura 25. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion del IP e IR en el grupo 1y 3.
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Figura 26. Diagrama de barras en el que se muestra la frecuencia de notch en el grupo 1y 3.
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Por ultimo, se compar6 el grupo 1 y el grupo 2 y 3 (Tabla 29). Se observo
diferencias significativas para IP (p=0,007), IR (p=0,001) y el notch (p=0,028), (Figura
27y 28).

Tabla 29. Estudio Doppler de las arterias uterinas del grupo 1y el grupo 2y 3.
IP: indice de pulsatilidad medio; IR: indice de resistencia medio.

2,50 1,00 (o
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1,50
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0507 p=0,007 040- p=0,008
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Grupo 1 Grupo2y3 Grupo 1 Grupo 2y 3

Figura 27. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion del IP e IR en el grupo 1y
grupo 2y 3.
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Figura 28. Diagrama de barras en el que se muestra la frecuencia de notch en el grupo 1y el
grupo2y3

1VV.4 Estudio analitico

1V.4.1 Comparacion de marcadores de variables cuantitativas

Se compararon los marcadores de estudio en los distintos grupos en el primer y

segundo trimestre de gestacion.
1V.4.1.1 Primer trimestre de gestacion

En primer lugar, se compararon los parametros bioquimicos clasicos y el
parametro hematoldgico entre la poblacion de riesgo (grupo 1y 2) y el grupo control
(grupo 3). No se observaron diferencias significativas para ningn marcador estudiado
(Tabla 30).
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Creatinina (mg/dl) 0,5[0,4-0,6] 0,5[0,5-0,6] 0,390
Colesterol (mg/dl) 208,1+33,9 201,2+44,6 0,302
GOT (U/L) 16[13-19] 16[13-19] 0,833
GPT (U/L) 14[11-18] 13[10-20] 0,981
LDH (U/L) 156,4+26,2 151,4+39,8 0,391
Plaquetas (x10%/uL) 278,4+65,9 269,5+65,7 0,424

Tabla 30. Comparacién de los parametros bioquimicos clasicos y hematoldgicos en
poblacién de riesgo y grupo control en el primer trimestre de gestacion.

GOT: Aspartato aminotransferasa;

En segundo lugar, se compararon los pardmetros bioquimicos clasicos y el
parametro hematologico en los tres grupos de estudio y no se encontraron diferencias

significativas para ninguno de ellos (Tabla 31). Del mismo modo ocurria al comparar el

grupo 1 con el grupo 2 o comparar el grupo 1 con el grupo 3o el grupo 1 conel 2y 3.

GPT: Alanino aminotrasferasa; LDH: Lactato- deshidrogenasa.

Creatinina (mg/dl) 0,5[0,4-0,7] 0,5[0,4-0,6] 0,5[0,5-0,6] 0,600
Colesterol (mg/dl) 21252427 207,5+£33,1 201,2+44,6 0,557
GOT (U/L) 11[21-24] 16[13-19] 16[13-19] 0,617
GPT (U/L) 17[11-37] 14[11-18] 13[10-20] 0,547
LDH (U/L) 157,7+43,7 151,4+49,8 151,4+39,8 0,690
Plaquetas (x10%/pL) 254,7+79,7 286,6161,4 269,5+65,7 0,405

Tabla 31. Comparacion de los parametros bioquimicos clésicos y hematol6égicos en los tres

grupos de estudio en el primer trimestre de gestacion.
GOT: Aspartato aminotransferasa; GPT: Alanino aminotrasferasa; LDH: Lactato- deshidrogenasa.
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La comparacién de los marcadores propuestos como posibles predictores de PE

entre el grupo de riesgo (grupo 1y 2) vy el grupo control (grupo 3) se muestra en la

Tabla 32.

Acido urico (mg/dl) 2,90,7 2,80,6 0,246
TG (mg/dl) 113,2+44,5 95,7+44,1 0,023
sFIt-1 (pg/ml) 1352[970-1653] 1323[1119-1594] 0,796
PIGF (pg/ml) 47,9[37,4-68,7] 58,1[44,8-73,2] 0,046
Ratio Flt-1/PIGF 27[19-37] 23[16-32] 0,202
MoM PAPP-A 0,8[0,5-1,2] 1,3[0,9-1,7] <0,001
CA125 (U/ml) 19,7[13,1 -26,2] 19,9[13,5-31,7] 0,216
ECA (U/L) 34,2+13,1 32,2+£12,7 0,371

Tabla 32. Comparacién de los marcadores propuestos como predictores de PE en la
poblacién de riesgo y grupo control en el primer trimestre de gestacion.

CA 125: Antigeno sérico CA125; ECA: Enzima convertidora de angiotensina; MoM PAPP-A: multiplo
de la mediana de la proteina plasmatica A asociada al embarazo; PIGF: factor de crecimiento
placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; TG: triglicéridos.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para los triglicéridos
(p=0,023), PIGF (p=0,046) y el MoM PAPP-A (p<0,001), como se puede observar en la
Tabla 32 y Figura 29.
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Figura 29. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores
predictores de PE en el grupo de riesgo y grupo control en el primer trimestre de gestacion.
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En segundo lugar, se compard los marcadores propuestos como posibles

predictores de PE (Tabla 33 y Figura 30) en los tres grupos de estudio. Se encontraron

diferencias significativas para los triglicéridos (p=0,011), PIGF (p=0,005), el ratio sFlt-
1/PIGF (p=0,038) y el MoM PAPP-A (p<0,001).

Acido Urico

(ma/d) 2,6%0,6 30,7 2,8+0,6 0,171

TG (mg/dl) 114,4+51,1 115,8+40,7 95,7+44,1 0,011
sFIt-1 (pg/ml) 1284[1231-1561] 1365[939-1669] 1323[1119-1594] 0,964
PIGF (pg/ml) 33,7[27,1-43,6] 50,1[39,4-71,2] 58,1[44,8-73,2] 0,005
Ratio sFIt-1/PIGF 40[25-50] 25[17-36] 23[16-32] 0,038
MoM PAPP-A 0,8[0,5-1,1] 0,9[0,5-1,3] 1,3[0,9-1,7] <0,001
CA125 (U/ml) 22,8[13,5-40,2] 18,7[12,3-25,9] 19,9[13,5-31,7] 0,229
ECA (U/L) 34,9+8,9 34,1+13,6 32,2+12,7 0,661

Tabla 33. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en los tres grupos

de estudio en el primer trimestre de gestacion.

CA 125: Antigeno sérico CA125; ECA: Enzima convertidora de angiotensina; MoM PAPP-A: maltiplo de la
mediana de la proteina plasmatica A asociada al embarazo; PIGF: factor de crecimiento placentario; sFlt-
1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; TG: triglicéridos.
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Figura 30. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores
predictores de PE en los tres grupos de estudio en el primer trimestre de gestacion.
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En tercer lugar, se compar6 el grupo de riesgo que desarrollé PE (grupo 1) con
el grupo de riesgo que no la desarrollé (grupo 2), (Tabla 34 y Figura 31) solo se
encontraron diferencias significativas para los siguientes marcadores: PIGF (p=0,006) y
el ratio sFIt-1/PIGF (p=0,025).

Acido urico (mg/dl) 2,620,6 30,7 0,167
TG (mg/dl) 114,4451,1 115,8+40,7 0,862
sFIt-1 (pg/ml) 1284[1231-1561] 1365[939-1669] 0,085
PIGF (pg/ml) 33,7[27,1-43,6] 50,1[39,4-71,2] 0,006
Ratio sFIt-1/PIGF 40[25-50] 25[17-36] 0,025
MoM PAPP-A 0,8[0,5-1,1] 0,9[0,5-1,3] 0,718
CA125 (U/ml) 22,8[13,5-40,2] 18,7[12,3-25,9] 0,261
ECA (U/L) 34,9+8,9 34,1+13,6 0,866

Tabla 34. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en el grupo 1y
2 en el primer trimestre de gestacion.

CA 125: Antigeno sérico CA125; ECA: Enzima convertidora de angiotensina; MoM PAPP-A: multiplo
de la mediana de la proteina plasmatica A asociada al embarazo; PIGF: factor de crecimiento
placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; TG triglicéridos.
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Figura 31. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores
predictores de PE en el grupo 1y 2 en el primer trimestre de gestacion.
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En cuarto lugar, se comparé el grupo de riesgo que desarrollo PE (grupo 1) y el
grupo control (grupo 3) (Tabla 35 y Figura 32) y se encontraron diferencias
significativas para los siguientes marcadores: PIGF (p=0,002), ratio sFlt-1/PIGF

(p=0,012) y el MoM PAPP-A (p=0,010).

Acido urico (mg/dl) 2,60,6 2,80,6 0,376
TG (mg/dl) 114,4451,1 95,7+44.1 0,382
sFIt-1 (pg/ml) 1284[1231-1561] 1323[1119-1594] 0,994
PIGF (pg/ml) 33,7[27,1-43,6] 58,1[44,8-73,2] 0,002
Ratio sFIt-1/PIGF 40[25-50] 23[16-32] 0,012
MoM PAPP-A 0,8[0,5-1,1] 1,3[0,9-1,7] 0,010
CA125 (U/ml) 22,8[13,5-40,2] 19,9[13,5-31,7] 0,580
ECA (U/L) 34,9489 32,2412,7 0,560

Tabla 35. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en el grupo 1y

3 en el primer trimestre de gestacion.

CA 125: Antigeno sérico CA125; ECA: Enzima convertidora de angiotensina; MoM PAPP-A: multiplo
de la mediana de la proteina plasmatica A asociada al embarazo; PIGF: factor de crecimiento

placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; TG triglicéridos.
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Figura 32. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores
predictores de PE en el grupo 1y 3 en el primer trimestre de gestacion.

Por altimo, se comparo el grupo de riesgo que desarrollo PE (grupo 1) y el resto

de gestantes que no la desarrollaron (grupo 2 y 3) y se encontraron diferencias
significativas para el PIGF (p=0,003) y el ratio sFlt-1/PIGF (p=0,015).

Acido urico (mg/dl) 2,6+0,6 2,9+0,6 0,257
TG (mg/dl) 114,4+51,1 103,3+44,1 0,659
sFIt-1 (pg/ml) 1284[1231-1561] 1341[1034-1607] 0,989
PIGF (pg/ml) 33,7[27,1-43,6] 55,4[42,4-72,5] 0,003
Ratio sFIt-1/PIGF 40[25-50] 24[17-34] 0,015
MoM PAPP-A 0,8[0,5-1,1] 1,1[0,7-1,6] 0,097
CAL25 (U/ml) 22,8[13,5-40,2] 19,8[13,1-29,5] 0,414
ECA (U/L) 34,948,9 33,1+13,1 0,693

Tabla 36. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en el grupo 1y
grupo 2y 3 en el primer trimestre de gestacion.

CA 125: Antigeno sérico CA125; ECA: Enzima convertidora de angiotensina; MoM PAPP-A: multiplo
de la mediana de la proteina plasmatica A asociada al embarazo; PIGF: factor de crecimiento
placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; TG triglicéridos.
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Figura 33. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores
predictores de PE en el grupo 1y grupo 2y 3 en el primer trimestre de gestacion.

1V.4.1.2 Segundo trimestre de gestacion

Al analizar los resultados de los parametros biogquimicos clasicos y el parametro
hematoldgico en el segundo trimestre de gestacion (Tabla 37) en la poblacion de riesgo
(grupo 1y 2) y el grupo control (grupo 3) sélo se encontraron diferencias significativas
para el colesterol (p<0,001).

Creatinina (mg/dl) 0,4[0,4-0,5] 0,5[0,4-0,5] 0,603
Colesterol (mg/dl) 233,6+36,2 195,8+48,9 <0,001
GOT (UL) 17[13-23] 15[13-18] 0,057
GPT (U/L) 10[14-24] 11[9-16] 0,066
LDH (U/L) 148,1425,2 154,7+43,8 0,320
Plaquetas (x10°/uL) 269,2+68,5 259,4+73,1 0,626

Tabla 37. Comparacion de los parametros bioquimicos clésicos en la poblacion de riesgo y
grupo control en el segundo trimestre de gestacion.
GOT: Aspartato aminotransferasa; GPT: Alanino aminotrasferasa; LDH: Lactato- deshidrogenasa.
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En segundo lugar, se compararon los tres grupos de estudio (Tabla 38) y se

obtuvieron diferencias significativas para el colesterol (p<0,001).

Creatinina (mg/dl) 0,5[0,4-0,6] 0,4[0,4-0,5] 0,5[0,4-0,5] 0,675
Colesterol (mg/dl) 234,3+41,2 233,2+35,9 195,8+48,9 <0,001
GOT (U/L) 21[11-23] 17[13-23] 15[13-18] 0,112
GPT (U/L) 10 [12-31] 15[11-33] 11[9-16] 0,070
LDH (U/L) 153,5+24,6 148,1+25 4 154,7+43,8 0,569
Plaquetas (x10°/pL) 249,3+84,1 271,2+66,4 259,4+73,1 0,636

Tabla 38. Comparacién de los pardmetros bioquimicos clasicos en los tres grupos de

estudio en el segundo trimestre de gestacion.

GOT: Aspartato aminotransferasa; GPT: Alanino aminotrasferasa; LDH: Lactato- deshidrogenasa.

Al igual como ocurria en el primer trimestre de gestacion, no hemos encontrado

diferencias significativas para estos marcadores, al comparar el grupo 1 con el grupo 2 o

comparar el grupo 1 con el grupo 3 o el grupo 1 conel 2y 3.

Respecto a los marcadores propuestos como posibles predictores de PE (Tabla

39 y Figura 34) encontramos diferencias significativas entre la poblacion de riesgo

(grupo 1 y 2) vy el grupo control (grupo 3) para los triglicéridos (p<0,001), PIGF
(p<0,001), el ratio sFlt-1/PIGF (p<0,001) y la ECA (p<0,001).
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Acido drico (mg/dl) 3,2+0,8 3,1+0,8 0,153
TG (mg/dl) 152,2466,2 104,1462,6 <0,001
sFIt-1 (pg/ml) 1334 [958-1993] 1499[948-2033] 0,241
PIGF (pg/ml) 255,4+187,3 457,2+183,2 <0,001
Ratio sFIt-1/PIGF 3[5-9] 3[2-4] <0,001
CA125 (U/ml) 17,7£6,4 17,4+£9,3 0,845
ECA (U/L) 40,2+14,1 30,4+12,2 <0,001

Tabla 39. Comparaciéon de los marcadores propuestos como predictores de PE en la

poblacion de riesgo y grupo control en el segundo trimestre de gestacion.

CA 125: Antigeno sérico CA125; ECA: Enzima convertidora de angiotensina; PIGF: factor de

crecimiento placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; TG triglicéridos.
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Figura 34. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores
predictores de PE en la poblaciéon de riesgo y el grupo control en el segundo trimestre de

gestacion

En segundo lugar, se compard los marcadores propuestos como predictores de
PE en los tres grupos de estudio (Tabla 40 y Figura 35).

Acido drico 3,614 3,20,7 3,1+0,8 0,175
(mg/dl)

TG (mg/dl) 145,3+46,2 153,4+68,1 104,1462,6 0,001
sFIt-1 (pg/ml) 1038[968-1840] 1271[956-1993] 1499[948-2033] 0,367
PIGF (pg/ml) 207,1+168,1 262,2+190,3 457,2+183,2 <0,001

Ratio sFIt-1/PIGF 5[3-8] 6[4-10] 3[2-4] <0,001
CA125 (U/ml) 17,949,2 17,6+8,5 17,4+9,3 0,913
ECA (U/L) 54,2421,2 38,1+12,3 30,4+12,2 <0,001

Tabla 40. Comparacién de los marcadores propuestos como predictores de PE en los tres
grupos de estudio en el segundo trimestre de gestacion.
CA 125: Antigeno sérico CA125; ECA: Enzima convertidora de angiotensina; PIGF: factor de
crecimiento placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; TG triglicéridos.
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Se encontraron diferencias significativas en los tres grupos de estudio, para los
triglicéridos (p=0,001), PIGF (p<0,001), el ratio sFlt-1/PIGF (p<0,001) y ECA (p<0,001).
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Figura 35. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores
predictores de PE en los tres grupos de estudio en el segundo trimestre de gestacion.
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En tercer lugar, se compararon el grupo de riesgo que desarrollé PE (grupo 1) y
el grupo de riesgo que no la desarroll6 (grupo 2) (Tabla 41 y Figura 36) y se encontro

diferencias significativas para la ECA (p=0,003).

Acido urico (mg/dl) 3,6+1,4 3,240,7 0,213
TG (mg/dl) 145,3+46,2 153,4+68,1 0,737
sFIt-1 (pg/ml) 1038[968-1840] 1271[956-1993] 0,406
PIGF (pg/ml) 207,1+168,1 262,2+190,3 0,444
Ratio sFIt-1/PIGF 5[3-8] 6[4-10] 0,712
CA125 (U/ml) 17,9492 17,6+8,5 0,913
ECA (U/L) 54,2421,2 38,1+12,3 0,003

Tabla 41. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en el grupo 1y
2 en el segundo trimestre de gestacion.

CA 125: Antigeno sérico CA125; ECA: Enzima convertidora de angiotensina; PIGF: factor de
crecimiento placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; TG triglicéridos.
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Figura 36. Diagrama de cajas en el que se muestra las distribucion del marcador predictorde
PE en el grupo 1y 2 en el segundo trimestre de gestacion.
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En cuarto lugar, se comparé el grupo de riesgo que desarrollé PE (grupo 1) y el

grupo control (grupo 3) (Tabla 42 y Figura 37) y se

encontraron diferencias

significativas para los siguientes marcadores: PIGF (p<0,001), ratio sFIt-1/PIGF

(p=0,030), ECA (p<0,001).

Acido urico (mg/dl) 3,6+1,4 3,1+0,8 0,132
TG (mg/dl) 145,3+46,2 104,1462,6 0,084
sFIt-1 (pg/ml) 1038[968-1840] 1499[948-2033] 0,299
PIGF (pg/ml) 207,1+168,1 457,2+183,2 <0,001
Ratio sFlt-1/PIGF 5[3-8] 3[2-4] 0,030
CA125 (U/ml) 17,9492 17,4493 0,818
ECA (U/L) 54,2+21,2 30,4£12,2 <0,001

Tabla 42. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en el grupo 1y
3 en el segundo trimestre de gestacién.
CA 125: Antigeno sérico CA125; ECA: Enzima convertidora de angiotensina; PIGF: factor de
crecimiento placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; TG triglicéridos.
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Figura 37. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores
predictores de PE en el grupo 1y 3 en el segundo trimestre de gestacion.

Por ultimo, se compar6 el grupo de riesgo que desarrollé6 PE (grupo 1) con el

resto de gestantes que no la desarrollaron (grupo 2 y 3) y se obtuvieron diferencias
significativas para PIGF (p=0,031) y la ECA (p<0,001).

Acido urico (mg/dl) 3,6+1,4 3,1+0,7 0,129
TG (mg/dl) 145,3+46,2 129,8+66,8 0,521
sFlIt-1 (pg/ml) 1038[968-1840] 1488[956-1995] 0,262
PIGF (pg/ml) 207,1+168,1 369,5+205,1 0,031
Ratio sFIt-1/PIGF 5[3-8] 4[2-7] 0,312
CA125 (U/ml) 17,949,2 19,516,2 0,373
ECA (U/L) 54,2+21,2 33,4+£12,3 <0,001

Tabla 43. Comparacion de los marcadores propuestos como predictores de PE en el grupo 1y

el grupo 2y 3 en el segundo trimestre de gestacion.

CA 125: Antigeno sérico CA125; ECA: Enzima convertidora de angiotensina; PIGF: factor de

crecimiento placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; TG triglicéridos.
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Figura 38. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores
predictores de PE en el grupo 1y grupo 2 y 3 en el segundo trimestre de gestacion.

1V.4.2 Correlaciones bivariadas
Se han analizado las relaciones de dependencia entre los marcadores propuestos
como posibles predictores de PE, estudiando las correlaciones entre ellos. Ademas se

correlacionaron estos marcadores con factores de riesgo de desarrollar PE.
1V.4.2.1 Primer trimestre de gestacion

En primer lugar, se estudié la correlacidon entre los marcadores propuestos como
posibles predictores de PE de las 68 gestantes (grupo 1 y 2). Todas las correlaciones
estadisticamente significativas se muestran en la Figura 39. Se observé una correlacion
negativa entre: acido Urico y PIGF (p=0,034, r= -0,26), &cido urico y el MoM PAPP-A
(p=0,035, r= -0,26) y el PIGF con el ratio sFlt-1/PIGF (p<0,001, r= -0,52). Y una
correlacion positiva fue observada para los siguientes marcadores: sFlt-1 con el ratio sFlt-
1/PIGF (p<0,001, r=0,68), sFlt-1 con la ECA (p=0,023, r=0,27) y el ratio sFlt-1/PIGF con
la ECA (p=0,012, r=0,30). Se analizaron también dichos marcadores en el grupo con PE
(n=8) y solo correlaciond el PIGF con el ratio sFlt-1/PIGF (p=0,007, r=-0,85) de forma
significativa (Figura 40).
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Figura 39. Diagrama de dispersion que representa las relaciones de linealidad entre los
diferentes marcadores que resultan estadisticamente significativas en el primer trimestre de

gestacion en la poblacién de riesgo.
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Figura 40. Diagrama de dispersion que representa las relaciones de linealidad entre los
diferentes marcadores que resultan estadisticamente significativasen el primer trimestre de
gestacion en el grupo con PE.

Ademas se correlacionaron los factores de riesgo de desarrollar PE (edad, IMC,
TA sistolica y diastolica) y los marcadores ecograficos (IP e IR) con los marcadores
estudiados como posibles predictores de PE en la poblacion de riesgo (grupo 1y 2). Se
obtuvo una correlacion negativa para el PIGF con el IMC (p=0,036, r= -0,25) y PIGF
con el IR (p=0,021, r= -0,28). Y una correlacion positiva para: el acido Urico con el
IMC (p=0,033, r=0,26), los triglicéridos con el IMC (p=0,006, r=0,33), la ECA con IP
(p=0,010, r=0,32) e IR (p=0,028, r=0,27). En la Figura 41 se muestran las correlaciones
estadisticamente significativas.
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Figura 41. Diagrama de dispersion que representa las relaciones de linealidad que resultan
estadisticamente significativas entre los factores de riesgo y los marcadores propuestos como
predictores de PE en el primer trimestre de gestacion.
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1V.4.2.2 Segundo trimestre de gestacion

Al igual que en el primer trimestre de gestacion, se estudio la correlacion entre los

marcadores propuestos como posibles predictores de PE de las 68 gestantes (grupo 1y 2).

Todas las correlaciones estadisticamente significativas se muestran en la Figura 42. Se

obtuvo una correlacion negativa entre el acido urico y PIGF (p=0,019, r=-0,28), y PIGF y

el ratio sFIt-1/PIGF (p<0,001, r=-0,54). Y una correlacién positiva para el &cido Urico y el
ratio sFIt-1/PIGF (p=0,018, r=0,29) y sFlt-1 y el ratio sFlt-1/PIGF (p<0,001, r=0,56).
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Figura 42. Diagrama de dispersion que representa las relaciones de linealidad entre los
diferentes marcadores que resultan estadisticamente significativas en el segundo trimestre de
gestacion de la poblacion de riesgo.
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Se analizaron también dichos marcadores en el grupo con PE (grupo 1) y so6lo
correlaciono el PIGF con el ratio sFlt-1/PIGF (p=0,033, r= -0,74) de forma significativa

como ocurria en el primer trimestre de gestacion (Figura 43).
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Figura 43. Diagrama de dispersion que representa las relaciones de linealidad entre los
diferentes marcadores que resultan estadisticamente significativas en el segundo trimestre de
gestacion del grupo con PE.

Ademas se correlacionaron los factores de riesgo (edad, IMC, TA sistdlicay TA

diastdlica) y los marcadores ecogréaficos (IP e IR) con los marcadores propuestos como

posibles predictores de desarrollar PE, en la poblacion total de riesgo (grupo 1y 2). Se

obtuvo una correlacion negativa entre el IMC y el PIGF (p=0,018, r= -0,29) y una

correlacion positiva para: el IMC con los triglicéridos (p=0,003, r=0,35) , el IMC con el
acido urico (p=0,039, r=0,25) y la TA diastolica con el acido urico (p=0,037, r=0,25)

(Figura 44).
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Figura 44. Diagrama de dispersion que representa las relaciones de linealidad que resultan
estadisticamente significativas entre los factores de riesgo y los marcadores propuestos como
predictores de PE en el segundo trimestre de gestacion.

IV.4.3 Influencia de los factores de riesgo sobre los marcadores propuestos

como predictores de preeclampsia

Se realiz6 un analisis univariante para estudiar la influencia de los factores de
riesgo sobre los marcadores propuestos como predictores de PE en la poblacion de

riesgo (Grupo 1y 2).
1V.4.3.1 Primer trimestre de gestacion

No se encontraron diferencias significativas en los siguientes factores de
riesgo: edad (gestantes >35 afios n=30), nuliparidad (n=33), PE previa (n=19), CIR
previo (n=11), aborto previo (n=11), embarazo mediante FIV (n=9), trombofilia (n=5) y
diabetes (n=8).

El resto de factores de riesgo si mostraron diferencias significativas con algunos
de los marcadores propuestos como predictores de PE (Figura 45): IMC (IMC >35
Kg/m?, n=12) con &cido drico (2,9+0,6/3,4+0,7), (p=0,013), fumadora (n=11) con PIGF
(51,7+23,7/67,6+22,9), (p=0,045) y ratio sFIt-1/PIGF (31+17/16+8, (p=0,005), PA
diastolica> 80mmHg (n=24) con el &cido urico (2,8+0,7/3,2+0,6), (p=0,011).
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Figura 45. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores

propuestos como predictores de PE y los factores de riesgo en el primer trimestre de
gestacion.
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1V.4.3.2 Segundo trimestre de gestacion

Al estudiar la influencia de los factores de riesgo sobre los marcadores
propuestos como predictores de PE en el segundo trimestre de gestacion, encontramos
diferencias significativas para: nuliparidad con sFlt-1 (1210,6+£515,7/1643,7+945,5),
(p=0,025) y PA diastolica> 80 mmHg con el acido urico (3,1+0,7/3,5+0,8), (p=0,032) y
el PIGF (300,8+207,1/174,6x27,1), (p=0,007). Todo ello se muestra en la Figura 46.
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Figura 46. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores
propuestos como predictores de PE y los factores de riesgo en el segundo trimestre de
gestacion.
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1V.4.4 Andlisis univariante de los marcadores predictores de preeclampsia

Se analizo el rendimiento diagnostico de cada marcador predictor de PE que era
capaz de discriminar entre el grupo de riesgo que desarrollé PE (grupo 1) y grupo de
riesgo que no la desarrollo (grupo 2) y el grupo de riesgo que desarrollé PE (grupo 1) y
el resto de gestantes que no la desarrollaron (grupo 2 y 3) en los dos trimestres de

gestacion.

1V.4.4.1 Primer trimestre de gestacion

Como se mostraba en la Tabla 34, solo PIGF y el ratio sFIt-1/PIGF eran capaces
de discriminar el grupo 1 del grupo 2.

Se realizo el andlisis de curvas ROC para el calculo del area bajo la curva
(ABC), S, E, valor predictivo positivo (VPP), valor predictivo negativo (VPN) y tasa de
falsos positivos (TFP) (Tabla 44 y Figura 47).

40,5 75% 83,3% 37,5% 96,1% 17,7%
0,006 0,800
-0,972
(0655-0.972) 37,6 62,5% 90% 45,4% 94,7% 10%
38 62,5% 78,3% 27, 7% 94% 21,7%
0,025 0,745
(0,561-0,907)
43 50% 86,6% 33,3% 92,8% 13%

Tabla 44. Analisis de la eficacia diagndstica de los marcadores predictores de PE en el grupo 1y
2 en el primer trimestre de gestacion.

PIGF: Factor de crecimiento placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; ABC: Area bajo la
curva; S: sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo;
TFP: tasa de falsos positivos.

105



Biomarcadores predictores de preeclampsia en gestantes con factores de riesgo

1,0 1,07
o 0,39 E 0,8-
5 y
E 064 ‘o 0,6
2 2
- |:|I4_
@ o4 @ Ratio sFIt-1/PIGF
wn 0.2- PIGF o
00-H4—T—T—T—T 00=F—71 T T T 1
00 02 04 06 08 10 00 02 04 06 05 1,0
1 - Especificidad 1 - Especificidad

Figura 47. Curvas ROC de los marcadores predictores de PE entre el grupo 1y 2 en el primer
trimestre de gestacion.

Como se observa en la Tabla 44, el PIGF tiene un ABC y sensibilidad mejor que
el ratio sFlt-1/PIGF y una menor TFP. Por tanto, de los dos marcadores que son capaces

de discriminar entre el grupo 1y el grupo 2, PIGF presenta mayor eficacia diagndstica.

Posteriormente, se realizé también el analisis de curvas ROC de los marcadores
que resultaron ser predictores entre el grupo de riesgo que desarrollo PE (grupo 1) y el
resto de gestantes que no la desarrollaron (grupo 2 y 3) (Tabla 36), para establecer si es
atil cribar la poblacién previamente con los factores de riesgo o si tendriamos que

determinar los marcadores seleccionados en la poblacion total (Tabla 45 y Figura 48).

Se obtuvo un ABC y una sensibilidad mejor para el PIGF que para el ratio sFlt-
1/PIGF. En caso de no cribar a la poblacion con los factores de riesgo, el PIGF seria el

marcador elegido por su mejor rendimiento diagnostico.
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40,5 75% 82,2% | 18,1% 98,4% 18%
0,003 0,828
0,699-0,957
( ) 376 | 62,5% 85,5% | 18,55% | 97,7% 14,5%
38 62,5% 835% | 17,8% | 97,5% 16,5%
0,015 0,757
0,605-0,908
( ) 43 50% 90,7% | 23,5% | 96,9% 9,3%

Tabla 45. Analisis de la eficacia diagnostica de los marcadores predictores de PE en el grupo

1yelgrupo 2y 3en el primer trimestre de gestacion.

PIGF: Factor de crecimiento placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1; ABC: Area bajo la
curva; S: sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo;

TFP: tasa de falsos positivos.
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Figura 48. Curvas ROC de los marcadores predictores de PE entre el grupo 1y el grupo 2y 3

en el primer trimestre de gestacion.
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1V.4.4.2 Segundo trimestre de gestacion

En primer lugar, se realizo el analisis de curvas ROC (Tabla 46 y Figura 49) de
los marcadores que resultaron ser predictores de PE entre el grupo de riesgo que

desarrollo PE (grupo 1) y el grupo de riesgo que no la desarrollé (grupo 2), (Tabla 41),
obteniéndose una baja sensibilidad con una alta TFP.

36,5 62,5% 66,7% 20% 93% 33,3%

0,003 0,724
(0,520-0,928)

40,4 50% 83,3% 28,5% 92,5% 16,7%

Tabla 46. Andlisis de la eficacia diagnostica del marcador predictor de PE en el grupo 1y 2
en el segundo trimestre de gestacion.

ECA: Enzima convertidora de angiotensina; ABC: Area bajo la curva; S: sensibilidad; E: especificidad;
VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; TFP: tasa de falsos positivos.

Sensibilidad

0,2 ECA

00— T T
00 02 04 0 08 10

1 - Especificidad

Figura 49. Curva ROC del marcador predictor de PE entre el grupo 1y 2 en el segundo
trimestre de gestacion.

En segundo lugar, se realizd también el analisis de curvas ROC (Tabla 47 y
Figura 50) entre el grupo de riesgo que desarrollé PE (grupo 1) y el resto de gestantes
que no la desarrollaron (grupo 2 y 3), (Tabla 43). EI marcador que mostré la mejor
sensibilidad y menor TFP fue el PIGF. Por tanto, si no cribasemos a la poblacién con

los factores de riesgo seria el marcador elegido.
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264,2 | 87,5% 64,7% | 12,2% | 98,9% 35%

0,019 0,746
(0,564-0,928)

1956 | 75% 82,2% 17,6% | 98,2% 17,8%

36,5 75% 73,2% 13,6% | 98,1% 26,6%

0,003 0,796

43-0,94
e 40,4 | 62,5% 79,5% 147% | 97,4% 21%

Tabla 47. Andlisis de la eficacia diagndstica de los marcadores predictores de PE en el grupo
1lyelgrupo2y 3 en el segundo trimestre de gestacion.

ECA: Enzima convertidora de angiotensina; PIGF: Factor de crecimiento placentario; ABC: Area bajo
la curva; S: sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo
negativo; TFP: tasa de falsos positivos.
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Figura 50. Curvas ROC de los marcadores predictores de PE entre el grupo 1y en el grupo 2
y 3 en el segundo trimestre de gestacién.
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Ademas se realizo el andlisis de curvas ROC del IP e IR del estudio Doppler en
el grupo de riesgo que desarrollé PE (grupo 1) y el grupo de riesgo que no la desarroll6
(grupo 1y 2), (Tablas 48 y Figuras 51). EI IR presentd mejor ABC vy sensibilidad

respecto al IP y menor TFP.

101 | 714%| 56,9%| 16,6%| 942%|  43%
0,032 0,652
(0,455-0,848)
1,44 | 57,1%| 93,1%| 50% 94,7%|  6,9%
060 | 857%| 551%| 187%| 96,9%| 45%
0,004 0,712
484-0,94
(0,484-0,940) 0,70 | 714%| 89,6%| 454%| 96,3%| 10,4%

Tabla 48. Analisis de la eficacia diagndéstica del estudio Doppler como predictor de PE en el
Grupo 1y 2 en el segundo trimestre de gestacion.

IP: indice de pulsatilidad medio; IR: indice de resistencia medio; ABC: Area bajo la curva; S:
sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; TFP: tasa
de falsos positivos.
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Figura 51. Curvas ROC del IP e IR como predictor de PE entre el grupo 1y 2 en el
segundo trimestre de gestacion.
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En segundo lugar, se realizo el andlisis de curvas ROC del IP e IR del estudio
Doppler entre el grupo de riesgo que desarroll6 PE (grupo 1) y el resto de gestantes que
no la desarrollaron (grupo 2 y 3) (Tabla 49 y Figura 52). De los dos marcadores, el IR
presentd mejor ABC y sensibilidad y menor TFP.

101 | 714%| 595%| 7,8% | 97.7%| @ 40%
0,044 0,768
(0,592-0,943)
144 | 571%| 97,8%| 57,1%| 97.8%| 2.2%
060 | 857%| 652%| 11,1%| 989%| 34,8%
0,009 0,772
-0,962
(0,583-0,962) 0,70 | 71,4%| 89,8%| 26,3%| 98,4% 10%

Tabla 49. Analisis de la eficacia diagndstica del estudio Doppler como predictor de PE en el
grupo 1y el grupo 2y 3 en el segundo trimestre de gestacion.

IP: indice de pulsatilidad medio; IR: indice de resistencia medio; ABC: Area bajo la curva; S:
sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; TFP: tasa
de falsos positivos.

1.':]_ 1|D_
B 08 ELER
=2 =
= 06+ = 0,8
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& 0.4 < 047
1] 1P IR
g2 9 0,24
0.0 0,0

u:n u,'z D:4 D,IE n:a 1:n
1 - Especificidad

u:u u,'z 0:4 u,'s u:a 1:0
1 - Especificidad

Figura 52. Curvas ROC del IP e IR como predictor de PE entre el Grupo 1y el Grupo 2y 3
en el segundo trimestre de gestacion.

111



Biomarcadores predictores de preeclampsia en gestantes con factores de riesgo

1.5 Analisis multivariante

IV.5.1 Combinacion de marcadores para el calculo del rendimiento diagndstico.

En primer lugar, se realizd la combinacion de marcadores entre el grupo de
riesgo que desarrollo PE (grupo 1) y el grupo de riesgo que no la desarrollo (grupo 2),
que tenian calculado su ABC anteriormente con el anlisis de curvas ROC y se procedio

a su combinacion para ver si se podia incrementar el rendimiento diagndstico.

Como se ha comentado a lo largo del estudio, los marcadores predictores de PE
entre el grupo 1y 2 en el primer trimestre de gestacion fueron: PIGF y el ratio sFlt-
1/PIGF. La combinacion de ambos marcadores no supuso un incremento del ABC. Lo
mismo ocurria al combinar el IP e IR no incrementando el ABC. A continuacion en la
Tabla 50 se expone las posibles combinaciones de marcadores (ecograficos y
bioquimicos) que permitan incrementar el ABC entre el grupo 1y 2 de estudio.

El ABC del PIGF del primer trimestre era de 0,800, combinandolo con el IR
permitio incrementar el ABC a 0,860, considerando para que la prueba sea positiva
algunos de los dos marcadores como positivo. La combinacion del PIGF del primer
trimestre con la ECA del segundo trimestre nos proporcionaba la peor ABC de las tres,
considerando para que la prueba sea positiva algunos de los dos marcadores como
positivo. Al combinar el PIGF del primer trimestre con el IR y la ECA del segundo
trimestre obtuvimos la mejor ABC, considerando para que la prueba sea positiva, que

tenga dos de los tres marcadores positivos.

Como se observa en la Tabla 50, si cribasemos la poblacién con los factores de
riesgo la mejor combinacion seria el PIGF del primer trimestre e IR y la ECA del
segundo, obteniendo con ella la menor TFP y mayor VPP.
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0,860
(0,681-1,034)

0,018 0,837 87,5% 55% 20,5% 97,06% | 45%
(0,613-0,976)

<0,001 0,889 87,5% 94,8% 70% 98,2% 5,2%
(0,670-1,070)

Tabla 50. Anélisis de la combinacion de marcadores para el célculo del rendimiento
diagnostico entre el grupo 1y 2.

ECA: Enzima convertidora de angiotensina; IR:indice de resistencia medio; PIGF: Factor de
crecimiento placentario; ABC: Area bajo la curva; S: sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor
predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; TFP: tasa de falsos positivos.

En segundo lugar, se realizé la combinacion de marcadores entre el grupo de
riesgo que desarrolld PE (grupo 1) y el resto de gestantes que no la desarrollaron (grupo
2 y 3), que tenian calculado su ABC anteriormente con el andlisis de curvas ROC vy se

procedid a su combinacion para ver si se podia incrementar el rendimiento diagnéstico.

Los marcadores predictores de PE entre el grupo 1y el grupo 2 y 3 en el primer
trimestre de gestacion fueron el PIGF vy el ratio sFlt-1/PIGF. El PIGF present6 un ABC
de 0,828 y al combinarlo con el ratio sFIt-1/PIGF no supuso un incremento del ABC.

Cuando se combiné el PIGF del primer trimestre con el IR, el ABC fue de 0,857,
considerando para que la prueba sea positiva algunos de los dos marcadores como
positivo. La combinacion en este caso entre PIGF del primer trimestre y la ECA del
segundo no supuso un incremento del ABC. Por ultimo se combind el PIGF del primer
trimestre, el IR y la ECA del segundo trimestre y obtuvimos la mejor ABC de 0,870 y
menor TFP, considerando para que la prueba sea positiva, que tenga dos de los tres

marcadores positivos (Tabla 51).
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0,870
(0,670-1,070)

Tabla 51. Andlisis de la combinacion de marcadores para el célculo del rendimiento
diagndstico entre el grupo 1 y el grupo 2 y 3 con el punto de corte de PIGF del primer
trimestre de gestacion.

ECA: Enzima convertidora de angiotensina; IR: indice de resistencia medio; PIGF: Factor de
crecimiento placentario; ABC: Area bajo la curva; S: sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor
predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; TFP: tasa de falsos positivos.

Los marcadores predictores de PE entre el grupo de riesgo que desarroll6 PE
(grupo 1) y el resto de gestantes que no la desarrollaron (grupo 2 y 3) en el segundo

trimestre de gestacion fueron PIGF y la ECA.

El ABC del PIGF en el segundo trimestre de gestacion fue de 0,746 y
combinandolo con el IR se incremento hasta 0,832, considerando para que la prueba sea
positiva algunos de los dos marcadores como positivo. La combinacion del PIGF y la
ECA, ambos en el segundo trimestre no supuso un incremento del ABC. Con la
combinacién de PIGF con IR y la ECA todos en el segundo trimestre, se consiguié la
mejor ABC que fue de 0,870, considerando para que la prueba sea positiva, que tenga

dos de los tres marcadores positivos (Tabla 52).
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0,832
(0,665-0,999)

0,870
0,002 | (0,670-1,070) 87,5% 92,7% 41,1% 99,2% | 7,3%

Tabla 52. Anélisis de la combinacion de marcadores para el célculo del rendimiento
diagndstico entre el grupo 1 y el grupo 2 y 3 con el punto de corte de PIGF del segundo
trimestre de gestacion.

ECA: Enzima convertidora de angiotensina; IR: indice de resistencia medio; PIGF: Factor de
crecimiento placentario; ABC: Area bajo la curva; S: sensibilidad; E: especificidad; VPP: valor
predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo; TFP: tasa de falsos positivos.

1V.5.2 Regresion lineal multiple

A continuacion, se ha realizado un analisis multivariante de los principales
factores de riesgo y la influencia que éstos ejercen sobre los marcadores propuestos
como posibles predictores de PE en la poblacion de riesgo (grupo 1 y 2), todo ello
descrito en las siguientes tablas. Para este analisis multivariante se han incluido
aquellas variables que en el estudio univariante obtuvieron un nivel de significacion
p<0,15.
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IV.5.2.1 Primer trimestre de gestacion

Edad -16,26 -50,89 a 0,350
18,36
Nuliparidad 330,16 | -118,15a 0,145 240,14 8238a 0,142
778,4 562,67
IMC -4,95 | -144a452 0,299
Tabaco -489,94 -985,29 a 0,052 | -541,71 -1007,51 a 0,023
Bkl 75,91
PA diatdlica | -340,512 | -73545a 0,090 | -420,45 746,94 a 0012
>80 mmHg 54,43 -93,96
PE previa 194,22 286,23 a 0,421
674,68
CIR previo -154,78 -692,42 a 0,566
382,86
Aborto -8,84 -587,84 a 0,976
previo 570,15
Diabetes -120,36 -745,98 a 0,701
505,25
Trombofilia 188,67 | -571,34a 0,620
948,68
Embarazo 542,58 -41,63 a 0,068 307 -154.,65 a 0,188
por FIV 1126,81 768,65

Tabla 53. Regresion lineal multiple de los principales factores de riesgo sobre el sFlt-1 en la

poblacién de riesgo en el primer trimestre de gestacion.
CIR: crecimiento intrauterino restringido; FIV: fecundacién in vitro; IMC: indice de masa corporal; PE:
preeclampsia; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1.

Las concentraciones de sFIt-1 se asociaron de forma independiente con el tabaco

y con cifras de PA> 80 mmHg.
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Edad 0,08 -1,16a-1,33 0,892
Nuliparidad 0,66 | -15,33a16,85 0,935
IMC -0,22 -0,56 a 0,11 0,192
Tabaco 16,57 | -1,31a34,46 0,069 | 14,17 | -0,86a2921 0,064
PA diatdlica | -14,28 | -28,55a-0,023 0,050 | -14,27 | -25,79a-275 0,016
>80 mmHg
PE previa -0,06 | -17,41a17,29 0,994
CIR previo 4,77 | -24,18 a 14,64 0,624
Aborto -4,25 | -25,16 a 16,65 0,685
previo
Diabetes -15,22 -37,82a7,3 0,182
Trombofilia 2,93 | -24,51a30,38 0,831
Embarazo 5,72 | -15,37 a 26,82 0,588
por FIV

Tabla 54. Regresion lineal multiple de los principales factores de riesgo sobre el PIGF en la
poblacién de riesgo en el primer trimestre de gestacion.

CIR: crecimiento intrauterino restringido; FIV: fecundacidn in vitro; IMC: indice de masa corporal; PE:
preeclampsia; PIGF: factor de crecimiento placentario.

Las concentraciones de PIGF se asociaron de forma independiente con la PA

diastolica> 80mmHg.
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Edad 0,06 -0,83a0,96 0,884
Nuliparidad 6,24 -5,40a17,89 0,287
IMC 0,00 -0,24 a 0,25 0,972
Tabaco -17,49 | -30,36a-4,62 0,009 | -15,64 | -26,32a-4,96 0,005
PA diatélica 416 | -6,09a14,42 0,419
>80 mmHg
PE previa 2,47 -10 a 14,95 0,693
CIR previo -3,85 | -17,82a 10,11 0,582
Aborto -3,17 | -18,22 211,86 0,673
previo
Diabetes 5,36 | -10,88a21,62 0,511
Trombofilia -0,13 | -19,88 a2 19,61 0,989
Embarazo 2,77 | -12,40a17,94 0,716
por FIV

Tabla 55. Regresion lineal multiple de los principales factores de riesgo sobre el ratio sFlt-

1/PIGF en la poblacion de riesgo en el primer trimestre de gestacion.

CIR: crecimiento intrauterino restringido; FIV: fecundacion in vitro; IMC: indice de masa corporal; PE:

preeclampsi; PIGF: factor de crecimiento placentario sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1.

El ratio sFIt-1/PIGF se asocié de forma independiente con el tabaco como Unico

factor de riesgo de los estudiados.
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Edad -0,03 -0,06 a 0,00 0,052 -0,02 -0,05a 0,00 0,061
Nuliparidad 0,13 -0,25a 0,51 0,498
IMC -0,00 | -0,01a0,00 0,668
Tabaco -0,32 | -0,75a0,09 0,128 | -0,24 -0,62a0,13 0,200
PA diatélica -0,24 | -0,58a0,09 0,153
>80 mmHg
PE previa -0,04 | -0,46a0,36 0,812
CIR previo -0,00 | -0,47a0,45 0,969
Aborto -0,01 | -0,51a0,48 0,959
previo
Diabetes 0,29 | -0,83a0,25 0,286
Trombofilia 1,01 | -035al6 0,003 1,11 0,59 21,63 <0,001
Embarazo 0,42 -0,07 a 0,93 0,093 0,50 0,09a0,91 0,016
por FIV

Tabla 56. Regresion lineal maltiple de los principales factores de riesgo sobre el MoM PAPP-
A en la poblacién de riesgo en el primer trimestre de gestacion.

CIR: crecimiento intrauterino restringido; FIV: fecundacién in vitro; IMC: indice de masa corporal;
MoM PAPP-A: mdltiplo de la mediana de la proteina plasmatica A asociada al embarazo; PE:
preeclampsia.

El MoM PAPP-A se asocid de forma independiente con la trombofilia y

embarazo mediante FIV como factores de riesgo.

Respecto al CA125 y la ECA no mostraron asociacion con ninguno de los

factores de riesgo estudiados.
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1V.5.2.2 Segundo trimestre de gestacion

Se realiz6 también un analisis multivariante de los principales factores de riesgo

y la influencia que estos ejercen sobre los marcadores determinados en el segundo

trimestre de gestacion.

Edad -39,81 -79,66 a 0,050 -25,00 | -58,78a8,77 0,144
0,03
Nuliparidad 612,01 88,57 a 0,023 472,89 | 96,45 a 849,33 0,015

1135,45

IMC -4,87 -16,02 a 0,385

6,28

Tabaco -334,25 -903,68 a 0,244
235,18

PA diatélica -82,15 -553,05 a 0,728
280 mmHg 388,75

PE previa 151,81 -403,57 a 0,586
707,20

CIR previo 45,77 -572,70 a 0,882
664,25

Aborto 27,37 -638,16 a 0,935
previo 692,90

Diabetes 101,11 -619,49 a 0,779
821,72

Trombofilia 33,34 -841,52 a 0,939
908,20

Embarazo 791,61 70,48 a 0,032
por FIV 1512,73

Tabla 57. Regresion lineal multiple de los principales factores de riesgo sobre el sFlt-1 en la
poblacion de riesgo en el segundo trimestre de gestacion.

CIR: crecimiento intrauterino restringido; FIV: fecundacién in vitro; IMC: indice de masa corporal; PE:
preeclampsia; sFlt-1: forma soluble de la tirosin kinasa 1.

Las concentraciones de sFIt-1 en el segundo trimestre de gestacion se

asociaron de forma independiente con la nuliparidad como factor de riesgo.
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Edad -4,59 -12,50 a 0,250
3,32
Nuliparidad -25,15 -129,12 a 0,629
78,80
IMC -0,95 -3,16 2 1,26 0,393
Tabaco 11,30 -101,80 a 0,842
124,40

PA diatdlica -100,74 | -194,27a-7,21 0,035 | -126,19 | -217,16 a -35,22 0,007
>80 mmHg

PE previa -42,92 -153,23 a 0,438
67,38

CIR previo 4,97 -117,87 a 0,936
27,81

Aborto 5,96 -126,22 a 0,928
previo 138,15

Diabetes -83,34 -226,46 a 0,248
59,78

Trombofilia | -56,38 -230,15a 0,518
117,37

Embarazo 56,14 -87,08 a 0,435
por FIV 149,37

Tabla 58. Regresion lineal maltiple de los principales factores de riesgo sobre el PIGF en la
poblacion de riesgo en el segundo trimestre de gestacién.

CIR: crecimiento intrauterino restringido; FIV: fecundacién in vitro; IMC: indice de masa corporal;
PIGF: factor de crecimiento placentario; PE: preeclampsia.

Las concentraciones de PIGF se asociaron de forma independiente con la PA
diastolica> 80 mmHg como factor de riesgo. En el caso del ratio sFIt-1/PIGF no mostro
asociacion con ningun factor de riesgo. Como ocurria en el primer trimestre de
gestacion, las concentraciones de CA125 y ECA no se asociaron de forma
independiente con ninguno de los factores de riesgo.
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1V.5.3 Regresion logistica

Para estudiar la probabilidad o riesgo de presentar PE, se ha realizado un analisis

de regresion logistica, tomando como referencia la OR ajustada, con un intervalo de

confianza del 95%. Este analisis se realizé en la poblacion de riesgo (grupo 1y 2),

utilizando los puntos de corte calculados anteriormente en los marcadores predictores de

PE. Se utilizo el punto de corte en el PIGF y en el ratio sFlt-1/PIGF del primer trimestre

de gestacion y de la ECA del segundo trimestre. Se obtuvo un riesgo de desarrollar PE
de 10,77 (1,78-65,09) para el IR>0,7 y de 12,36(1,94-78,64) para el PIGF < 37,6 pg/ml.

P> 1,44 2,12 (0,09-48,02) 0,635
IR> 0,70 9,43 (1,37-64,58) 0,022 10,77 (1,78-65,09) 0,008
PIGF<37,6 | 15,61 (1,79-135,62) 0,013 12,36 (1,94-78,64) 0,010
(pg/ml)
RatiosFIt- 1,14 (0,14-8,79) 0,896
1/PIGF > 38
ECA >404 3,70 (0,45-30,04) 0,222
(UIL)

Tabla 59. Regresion lineal logistica aplicada sobre la poblacion de riesgo.
ECA: Enzima convertidora de angiotensina; IP: indice de pulsatilidad medio; IR: indice de resistencia
medio; OR: odds ratio; PIGF: factor de crecimiento placentario; sFlt-1: forma soluble de la tirosin

kinasa 1.
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V.6 Estudio genético

Para el estudio genético se solicitdé un consentimiento informado para tal

andlisis, a las pacientes que habian desarrollado PE y 30 pacientes del grupo control.

De las 8 pacientes que desarrollaron PE, 6 de ellas accedieron para realizarles

el estudio genético.
1V.6.1 Estudio genético de la ECA

Se obtuvieron los resultados del estudio genético de la ECA de las pacientes
con PE mediante electroforesis en gel de agarosa, tal y como se muestra en la Figura
53.

390 pb

160 pb

Figura 53. Genotipo de la ECA de las gestantes con PE. Posicion 1: homocigoto Il con 390
pares de bases, Posicion 4: homocigoto DD con 160 pares de bases y las posiciones 2, 3,5y 6
heterocigotos con 390 y 160 pares de bases.
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A continuacion, en la siguiente Figura se muestran los resultados obtenidos

en las 30 pacientes del grupo control.

3456 7 8 9 101112 1314 1516
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Figura 54. Genotipo de la ECA del grupo control: las posiciones de la 1-4,6y 7, 9,1, 12, 15,
16, 22, 26, 28 y 29 son heterocigotos con 390 y 160 pares de bases, las posiciones 5,13, 17, 18,
20,23-25, 27 y 30 homocigotos DD con 160 pares de bases y las posiciones 8, 10, 14, 19y 21
homocigotos 11 con 390 pares de bases.

A continuacién en las siguientes Tablas se resumen los resultados tanto del

grupo con PE como el grupo control.

Tabla 60. Genotipo de la ECA en el grupo con PE y grupo control.

Al comparar ambos grupos no encontramos diferencias estadisticamente

significativas (p=0,743).
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Tabla 61. Frecuencia alélica del genotipo de la ECA en el grupo con PE y grupo control.

Por ultimo, se utilizé la secuenciacion automatica como técnica para la
confirmacion de la existencia del genotipo de la ECA: homocigoto I/l, homocigoto D/D
y heterocigoto en tres de las pacientes con PE (posicion 1, 2 y 4 de la Figura 53) y los

resultados se observan en las siguientes Figuras.
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Figura 55. Secuencia de la ECA: homocigoto I1.
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Figura 56. Secuencia de la ECA: heterocigoto ID.
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Figura 57. Secuencia de la ECA: homocigoto DD.
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I1V.6.2 Estudio genético de la Apo E

Se realiz6 el analisis genético de la Apo E en las mismas pacientes que en el
estudio de la ECA. Los resultados obtenidos en ambos grupos se muestran en la

siguiente Tabla.

Tabla 62. Genotipo de la Apo E en el grupo con PE y grupo control.

Al comparar ambos grupos encontramos diferencias estadisticamente

significativas (p=0,003).
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IV.7 Comparacion de los marcadores angiogénicos (sFlt-1 y PIGF)
entre embarazos Unicos y multiples en el primer y segundo trimestre
de gestacion.

Como se describi6 en el capitulo de objetivos, uno de ellos era la comparacion
de los marcadores angiogenicos entre embarazos Unicos y multiples, ya que éstos

podrian variar dependiendo del tipo de embarazo.

Se llevo a cabo con las pacientes del grupo control (grupo 3) y un grupo de
gestantes con embarazo mudltiple (n=73) y dentro de este grupo se dividieron en
embarazo monocorial (n=20) y bicorial (n=53), ya que los marcadores podian verse
afectados en caso de presentar dos placentas. A continuacion en la Tabla 63 se muestra

las caracteristicas descriptivas de la poblacion de estudio.

Edad materna al inicio 31,1445 34,615
de la gestacion

Semana de gestacion 12,1+0,6 11,9+0,6
1°Trimestre
Semana de gestacion

2°Trimestre 19,9+0,4 19,4+0,9
Nuliparidad (%o) 33,7 54,7
IMC (Kg/m?) 22,3[20,2-25,8] 23,4[21,1-25,4]
Fumadora (%0) 8,7 6,8

Tabla 63. Caracteristicas descriptivas del grupo de embarazo Gnico y embarazo maltiple.

IV.7.1 Primer trimestre de gestacion

En primer lugar, se compararon el grupo de embarazo unico con el de embarazo
maultiple (Tabla 64 y Figura 58) y se encontraron diferencias significativas para todos
los marcadores: sFlt-1 (p<0,001), PIGF (p=0,030) y el ratio sFlt-1/PIGF (p<0,001).
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SFIt-1 (pg/ml) | 1323[1119-1594] | 2081[1764-2821] <0,001

PIGF (pg/ml) | 58,1[44,8-73,2] | 69,1[49,8-88,1] 0,030

Ratio sFlt-1/PIGF 23[16-32] 33[23-43] <0,001

Tabla 64. Comparacion de los marcadores angiogénicos en embarazo Unico y multiple en el
primer trimestre de gestacion.
PIGF: Factor de crecimiento placentario; sFlt-1: factor soluble de la tirosin kinasa 1.
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Figura 58. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucién de los marcadores
angiogénicos entre el grupo de embarazo anico y multiple en el primer trimestre de gestacion.
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En segundo lugar, se compararon el grupo de embarazo mudltiple bicorial y
maltiple monocorial y no se encontraron diferencias significativas para ninguno de los

marcadores estudiados (Tabla 65).

SFIt-1 (pg/ml) | 2043[1764-2755] | 2168[1677-2813] 0,711
PIGF (pg/ml) | 67,1[50,4-88,1] 61,3[41,7-73,9] 0,220
Ratio sFIt-1/PIGF 33[23-42] 34[23-44] 0,565

Tabla 65. Comparacion de los marcadores angiogénicos en embarazo multiple bicorial y
multiple monocorial en el primer trimestre de gestacion.
PIGF: Factor de crecimiento placentario; sFlt-1: factor soluble de la tirosin kinasa 1.

IV.7.1 Segundo trimestre de gestacion

En primer lugar, se compararon el grupo de embarazo Unico con el de embarazo
multiple (Tabla 66 y Figura 59) y se encontraron diferencias significativas para todos
los marcadores: sFlt-1 (p<0,001), PIGF (p=0,036) y el ratio sFlt-1/PIGF (p<0,001).

SFIt-1 (pg/ml) 1473[933-1956] 2710[2072-3325] <0,001
PIGF (pg/ml) 439,5[321,4-553,7] | 402,6[307,1-506,5] 0,513
Ratio sFlt-1/PIGF 3[2-4] 6[3-9] <0,001

Tabla 66. Comparacion de los marcadores angiogénicos en embarazo Unico y multiple en el
segundo trimestre de gestacion.
PIGF: Factor de crecimiento placentario; sFlt-1: factor soluble de la tirosin kinasa 1.
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Figura 59. Diagramas de cajas en el que se muestra la distribucion de los marcadores
angiogénicos entre el grupo de embarazo Unico y multiple en el segundo trimestre de gestacion.

En segundo lugar, se compararon el grupo de embarazo mdltiple bicorial y
maltiple monocorial y no se encontraron diferencias significativas para ningun
marcador de los estudiados (Tabla 67).

SFIt-1 (pg/ml) | 2518[2085-3360] 2829[1799-3222] 0,669
PIGF (pg/ml) | 402,6[305,1-484,9] | 392,8[295,9-702,7] 0,474
Ratio sFIt-1/PIGF 6[3-9] 5[3-8] 0,635

Tabla 67. Comparacién de los marcadores angiogénicos en embarazo mdultiple bicorial y
multiple monocorial en el primer trimestre de gestacion.
PIGF: Factor de crecimiento placentario; sFlt-1: factor soluble de la tirosin kinasa 1.
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V. Discusion

El presente trabajo pretende evaluar la utilidad de los biomarcadores
seleccionados como posibles predictores de PE en el primer y segundo trimestre de

gestacion.

En la actualidad, no existe ningun método de cribado que resulte atil para
seleccionar a aquellas gestantes con riesgo de desarrollar PE. Las recomendaciones
basadas en la presencia de factores de riesgo previos, resultan ineficientes debido a su
bajo valor predictivo. La presencia de algun factor de riesgo en el primer control
gestacional, como la nuliparidad, la edad materna avanzada o el sobrepeso, se
encuentran hasta en dos tercios de todas las embarazadas, lo cual resulta una cantidad de
gestantes elevada para un seguimiento mas intenso [97]. No obstante, como se describi6
en el capitulo de introduccion, la incidencia de PE se estima entre un 6-8% de todos los
embarazos, aumentando en presencia de factores de riesgo [4]. En nuestro caso,
utilizandose los criterios de inclusion descritos por Milne F y cols. [98] se obtuvo una
incidencia de PE del 11,7%.

El desarrollo de un test de cribado permitirad seleccionar a aquellas gestantes con
riesgo “a priori” de desarrollar PE y asi realizarles un seguimiento mas exhaustivo
durante el embarazo. Por tanto, mediante el cribado podria dirigirse los recursos de una
forma mucho mas precisa, eficiente y racional. Ademas, dado que la PE es un sindrome
heterogéneo al que probablemente se llegue por varias rutas distintas, si los marcadores
de cribado de PE son capaces de indicar el camino patogénico predominante en cada
caso, el clinico podria ser mas selectivo en el momento de aplicar las estrategias
terapéuticas mas idoneas. Aungue en la actualidad no hay ningun tratamiento para la PE
y mucho de los casos acaban en parto prematuro por la gravedad de la situacion, son
necesarios mas estudios en los que se investigue el papel de biomarcadores en la

fisiopatologia de la PE, pudiendo ser utiles en un futuro como dianas terapéuticas.
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V.1 Primer trimestre de gestacion

V.1.1 Estudio de los marcadores predictores de PE en el primer trimestre de
gestacion
Como se puede observar en el capitulo de resultados, unicamente los factores de
riesgo por si solos no son capaces de predecir el posterior desarrollo de PE en nuestro
grupo de gestantes, por lo que, era necesario investigar si el estudio de marcadores
bioquimicos y/o ecograficos pudieran predecirla. Nuestros resultados mostraron que los
unicos factores de riesgo capaces de discriminar a las gestantes con PE, si cribamos la
poblacién, fueron los antecedentes de PE previa, y si no cribasemos la poblacion serian
las cifras de PA sistolica y diast6lica, y asi como los antecedentes de PE previa. El resto
de factores de riesgo no fueron capaces de predecir el posterior desarrollo de PE.

El grupo de Nicolaides [99], investigo el desarrollo de un test de cribado
mediante la combinacion de factores de riesgo maternos, marcadores bioquimicos y
ecogréaficos y establecieron que las gestantes de raza negra, hipertension cronica y PE
previa en embarazos anteriores tienen mayor riesgo de desarrollar PE precoz y las
gestantes con mayor IMC, edad y antecedentes familiares de PE, mayor riesgo de

desarrollar PE tardia.

Se estudiaron dos grupos de marcadores, por un lado los pardmetros bioquimicos
clasicos (creatinina, colesterol, GOT, GPT, LDH y plaquetas), los cuales no fueron
capaces de discriminar las gestantes que posteriormente desarrollarian PE. Por otro
lado, cuando analizamos los marcadores seleccionados como posibles predictores de PE
(&cido drico, triglicéridos, sFlt-1, PIGF, el ratio sFlt-1/PIGF, el MoM PAPP-A, CA125
y la ECA) en la poblacion cribada con los factores de riesgo y sin cribar, algunos de
ellos si son capaces de predecirla.

Las concentraciones de triglicéridos en el primer trimestre de gestacién no
fueron capaces de predecir el posterior desarrollo de PE, tanto en la poblacion cribada
con los factores de riesgo como sin cribar. Esto podria explicarse, debido a que como
criterio de inclusion se propuso un IMC>35 Kg/m?; as, al comparar las concentraciones
de triglicéridos entre el grupo de riesgo (grupo 1 y 2) y grupo control (grupo 3) si se
observaron diferencias significativas, pero al compararlo entre el grupo 1 y 2 ya no se

mantuvieron, ya que ambos grupos presentaban gestantes con IMC elevado.
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Diversos autores como Demirci O y cols. [72], en el estudio que realizaron entre
la 10-20 semanas de gestacion, confirmaron que existe una asociacion entre valores
elevados de triglicéridos y riesgo de desarrollar PE, cuando compararon un grupo de
gestantes con PE (n=30) y un grupo control (n=320). En este mismo sentido, se orientan
los resultados de Enquobahrie DA y cols. [100] estudiaron las concentraciones de
triglicéridos en un grupo con PE (n=57) y un grupo control (n=510) y concluyeron que
la presencia de valores de triglicéridos mayores de 133 mg/dl aumenta el riesgo de
padecer PE en 4,15 (1,50 a 11,43).

Respecto a los valores de MoM PAPP-A, algunos estudios confirman valores
disminuidos de PAPP-A en algunas complicaciones del embarazo. Entre ellos
destacamos el de Montanari L y cols. [101], en el que se observa que los valores bajos
de PAPP-A se asocian con un incremento del riesgo de desarrollar CIR durante el
embarazo. Ranta JK y cols. [102], confirmaron que concentraciones bajas de PAPP-A
durante el primer trimestre de gestacion predicen el desarrollo de PE (n=195), parto
prematuro (n=213) y fetos con pesos menores para su edad gestacional (n=275) al
compararlos con un grupo control. Otros autores en cambio, como Saruhan Z y cols.
[103], no encontraron asociacion entre valores bajos de PAPP-A con el posterior
desarrollo de PE, parto prematuro, hipertension gestacional, diabetes gestacional, etc. Al
igual que Mikat B y cols. [104], que tampoco encontraron diferencias significativas en

los valores de PAPP-A entre gestantes con PE y grupo control.

En nuestro caso, el valor del MoM de PAPP-A fue capaz de discriminar la
poblacion de riesgo (grupo 1y 2) y grupo control (grupo 3). Pero al comparar entre si el
grupo de riesgo que desarrollé PE (grupo 1) y el grupo de riesgo que no la desarrolld
(grupo 2), se pierde el poder de discriminacion. Esto posiblemente sea porque en el
grupo 2 hay gestantes con patologias como CIR, hipertension gestacional, diabetes
gestacional, etc. y pueden disminuir la mediana del MoM PAPP-A y asi no encontrar
diferencias significativas, aunque se pudo observar valores menores del MoM PAPP-A

en las gestantes con PE (grupo 1) respecto al resto de la poblacion.

Akolekar R y cols. [105], consideraron que el MoM de PAPP-A es buen
marcador para su inclusion en un test de cribado de PE en el primer trimestre de

gestacion, junto a otros marcadores y caracteristicas maternas.
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Al ser un marcador que se determina de rutina en el cribado de cromosomopatias
del primer trimestre no supondria una determinacion adicional, por lo que tendria que
valorarse su inclusion cuando se estableciera un futuro test de cribado de PE del primer

trimestre de gestacion.

Al analizar los marcadores angiogénicos sFlt-1 y PIGF, observamos como sFlt-1
no es capaz de discriminar entre una poblacion de riesgo (grupo 1y 2) y el grupo
control (grupo 3), ni tampoco al comparar el grupo con PE (grupo 1) con cualquiera de
los demas grupos. Esto podria ser debido a que las concentraciones de sFlt-1 durante los
dos primeros trimestres permanecen estables, aumentando a partir del tercer trimestre de
gestacion en embarazos normales [43]. Contrariamente ocurre con las concentraciones
de PIGF, que aumentan durante los dos primeros trimestres de embarazo, asegurando un
incremento del flujo Gtero-placentario con la mejora correspondiente del aporte vascular
para mantener las necesidades fetales, y disminuye a partir del tercer trimestre hasta el
parto [43]. Hay una gran cantidad de estudios que evaltan la utilidad de sFlt-1 y PIGF
como predictores de PE en el primer trimestre de gestacion. Nuestros resultados
mostraron como PIGF es un buen marcador predictor de PE cuando se comparé el
grupo 1 con el 2 (poblacion cribada con los factores de riesgo), o el grupo 1 con el
grupo 2 y 3 (poblacién sin cribar), no ocurriendo lo mismo con el sFlt-1. Akolekar y
cols. [106] determinaron las concentraciones de sFlt-1 y PIGF en la 11-13 semanas de
gestacion en un grupo de 90 gestantes con PE y un grupo control de 180 gestantes y no
obtuvieron diferencias significativas para sFlt-1 pero si para PIGF, y concluyeron que
sFlt-1 no es un buen marcador predictor de PE en el primer trimestre de gestacién. En el
mismo sentido, Lynch AM y cols. [107] reclutaron 668 gestantes con embarazos unicos
entre las 10-15 semanas de gestacion en un periodo de tres afios, se diagnosticaron 31
PE y se compararon los valores de sFIt-1 y PIGF en ambos grupos. Se encontraron
concentraciones estadisticamente significativas de PIGF mas bajas en el grupo con PE
respecto al grupo control pero no hubo diferencias en el caso de sFlt-1.

Levine RJ y cols. [108], reclutaron un grupo de 120 gestantes con PE y un grupo
control del mismo ndmero. Determinaron ambos marcadores angiogénicos durante los
tres trimestres de gestacion y obtuvieron diferencias significativas para los dos
marcadores estudiados. El PIGF resulto ser predictor de PE en el primer trimestre de

gestacion, pero la mayor significacidn estadistica se encontré cinco semanas antes que
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las gestantes desarrollaran la enfermedad. Sin embargo, el sFlt-1 no fue predictor en el
primer trimestre de gestacion, pero al igual que el PIGF, si discrimind las gestantes con

PE cinco semanas antes que desarrollaran la enfermedad.

Nicolaides KH y cols. [99], investigaron el desarrollo de un test de cribado de
PE mediante la combinacion de las caracteristicas maternas y marcadores bioquimicos
en el primer trimestre de gestacion. Incluyeron un grupo de gestantes con PE precoz
(n=26), tardia (n=90), hipertension gestacional (n=85) y un grupo control (n=201).
Entre los marcadores utilizados incluye el PIGF y establece diferencias significativas en
las gestantes que desarrollaron PE que tuvieron concentraciones disminuidas de este

marcador, no ocurriendo asi en las gestantes con hipertension gestacional.

La severidad de la PE se ha correlacionado positivamente con los valores del
ratio sFlt-1/PIGF circulantes. Dicho ratio también se encuentra aumentado en la PE
sobreafiadida sobre enfermedades como la hipertensién crénica, lupus eritomatoso
sistémico y la glomerulonefritis. Por Gltimo, también se ha observado que los valores
del ratio de las mujeres que han padecido PE se normalizan tras el parto [109]. Nuestros
resultados mostraron como el ratio sFlt-1/PIGF es capaz de discriminar el grupo 1
(gestantes con PE) del grupo 2 (grupo de riesgo que no desarrollé PE) y del grupo 2y 3
(grupo de riesgo mas grupo control), observandose valores aumentados de este ratio en
el grupo con PE respecto los otros dos. Sin embargo, no es practica su determinacion
desde el punto de vista econémico del laboratorio, ya que la medida del PIGF posee
mayor poder de discriminacion que la del ratio sFlt-1/PIGF y con ello no tendriamos

que realizar una medida adicional.

Otros de los marcadores estudiados fueron el acido urico, CA125 y la ECA. Respecto al
acido Urico, nuestros resultados no mostraron diferencias significativas entre el grupo
con PE y cualquiera de los otros grupos en el primer trimestre de gestacion. Sin
embargo, Laughon SK y cols. [110], estudiaron los valores de acido Grico en un grupo
de gestantes con PE (n=60), otro con hipertension gestacional (n=111) y un grupo
control (1.370) en las 9+2,5 semanas de gestacion, y encontraron diferencias
significativas en los valores de é&cido Urico en el grupo con PE, siendo las
concentraciones mas elevadas respecto a los otros dos grupos, pero no se encontro la
misma situacion en el caso de hipertension gestacional. Existen escasos datos actuales

que confirman al acido drico como predictor de PE en el primer trimestre de gestacion.
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En nuestro estudio, como hemos mencionado, nuestros resultados no lo postula

como buen predictor de la misma.

El CA125 es un marcador poco estudiado en la fisiopatologia de la PE. Nuestros
resultados no mostraron diferencias significativas en las gestantes con PE respecto a los
otros grupos de estudio, al igual que Bon GG y cols. [111], que estudiaron las
concentraciones de CA125 en gestantes con embarazos complicados (PE, CIR, abortos
espontaneos, etc.) (n=120), y las compararon con gestantes con embarazos normales
(n=350), no obteniendo tampoco diferencias significativas. Pocos estudios hay mas
sobre este marcador en el primer trimestre de gestacién, siendo mas estudiado en PE en

el segundo y tercer trimestre.

En el caso de la ECA, tampoco se observaron diferencias significativas entre los
grupos de estudio. Hay escasos estudios donde evallen las concentraciones séricas de
ECA como predictor de PE en el primer trimestre de gestacion, encontrando un mayor
namero en el tercer trimestre [112]. Las investigaciones se han centrado mas en los
ultimos afios en la asociacion de la presencia de polimorfismos genéticos de la ECA 1/D
con el desarrollo de PE. Nuestros resultados mostraron como los valores de ECA en el
primer trimestre no son capaces de predecir el posterior desarrollo de PE en ninguno de

los casos.

V.1.2 Estudio de correlaciones y analisis de la influencia de los factores de

riesgo en el primer trimestre de gestacion

Del estudio de correlaciones entre marcadores en el primer trimestre de
gestacién, destacamos una correlacion negativa encontrada entre el acido Urico y las
concentraciones de PIGF y el MoM PAPP-A. Esto podria explicarse ya que el acido
urico se ha utilizado como indicador de la severidad de la PE [113] y aunque en nuestro
estudio las concentraciones de acido urico no son predictoras, es 16gico que correlacione

con valores bajos de PIGF y MoM PAPP-A presentes en las gestantes con PE.

Otras correlaciones a destacar son las obtenidas entre los marcadores
angiogénicos y la ECA. Se observd una correlacién positiva tanto del sFlt-1 como del
ratio sFIt-1/PIGF con la ECA. Se ha propuesto que la presencia de autoanticuerpos que
estimulan a los ATI tiene un papel en la fisiopatologia de la PE, ya que se unen a los
ATI de distintas células, incluyendo el trofoblasto, e incrementan a los factores que
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contribuyen a la patogénesis de la PE. Durante el embarazo normal, la placenta produce
sFIt-1 a través de la estimulacion por la angiotensina Il de las células del trofoblasto,
por lo que la sobrestimulacion del ATI por los autoanticuerpos puede llevar a la

produccidn excesiva de sFlt-1 [114].

Ademas se analizo la influencia de los factores de riesgo sobre los marcadores
propuestos como predictores de PE, obteniéndose valores de acido Urico aumentados en
las pacientes con un IMC>35 kg/m? y con una PA diastolica> 80 mmHg. Rajasingam D
y cols. [115], estudiaron a un grupo de gestantes obesas y obtuvieron también una

correlacion positiva entre los valores de &cido urico y el IMC.

Hay que destacar la relacion encontrada entre el tabaco y los marcadores
angiogénicos. Nuestros resultados mostraron en las gestantes fumadoras valores
mayores de PIGF y valores menores del ratio sFIt-1/PIGF. Esto concuerda con lo
descrito en la bibliografia, como es el caso de Zhai D y cols. [116], los cuales
investigaron el efecto del mondxido de carbono del tabaco y su asociacién con el
desarrollo de preeclampsia. Para ello, analizaron los partos entre 2004 y 2009 y
observaron que la exposicion materna de forma moderada se asocia de forma
independiente con un descenso del riesgo de PE. Establecen que el mondxido de
carbono tiene efecto sobre la placenta reduciendo el riesgo de PE ya que promueve la
invasion trofoblastica, reduce la respuesta inflamatoria, aumenta el flujo sanguineo
utero-placentario, disminuye la apoptosis producida por la hipoxia placentaria y regula
los sistemas antioxidantes placentarios. Se ha relacionado también la exposicion al
monoxido de carbono con concentraciones disminuidas de sFlt-1. Ademas, Kreiser D y
cols. [117], determinaron las concentraciones de monoxido de carbono en un grupo con
PE (n=31) y un grupo de control de gestantes normotensas (n=44) y encontraron que los
valores de mondxido de carbono son menores en las gestantes con PE respecto al grupo
control. EI monéxido de carbono tiene un efecto similar a la enzima hemo oxigenasa 1,
que promueve el crecimiento de los vasos sanguineos en la placenta. Por tanto, es l0gico
gue nuestros resultados muestren concentraciones mayores de PIGF en las gestantes
fumadoras. Serian necesarios mas estudios sobre el papel del mondxido de carbono en

la PE ya que en un futuro podria utilizarse como agente terapéutico.
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V.1.3 Analisis del rendimiento diagnostico de los marcadores predictores de PE

en el primer trimestre de gestacion

El analisis realizado de curvas ROC entre el grupo con PE (grupo 1) y el grupo
de riesgo que no desarrolld6 PE (grupo 2), mostré que el PIGF es el mejor marcador
predictor de PE en el primer trimestre de gestacion, con una sensibilidad del 62,5% vy
TFP del 10%, y valores <37,6 pg/ml presentaron un riesgo de 12,36 (1,94 a 78,64) de
desarrollar la enfermedad. Se realizd también el analisis de curvas ROC entre el grupo
con PE (grupo 1) y el resto de los grupos que no desarrollaron PE (grupo 2 y 3) y se
obtuvo la misma sensibilidad que en el caso anterior, utilizando los mismos puntos de

corte, pero en este caso aumentaba la TFP.

Por tanto, si utilizdramos el PIGF como predictor de PE, seria mas practico
cribar la poblacion con los factores de riesgo utilizados en este estudio y asi
obtendriamos la misma sensibilidad y menor TFP que si lo determindsemos en la
poblacion total. Se harian menor nimero de determinaciones, pues sélo se realizarian al
grupo de riesgo, por lo que el cribado de esta manera tendria un mayor coste-

efectividad.

McElrath TF y cols. [118], analizaron el poder diagndstico del PIGF durante el
embarazo en gestantes con PE (n=139) y un grupo control (n=1.951) y obtuvieron un
55% de sensibilidad y un 43% de especificidad y concluyeron que no es un buen
marcador para incluirlo en el screening de PE. Sin embargo, Vandenberghe G y cols.
[119], estudiaron si el PIGF es un buen marcador predictor en el primer trimestre en
gestantes con PE (n=23) e incluyeron cinco controles por cada caso. Al igual que en
nuestro caso, el ABC obtenido en PE fue de 0,8, considerandolo un buen marcador en

caso de PE.
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V.2 Segundo trimestre de gestacion

V.2.1 Estudio de los marcadores predictores de PE en el segundo trimestre de
gestacion

En el segundo trimestre de gestacion, de todos los parametros bioquimicos

clasicos, solo se encontraron diferencias significativas para los valores de colesterol en

el grupo de riesgo con el grupo control o al comparar los tres de grupos de estudio.

Los valores de triglicéridos y colesterol en la poblacion de riesgo (grupo 1y 2)
fueron mayores que en el grupo control (grupo 3) pero no fueron predictores de PE en el
segundo trimestre de gestacion. Baker AM y cols. [120], estudiaron si habia asociacion
entre el perfil lipidico y el desarrollo de PE (n=50) y observaron que altas
concentraciones de triglicéridos y colesterol en el segundo trimestre de gestacion, estan
asociados con PE leve pero no con severa. Otro estudio [121] también encontrd
asociacion entre la hipertrigliceridemia y el desarrollo de PE (n=53) en el segundo
trimestre de gestacién. En nuestro caso, los valores de triglicéridos y colesterol no
predicen el desarrollo de PE en ninguno de los dos trimestres de gestacion estudiados,
posiblemente por lo descrito con anterioridad, al utilizar como criterio de inclusién
IMC>35 Kg/m?.

Respecto a los marcadores angiogénicos en el segundo trimestre de gestacion, si
cribamos la poblacion con los factores de riesgo (grupo 1y 2), estos marcadores no son
capaces de discriminar a las gestantes que desarrollaran PE, al contrario que en el
primer trimestre de gestacion. Ghosh SK y cols. [122], evaluaron cuando era mas
efectiva la determinacion de PIGF, si en el primer o segundo trimestre de gestacion, y
establecieron que el PIGF es més efectivo en el segundo trimestre de gestacion. Al igual
que nuestros resultados, si no cribamos la poblacion como en el estudio anterior, PIGF
es un buen predictor del posterior desarrollo de PE. Al contrario que nuestros
resultados, Rohra DK y cols. [123], analizaron si PIGF y sFlt-1 eran capaces de predecir
el posterior desarrollo de PE; para ello reclutaron gestantes normotensas (n=1.307) que
no cumplian ninguno de los factores de riesgo, finalizando el estudio un total de 611 y
de ellas un 6,4% de las gestantes desarrollaron PE. Establecieron que de los dos
marcadores estudiados, sFlt-1 presentaba mejor poder diagndstico en las 15 semanas de
gestacion y PIGF en las 22 semanas de gestacion y concluyen que el mejor predictor en

el segundo trimestre es sFlt-1 sin combinacion con PIGF. Estos resultados son
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contrarios a los encontrados en nuestro estudio ya que sFlt-1 ni en el primer ni en el

segundo trimestre es capaz de discriminar a las gestantes que desarrollaran PE.

Otros estudios como el de Lambert-Messerlian GM y cols. [124], mostraron
resultados como el nuestro, donde el PIGF pero no sFlt-1 es capaz de discriminar a
aquellas gestantes que desarrollaran PE (n=45) en el segundo trimestre de gestacion sin
cribar inicialmente con los factores de riesgo. Schmidt M y cols. [125], determinaron las
concentraciones de PIGF entre las 15-18 semanas de gestacion y encontraron que los
valores de PIGF en el grupo con PE (n=7) eran significativamente menores que el de las
gestantes que no desarrollaron PE (n=54). Kim SY y cols. [126], determinaron las
concentraciones de sFlt-1 y PIGF en el segundo trimestre de gestacion y encontraron
valores aumentados de sFlt-1 y disminuidos de PIGF en el grupo con PE (n=46)
respecto al grupo control (n=100). Establecieron que el ratio sFIt-1/PIGF fue el
marcador con mayor poder diagnostico. Al contrario que nuestros resultados, que
mostraron como el ratio sFIt-1/PIGF no fue capaz de discriminar las gestantes con PE
(grupo 1) de las que presentaron factores de riesgo pero no la desarrollaron (grupo 2), ni
tampoco cuando se comparo6 el grupo con PE (grupo 1) con el resto de gestantes que no

desarrollaron PE (grupo 2 y 3).

Al igual que ocurria en el primer trimestre de gestacion, ni el &cido Urico y
CA125 discriminaron las gestantes que posteriormente desarrollarian PE. Zhou J y cols.
[127], estudiaron las concentraciones de acido Urico en el segundo trimestre de
gestacion y observaron que la hiperuricemia aumenta un 1,99 el riesgo de padecer PE.
Wolak Ty cols. [128], examinaron la asociacion de las concentraciones de &cido urico
en las 20 semanas de gestacion y el desarrollo de diabetes gestacional y PE. Para ello
estudiaron los nacimientos desde 2001 a 2007 y concluyeron que los valores altos de
acido urico durante las 20 semanas de gestacion se asocian con alto riesgo de desarrollar
PE leve y diabetes gestacional. Nuestros resultados sobre el acido drico no fueron
significativos pero si observamos que se correlacionaron de forma negativa con PIGF y

positiva con el ratio sFIt-1/PIGF.
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Como se ha comentado, hay pocos estudios que evalten el comportamiento del
CA125 en la fisiopatologia de la PE y més aun en el primer o segundo trimestre de
gestacion como posible predictor de la misma. Los estudios publicados se centran en el
tercer trimestre de gestacion, como es el caso de Ozat My cols. [74], que estudiaron las
concentraciones del CA125 en el tercer trimestre de gestacion en tres grupos de
gestantes: grupo control (n=100), grupo con PE leve (n=78) y grupo con PE severa
(n=64) y observaron que los valores de CA125 correlacionaron de forma positiva con la
tension arterial, cido Urico y proteinuria y de forma negativa con el peso al nacimiento.
Establecieron un punto de corte de 50 IU/ml, obteniendo una sensibilidad vy
especificidad de 93,7 y 88% respectivamente y concluyeron que es un marcador que
podria explicar el proceso inflamatorio en la PE. Otro estudio realizado también en el
tercer trimestre de gestacion, es el de Cebesoy FB y cols. [129], determinaron la
asociacion de CA125 y PCR con la PE y eclampsia, para ello incluyen un grupo de 54
gestantes con PE/eclampsia y un grupo control de 56 gestantes. Los resultados que
obtuvieron fueron valores altos de PCR y CA125 en las del grupo con
preclampsia/eclampsia respecto al grupo control y también encontraron diferencias
entre PE leve y severa respecto a estos marcadores, ademas de una correlacion positiva
entre las concentraciones de CA125 y la tension arterial. En nuestro caso, el CA125 no
ha sido un buen marcador predictor de PE en el primer o segundo trimestre de gestacion
y no se observO ninguna correlacion con otros marcadores estudiados o factores de

riesgo.

Por ultimo, las concentraciones de la ECA en el segundo trimestre gestacion
mostraron ser el Gnico marcador de los estudiados capaz de discriminar a las gestantes
que desarrollarian PE si cribamos la poblacién con factores de riesgo. Velloso EP y
cols. [130], determinaron los niveles de ECA en el tercer trimestre de gestacion y
encontraron diferencias significativas entre el grupo con PE (n=20) y el grupo control
(n=20). Son importantes los datos obtenidos sobre la ECA en el segundo trimestre de
gestacion, ya que con estos resultados podemos observar que el sistema renina-

angiotensina-aldosterona podria jugar un papel clave en la fisiopatologia de la PE [46].

Matias DS y cols. [131], evaluaron los parametros del estudio Doppler en
gestantes con factores de riesgo de desarrollar PE y los compararon con los valores de

referencia descritos en las gestantes sanas. También estudiaron si existia relacién entre
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los parametros del estudio Doppler y la edad gestacional. Obtuvieron diferencias
significativas tanto para el IP como el IR pero no observaron relacion entre la edad

gestacional y los parametros del estudio Doppler.

En nuestro caso, el estudio Doppler no era capaz de discriminar entre la
poblacion de riesgo (grupo 1y 2) y el grupo control (grupo 3), esto podria ser debido, a
que hubo gestantes que se incluyeron por presentar factores de riesgo, pero que no
desarrollaron PE ni presentaron ninguna complicacion del embarazo, por tanto, el
estudio Doppler de estas gestantes fue normal e hicieron disminuir la media del IP e IR,
y por eso podrian no presentar diferencias significativas respecto al grupo control. Sin
embargo, si encontramos diferencias significativas al comparar el grupo con PE (grupo
1) con la poblacion cribada con factores de riesgo (grupo 2) y con la poblacion sin

cribar (grupo 2 y 3), observandose valores de IP e IR mayores en las gestantes con PE.

Napolitano R y cols. [132], estudiaron los cambios en la arteria uterina mediante
el IP del estudio Doppler entre el primer y segundo trimestre de gestacion y su relacién
con el posterior desarrollo de PE. De las 3.549 gestantes incluidas, 126 desarrollaron PE
y concluyeron que el IP calculado entre el primer y segundo trimestre de gestacion es un
buen predictor del posterior desarrollo de PE. Nuestros resultados mostraron como el IP
e IR fueron predictores de PE, pero el IR presentdé mejor poder de discriminacién
respecto al IP, y los valores de IR>0,7 presentaron un riesgo de 10,77 (1,78-65,09) de

desarrollar PE para nuestra poblacion de estudio.

V.2.2 Estudio de correlaciones y analisis de la influencia de los factores de

riesgo en el segundo trimestre de gestacion

Del estudio de correlaciones, se obtuvo una correlacion negativa del PIGF con el

acido urico e IR y una positiva entre el acido urico y el ratio sFlt-1/PIGF.

Del analisis de la influencia de los factores de riesgo sobre los marcadores
propuestos como predictores de PE en el segundo trimestre de gestacion, se observo que
las gestantes con valores de PA diastolica>80 mmHg presentaban concentraciones
menores de PIGF y mayores de acido drico. Son ldgicos estos resultados, ya que la PE
se asocia con concentraciones disminuidas de PIGF e hiperuricemia. Ademas se observé
que las gestantes nuliparas presentaron concentraciones mayores de sFlt-1. La

nuliparidad es considerada un factor de riesgo de PE debido a la falta de tolerancia
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inmunologica a los antigenos paternos, la cual se desarrollara en embarazos posteriores
con la misma pareja. De ahi también que las técnicas de fecundacién in vitro con

donacion de gametos aumenten el riesgo de desarrollar PE [133].

V.1.3 Andlisis del rendimiento diagndstico de los marcadores predictores de PE
en el segundo trimestre de gestacion

En el caso de cribar la poblacion con factores de riesgo, el andlisis de curvas
ROC mostré que la ECA no resultd ser un buen predictor por su baja sensibilidad (50%)
y alta TFP (16,7%), y si cribasemos la poblacion con los factores de riesgo, el PIGF
mostré mejor sensibilidad (75%) respecto la ECA (62,5%) y menor TFP (17,8% frente a
21%).

Schmidt M y cols. [125], analizaron si el PIGF era un buen predictor de PE al
inicio del segundo trimestre de gestacion (en la 15-18 semanas de gestacion). Utilizaron
el punto de corte de 41,84 pg/ml y obtuvieron una sensibilidad del 87% con una
especificidad del 83%, mayor que la encontrada en nuestros resultados, aunque en
nuestro caso, la determinacion de PIGF en el segundo trimestre de gestacion fue en la
19-21 semanas de gestacion, por tanto, estos resultados no son comparables a los

nuestros.

Nicolaides KH y cols. [51], establecieron que el estudio Doppler de las arterias
uterinas para la prediccion de PE, presenta un bajo VPP (20%) y recomiendan la
busqueda de biomarcadores para combinarlo con el estudio Doppler y asi desarrollar un
test de cribado. Nuestros resultados mostraron como el IR fue mejor marcador que el IP
en todos los casos. El IR presentd una buena sensibilidad del 71,4% tanto si cribamos
como si no la poblacion, pero el VPP en caso de no cribar la poblacion seria
practicamente igual al descrito por Nicolaides KH, de un 26,3% y si la cribamos se
incrementaria hasta el 45,4%. De todos los marcadores estudiados como posibles

predictores de PE, el IR fue el que presentd la mejor sensibilidad y menor TFP.
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V.3 Combinacién de marcadores para la prediccion de la PE

Como se ha comentado anteriormente, el objetivo principal de nuestro estudio
fue la busqueda de biomarcadores capaces de predecir el posterior desarrollo de PE y

analizar si la combinacion de ellos aumentaba el poder diagndstico o no.

Como se puede observar en el capitulo de resultados, para predecir el desarrollo
de PE en una poblacion cribada con los factores de riesgo, la mejor combinacion fue la
medida de PIGF en el primer trimestre y el IR y la ECA en el segundo trimestre,
obteniendo asi una sensibilidad del 87,5% y un VPP del 70% con una baja TFP del
5,2%. La inclusion de la ECA en esta combinacion nos permitio obtener un VPP alto
con una TFP baja respecto a la combinacion de PIGF del primer trimestre e IR del

segundo trimestre.

Otra opcion seria si no se cribara la poblacion segun los criterios de inclusion, y
se le determinara la combinacion de marcadores a la poblacién total. La mejor
combinacion se consiguio utilizando el PIGF del primer trimestre y el IR y la ECA del
segundo trimestre, se obtuvo una sensibilidad y TFP précticamente igual que si
cribadsemos a la poblacion con los factores de riesgo. Sin embargo, el VPP obtenido fue
menor que si cribdsemos a la poblacion con los factores de riesgo y habria un aumento

del coste econdmico al tener que realizar las determinaciones a todas las gestantes.

V.4 Estudio genético de la ECAYy de laApo E

Nuestros resultados sobre el andlisis genético de la ECA no mostraron
diferencias significativas entre las gestantes con PE y el grupo control. Se ha
relacionado el genotipo de la ECA D/D con el desarrollo de PE, ya que este genotipo
aumentaria la actividad de la ECA. En nuestro caso, solo una de las gestantes con PE
presento este genotipo mientras que el 66,6% resultaron ser heterocigotos. El estudio de
Li H y cols. [80], mostrd resultados similares a los nuestros, incluyeron 133 gestantes
con PE y 105 gestantes controles y no encontraron asociacion del genotipo D/D con la
presencia de PE. Sin embargo, hay diversos estudios que relacionan este genotipo de la
ECA D/D con el desarrollo de PE. Entre los que se encuentran el de Rahimi Z y cols.
[134], obtuvieron que la presencia del alelo D de la ECA era asociado con un riesgo de
1,8 de desarrollar PE. Bereketoglu C y cols. [79], realizaron un estudio en el que

incluyeron 120 gestantes con PE y 116 gestantes controles. Encontraron que el genotipo
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de la ECA D/D fue mas frecuente en PE que en controles de forma estadisticamente

significativa.

Respecto al estudio del polimorfismo de la Apo E, nuestros resultados si
mostraron diferencias significativas entre las gestantes con PE y el grupo control. La
presencia del alelo €3/e€3 es la mas frecuente en la poblacion caucésica y en nuestro
caso, el 33,3% de las gestantes con PE y el 83% del grupo control lo presentaron.
Ahmadi Ry cols. [135], obtuvieron una frecuencia del alelo €2 mas baja en las gestantes
con PE respecto al grupo control. Al contrario que Nagy B y cols. [136], encontraron
que la frecuencia del alelo €2 era mas alta en las gestantes con PE severa (n=54)
respecto a los controles (n=52). Otros autores como Belo L y cols. [137], no encontraron
asociacion entre el genotipo de la Apo E y la PE. Como se puede observar hay estudios

contradictorios sobre qué genotipo de la Apo E se asocia con el desarrollo de PE.

Nuestros resultados mostraron que el genotipo €3/e4 fue el mas frecuente en las
gestantes con PE (50%) respecto al grupo control (6,6%), y en segundo lugar, el
genotipo €2/€3 fue de un 16,6% respecto al 10% en el grupo control. Esto concuerda
con el estudio realizado por Francoual J y cols. [138], en el que obtuvieron el segundo
genotipo mas frecuente después del €3/e3, el €3/e4 con una frecuencia del 14,3% en las
gestantes con PE (n=49), aunque no resultd ser significativo respecto al grupo control
(n=55), al contrario que en nuestro caso. También Stiefel P y cols. [139], encontraron
una frecuencia del genotipo €3/e4 y e4/ed del 24,4% en las gestantes con PE vy del

13,4% en el grupo control.
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V.5 Comparacion de los marcadores angiogénicos (sFlt-1 y PIGF) entre
embarazos Unicos y mualtiples en el primer y segundo trimestre de
gestacion

En primer lugar, se analizaron los datos del primer trimestre de gestacion y se
observaron diferencias significativas de ambos marcadores y el ratio sFlt-1/PIGF entre
embarazo Unico y multiple. Se observo que en el embarazo multiple los valores de los
marcadores angiogenicos son mayores respecto al otro grupo. En un estudio del 2012,
Sanchez Oy cols. [140], analizaron los marcadores angiogénicos en el primer trimestre
de gestacion en embarazos unicos (n=50) y mdltiples (n=61) y dentro de este grupo
diferenciaron si habia sido por FIV o no. Los embarazos multiples que incluyeron
fueron bicoriales y obtuvieron valores de sFlt-1 y PIGF mayores en embarazo multiple y
valores de sFlt-1 mayores en el grupo mdltiple mediante FIV respecto al multiple
mediante concepcién de forma natural. Estos resultados concuerdan con los nuestros
obtenidos en el primer trimestre de gestacion y en nuestro caso, el grupo de embarazo
multiple estuvo formado por un grupo monocorial y otro bicorial y no se encontraron

diferencias significativas para ningn marcador de los estudiados

En segundo lugar, se analizaron los datos del segundo trimestre de gestacion y se
observaron diferencias significativas para el sFlt-1 y el ratio sFlt-1/PIGF entre embarazo
unico y multiple y no encontramos diferencias cuando se comparé embarazo mdaltiple
bicorial y monocorial para ningn marcador de los estudiados en ninguno de los dos

trimestres de gestacion.

Boucoiran | y cols. [141], estudiaron el PIGF y el sFlt-1 como predictores de PE
en las 12-18 y 24-26 semanas de gestacion en embarazo Unico y multiple. Obtuvieron
una sensibilidad para el PIGF del 31% para el diagnostico de PE en embarazo Unico y
del 60% para embarazo multiple entre 12-18 semanas de gestacion. Los valores de PIGF
y sFIt-1 fueron mayores en ambas visitas en embarazo multiple respecto al Gnico. La
mayoria de los estudios publicados sobre marcadores angiogenicos incluyen dnicamente
gestantes con embarazos Unicos. Sin embargo, el embarazo mdltiple constituye un
factor de riesgo de PE y cada vez se estd incrementando su nimero debido al uso de
técnicas de reproduccion asistida, por lo que seria interesante que en los estudios se
incluyera gestantes con embarazo multiple, para asi poder establecer los valores de

referencia en esta poblacion.
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V.6 Aproximacion al establecimiento de un test de cribado para la PE

Hay diversos estudios publicados que investigan el desarrollo de un test de
cribado de PE en el primer trimestre de gestacion Entre ellos encontramos el de
Scazzocchio E y cols. [142], que propusieron la combinacion de PAPP-A, TA, estudio
Doppler y caracteristicas maternas y obtuvieron una sensibilidad 80,8% con una TFP
del 10% para la deteccion de PE precoz. El grupo de Nicolaides KH desarrollaron un
test de cribado del primer trimestre que incluia caracteristicas maternas, IP del estudio
Doppler, PAPP-A, PIGF y los datos de TA con el que se predecia el 96% de los casos
de PE precoz y el 54% de todas la PE con una TFP del 10% [105]. Otro estudio de
Nicolaides KH y cols. [99], determinaron los marcadores angiogénicos como
predictores de PE en el primer trimestre de gestacién e incluyeron gestantes con PE
precoz y tardia, hipertensién gestacional y un grupo control. Obtuvieron una
sensibilidad para la PE precoz de 88,5% Yy de 46,7% para la tardia con una TFP del 5%,
combinando el PIGF con otros marcadores, caracteristicas maternas y el IP del estudio
Doppler. Se obtuvo una sensibilidad mayor en caso de PE precoz respecto a la tardia.

En nuestro caso, debido al pequefio tamafio muestral, no hemos podido
diferenciar ambos grupos. A pesar de ello, con la combinacién elegida de marcadores
para predecir la PE, teniamos una sensibilidad (87,5%) similar a la de Nicolaides KH
con una TFP del 5,2%. A pesar del gran nimero de investigaciones que se estan
realizando para poder desarrollar un test de cribado de la PE, todavia no hay un
consenso entre que marcadores son los 6ptimos para su inclusion, esto es debido a la

gran cantidad de estudios contradictorios publicados.

En el caso de un futuro desarrollo de un test de cribado de PE, tendriamos que
tener en cuenta los resultados obtenidos del analisis de regresion lineal multiple de los
principales factores de riesgo, y la influencia que éstos ejercen sobre los marcadores
propuestos como posibles predictores de PE en la poblacion de riesgo. En el primer
trimestre de gestacion, se observé que la nuliparidad y el embarazo por FIV van a
influir en los valores de sFlt-1, el tabaco en el PIGF, la edad y el tabaco en el MoM

PAPP-A, y en el segundo trimestre de gestacion la edad influy6 en los valores de sFlt-1.

Los analisis futuros se deben centrar en la inclusion de un mayor ndmero de

gestantes para asi aumentar la potencia estadistica de los resultados y en el
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establecimiento de los valores de referencia de los marcadores que han resultado ser
utiles como predictores de PE para nuestra poblacion de estudio, permitiendo con ello el

calculo de los MoM para cada semana de gestacion.

V.7 Limitaciones del estudio

La principal limitacion de este estudio fue el pequefio tamafio muestral que pudo
ocasionar un sesgo en las observaciones Yy en la potencia estadistica. Sin embargo, esta
debilidad se ve superada por el hecho de que se incluyé una poblacion uniforme
seleccionada a través de los factores de riesgo descritos y se realizd un seguimiento
durante todo el embarazo, que permite obtener una vision a largo plazo antes de que se

produzca el desarrollo de la enfermedad.

En el presente estudio se ha empleado una metodologia apropiada con la que se
ha conseguido aportar importantes conclusiones a tener en cuenta para la puesta en
practica en un futuro, de un test de cribado precoz de la PE en gestantes con factores de
riesgo. Sin embargo, los resultados obtenidos deben valorarse por el momento con
precaucion hasta que puedan ser corroborados por nuevos estudios.

V.8 Conflicto de intereses

Este estudio estd financiado en parte por Roche Diagnostics y parte de las
gestantes incluidas pertenecen al estudio multicéntrico (formado por once hospitales
espafioles) que se esta realizando actualmente, cuyo titulo es: “Determinacion de la
tirosin-kinasa 1 soluble fms-like (sFlt-1) y del factor de crecimiento placentario (PIGF)
como posibles marcadores en la prediccion de preeclampsia precoz”. El investigador
principal del estudio es el Dr. Alfredo Perales (Servicio de Obstetricia y Ginecologia del
Hospital Universitario de la Fe de Valencia) y Dr. Francisco Alvarez (Laboratorio,
Hospital Central de Asturias) y los investigadores en el Hospital Universitario Virgen
de la Arrixaca de Murcia son: Dr. Juan Luis Delgado (Unidad de Medicina Fetal,
Servicio de Obstetricia y Ginecologia) y la Dra. M?® Desamparados Sarabia

(Laboratorio). Este trabajo no presenta conflicto de intereses.
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Conclusion 1

De los marcadores estudiados como posibles predictores de PE en gestantes con
factores de riesgo, han resultado de utilidad el PIGF y el ratio sFlt-1/PIGF en el primer

trimestre y la ECA en el segundo trimestre de gestacion.
Conclusion 2

La combinacion de marcadores mas eficiente para la prediccion de PE fue utilizando el
PIGF del primer trimestre de gestacion con un punto de corte <37,6 pg/ml, el indice de
resistencia >0,7 y la ECA >40,4 U/L del segundo trimestre de gestacion, en la poblacion
cribada con los factores de riesgo, pudiendo predecir el 87,5% de las gestantes que
desarrollarian PE con una TFP del 5,2%.

Conclusiéon 3

El estudio genético mostré6 una asociacién del genotipo de la Apo €3/e4 con el
desarrollo de PE pero no con el polimorfismo genético de la ECA D/D.

Conclusién 4

Se observaron diferencias significativas en los marcadores angiogénicos (sFlt-1 y PIGF)

entre embarazos Unicos y maltiples en el primer y segundo trimestre de gestacion.
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ANEXO |

Carta del Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario Virgen de la

Arrixaca aprobando el estudio.
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ANEXO 11

Modelo de consentimiento informado del estudio bioquimico de preeclampsia.

160

CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

Titulo del estudio: " Determinacién de la tirosin-kinasa 1 soluble fms-like (sFit-1) y del
factor de crecimiento placentario (PIGFf) como posibles marcadores en la prediccién de

preeclampsia precoz™

Yo, . , - (nombre y apellidos)
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del Investigador)

Comprendo que mi participacién es voluntaria

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera
2° Sin tener que dar explicaciones.,

3° Sin que eslo repercula en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad nara participar en el estudio.

Fecha.

Dia, mes y ano

Firma del Paricipante .
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ANEXO 111

Modelo de consentimiento informado del estudio genético de preeclampsia.

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO GENETICO

DECLARO:

Haber recibido completa informacién sobre los propdsitos del estudio titulado
“Determinacion de la Tirosin-Kinasa 1soluble FMS-LIKE (SFLT-1) y del factor
del crecimiento placentario (PLGF) como posibles marcadores para el diagndstico
precoz y prondstico de la preeclampsia” y he comprendido que:

Estoy de acuerdo de que se utilice mi ADN obtenido a partir de la muestra de sangre
que se extraera para este estudio genético, asi como su posterior almacenamiento con el
proposito de desarrollar nuevas investigaciones meédicas por parte de este equipo
investigador.

Doy mi permiso para que los datos de mi historia clinica sean utilizados por el equipo
investigador para cotejarlos con mi muestra de sangre, siempre y cuando el equipo
investigador del proyecto se comprometa a guardar confidencialidad acerca de la
informacion facilitada.

Asumo que es posible que de dicho estudio no se derive ninguin resultado concluyente
acerca de la predisposicion genética al desarrollo de preeclampsia.

Entiendo que el hecho de no encontrarse alteraciones en el gen/es estudiados NO

excluye que yo pueda desarrollar preeclampsia o pueda ser portador de una variacion
genética que predisponga a su desarrollo.
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