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1. INTRODUCCION

1.1 LAPLACENTA HUMANA

La placenta es un 6rgano muy especializado y esencial en
el embarazo de los mamiferos superiores. Tiene importantes y
complejas funciones, entre las que destaca el transporte e
intercambio de nutrientes, la funcibn endocrina y la

inmunolégica.

Para llevar a cabo todas estas funciones de manera eficaz
requiere un desarrollo gradual, tanto de la circulacion fetal como
de la materna, que sea capaz de satisfacer la demanda creciente
de nutrientes ocasionada por el crecimiento fetal y su

metabolismo.

1.1.1 DESARROLLO PLACENTARIO

En el desarrollo de la placenta podemos distinguir dos periodos

fundamentales (Morrish y cols., 1998):

A. Periodo prevelloso

Se extiende desde el noveno hasta el decimotercer dia del

embarazo.



Tras la fecundacion, la capa celular que limita el blastocisto,
llamada trofoectodermo, se diferencia en dos capas celulares:
una interna o citotrofoblasto y una externa o sincitiotrofoblasto.

El sincitiotrofoblasto es muy invasivo, penetra en el estroma
decidual uterino e invade el endometrio gracias a su actividad
proteolitica: se produce la implantacion del blastocisto en la

mucosa uterina.

Durante la misma se produce la perforacién de los capilares
y se forman lagunas sanguineas que se fusionan entre si y van
aumentando progresivamente de tamafio, creando un espacio

gque se convertira en la camara intervellosa.

B. Periodo velloso:

Se desarrolla entre el decimotercer dia y el vigesimoprimero.

Con la fusion de las lagunas sanguineas se forma el espacio

intervelloso, que se sitla entre columnas de sincitiotrofoblasto.

Las células procedentes del citotrofoblasto proliferan en el
espesor de las columnas de sincitiotrofoblasto, que se dirigen

desde la capa coriénica hasta la capa basal.

Posteriormente, en el eje de las columnas formadas,

prolifera tejido conjuntivo que procede del mesoblasto



extraembrionario y forma los capilares sanguineos. Estas son

las denominadas vellosidades primarias.

En la parte distal de las vellosidades primarias, proxima a la
decidua, sélo se encuentran células de citotrofoblasto. Estas se
adhieren a la decidua en la placa basal formando las columnas
de fijacién. La proliferacion lateral de estas células permite que
las columnas se unan para formar una capa continua alrededor

del huevo.

La division del sincitiotrofoblasto, origina una capa interna o
sincitiotrofoblasto definitivo, y otra capa externa que forma la

capa fibrinoide de Nitabuch.

Durante el primer trimestre existen un nimero pequefo de
vellosidades con diametros relativamente grandes que se
encuentran formadas  por epitelio, estroma y capilares

sanguineos.

A medida que avanza la gestacion, el nimero de las
vellosidades aumenta y su calibre disminuye; el citotrofoblasto

va desapareciendo.

Pasados los primeros 21 dias y hasta el 4° mes de
gestacion se forma el corion frondoso a partir de la proliferacion

de las vellosidades. Se produce la regresion del citotrofoblasto.



Los troncos vellositarios primarios, en las proximidades de
la capa coridnica, aumentan de grosor transformandose en

troncos de primer orden.

De estas, se forman ramas que constituyen las vellosidades
de segundo orden, de las que a su vez se forman las de tercer

orden.

Estas Ultimas, se dirigen hacia la capa basal a la que se
unen, formando las coronas de implantacién, para nuevamente
dirigirse hacia el espacio intervelloso en el que se ramifican y

se dividen.

Por lo tanto, cada cotiledén fetal queda constituido por un
tronco vellositario con sus ramificaciones, existiendo mas de 45

cotiledones fetales.

La placenta queda dividida en cotiledones por los tabiques
formados por la proliferacién de la decidua hacia los espacios
intervellosos, que no llegan a ponerse en contacto con la capa

coriénica.
Al finalizar el proceso, la placenta adquiere finalmente su forma

definitiva, manteniendo su estructura hasta el final del

embarazo, aunque aumenta de tamafio progresivamente.
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1.1.2 ANATOMIA PLACENTARIA

El sistema de comunicacidn materno fetal se establece, en la

especie humana, por  medio de la  placentacion

hemocorioendotelial, que consta de tres elementos béasicos:

-La sangre materna (hemo), que bafia de forma directa el
sincitiotrofoblasto -El corion o placenta, que es donde se
produce el intercambio

-La pared endotelial de los capilares fetales que atraviesan

el espacio intervelloso.

La placenta madura tiene una forma discoidal con un didmetro

maximo de 15 - 20 cm, un espesor de 1.5 a 2.5 cm y un peso

medio de 500 gramos, que se extiende sobre una cuarta parte de

la cavidad uterina (Cunningham y cols., 1996).

Distinguimos dos caras placentarias ( Fig.1):

Una materna, que se adhiere al Gtero y que esta
constituida, al final del embarazo, por un nimero variable
(10 - 38) de areas convexas un poco elevadas que se
denominan “cotiledones placentarios”. Estos estan
separados por septos o tabiques compuestos por tejido
fibroso con escasos vasos. La mayor parte de los vasos
estan confinados en las bases de los septos y no llegan
por lo general hasta la placa coridnica por lo que la

particion que producen es sélo parcial.

11



- Una cara fetal, orientada hacia la cavidad amniética y
tapizada por el amnios, una membrana lisa, delgada y
brillante, por debajo del cual tienen su recorrido los vasos

del cordén umbilical, el cual se inserta en dicha cara.

El nexo de unién entre el feto y la placenta es el cordon umbilical.

El corddén umbilical esta constituido por dos arterias y una vena
que poseen musculatura propia y que estan rodeados por un tejido
mesenguimatoso, que forma la gelatina de Wharton. Las arterias
umbilicales conducen la sangre fetal hasta la placenta, donde se
oxigena y se producen los intercambios de nutrientes. La sangre

oxigenada retorna al feto por la vena umbilical.

El cordbn se encuentra tapizado por amnios que, junto a la
gelatina de Wharton, protege los vasos umbilicales para favorecer

la circulacion sanguinea a través de los mismos.

Al final del embarazo su longitud media es de 50 cm y tiene un

diametro entre 1y 2,5 cm.

Asi, la placenta constituye un tejido de interfase y es la
principal via de comunicacién entre el feto y la madre. Por todo
ello, se considera al feto y a la placenta como integrantes de una
unidad funcional: la “unidad feto-placentaria”.

Fig.1 Anatomia placentaria. Corte transversal de la placenta.
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1.1.3 CIRCULACION PLACENTARIA

La placenta representa el punto donde se unen

intimamente el lecho capilar fetal y la sangre materna.

1.1.3.1 Circulacién materno-placentaria

A nivel materno, las arterias uterinas se dividen en las
arterias arciformes, y estas originan de forma secundaria las
arterias radiadas que atraviesan el miometrio antes de
transformarse en las arterias espirales a la altura del
endometrio. De las arterias basales que irrigan el endometrio

profundo también nacen arterias radiadas.

En la circulacion maternoplacentaria la sangre materna

atraviesa el miometrio por las arterias espirales
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uteroplacentarias, remodeladas por las células trofoblasticas, y

entra en la cadmara intervellosa.

Durante este trayecto bafia la superficie externa
microvellosa de las vellosidades coridnicas permitiendo el

intercambio materno fetal.

La sangre es impulsada hacia la placa coriénica por el pico
de presion arterial, va hacia el centro del cotiledén fetal, y se
dispersa desde el espacio intervelloso hacia la periferia del
cotileddn y hacia la superficie del corion. Desde ahi es drenada
por venas de los tabiques y base decidual hacia los plexos
venosos miometriales e ingresa en las venas uterinas desde
donde retorna a la circulacion materna sistémica ( Carbillon y
cols., 2001).

Mediante microscopio electrénico se ha confirmado la
arquitectura vascular placentaria ya descrita por Habashi y cols
(1983), revelando ademéas que la superficie de los vasos
corionicos esta cubierta por microvellosidades
correspondientes a la barrera en forma de cepillo que se

observa en las preparaciones histolégicas convencionales.
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1.1.3.2. La circulacion feto-placentaria

La circulacion fetal comporta tres vasos importantes: dos

arterias y una vena umbilicales.

En la circulacion fetoplacentaria las arterias umbilicales

llevan la sangre desoxigenada desde el feto hasta la placenta.

Al llegar a la lamina corionica las arterias se ramifican y la
perforan. Inmediatamente antes o después de entrar en la
placa coridnica, las dos arterias umbilicales se unen mediante
una anastomosis transversal que se conoce C€OmMo

“anastomosis de Hirtl”.

Tras perforar la placa coribnica, penetran en las
vellosidades de primer orden, de las que salen las ramas para
las vellosidades de segundo orden y, de estas, para las de

tercer orden.

La sangre con un contenido de oxigeno (O,)
significativamente alto, tras el intercambio con la sangre
materna, regresa de la placenta al feto a través de la vena

umbilical Unica.

La presion a nivel de las arterias umbilicales es superior al
de los capilares de las vellosidades, y en estos, a su vez, mas
alta que la de la vena umbilical, lo que asegura el sentido de la

sangre.
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En la union entre el corddén umbilical y la placenta, los
vasos umbilicales se ramifican repetidas veces por debajo del
amnios y de nuevo dentro de las vellosidades en division para

formar, por ultimo, redes capilares en las divisiones terminales.

Las ramas de los vasos umbilicales que recorren la
superficie fetal de la placenta o placa cori6nica se denominan

vasos placentarios o coridnicos.

Los vasos superficiales de la placenta constituyen
ramificaciones de los vasos umbilicales y tienen un curso muy
predecible en la superficie coribnica. En general, una rama
arterial estd acompafada por una rama venosa, y cada par

terminal de vasos irriga un cotiledon fetal.

El nimero de vasos perforantes terminales determina el
namero de cotiledones. Es importante que exista una relacién

1:1 entre la arteria y la vena del cotiledén.

Las arterias superficiales o coridnicas pueden reconocerse
porque siempre cruzan por enzima de las venas. Esta
disposicion resulta de gran utilidad para la identificacién de la
arteria y vena coriénicas siendo este criterio de mayor utilidad

para la identificacion que los criterios histoldgicos.
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Fig. 2 Circulacion placentaria

Vena umbilical Circulacion:fetal
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No hay anastomaosis entre los vasos superficiales, y por
este motivo nunca se desarrollan tales conexiones entre vasos
vellosos; cada distrito esta aislado de los otros. Existe una
disminuciéon del musculo liso de la pared de los vasos y un
aumento de su calibre conforme estas arterias penetran a

través de la placa basal.
La homeostasis fetal depende de una circulacion materno-

fetal eficiente que se lleva a cabo a través del fenémeno de la

placentacion.
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1.1.3.3. La placentacion

El fendbmeno de la placentacion humana se caracteriza por
un complejo proceso de interaccion entre los tejidos maternos y
fetales, donde se han visto implicadas gran cantidad de
proteinas.

El mecanismo que controla el proceso de invasién
trofoblastica no es del todo conocido, en parte por la dificultad

de obtener verdaderas biopsias placentarias.

Se produce por la infiltracion que el trofoblasto realiza sobre
estructuras maternas. El trofoblasto se comporta, aunque de
manera limitada, como un tumor invasivo. Esta invasion del
endometrio materno por las células del trofoblasto determina la
remodelacion de las arterias uterinas, que se caracterizan por
estar muy dilatadas y ser insensibles a los agentes

vasoconstrictores al final del primer trimestre.

Durante este proceso, ademas, las células del trofoblasto
sufren una transformacion profunda que les confiere un
fenotipo endotelial. Esta invasion es condicion indispensable
para el establecimiento de una circulacibn materno-fetal

adecuada. (Jaffe y cols., 2001).
En el mecanismo de regulacion de la invasion trofobléstica

se han visto implicadas enzimas proteoliticas inducidas y

reguladas por factores de crecimiento, factores de crecimiento

18



del endotelio vascular (VEGFs) y factores de crecimiento
placentario (PIGFs), agentes vasoactivos entre los que se
encuentran la endotelina, el 6xido nitrico (NO) y el mondxido de
carbono (CO), moléculas de adhesién celular,
metaloproteinasas y diversas citoquinas.

Recientemente se han visto implicadas las células Natural
Killer (NK) uterinas que podrian jugar un papel importante en el
correcto balance celular durante la invasion trofoblastica ( Lyall

y cols., 2005; Ferré y cols., 2001, Pijnenborg y cols., 2006).

La comprension de las caracteristicas de la placentacion en
sus etapas iniciales tiene gran importancia. Asi sabemos que en el
embarazo humano, el blastocisto se fija al epitelio endometrial en
al 5° - 6° dia; luego se implanta, para lo cual rompe el epitelio y se

incrusta en el estroma del endometrio.

Posteriormente, los citotrofoblastos invaden la decidua,
proliferan a partir del extremo de las vellosidades y forman
columnas de citotrofoblastos que se extienden lateralmente para
formar una cubierta trofoblastica que engloba al
blastocisto. Los citotrofoblastos endovasculares migran en sentido
ascendente por las arterias espirales uterinas, en dos oleadas.
Esta invasion trofoblastica se acompafia de una degeneracion del
epitelio vascular y de la pérdida de tejido musculoelastico, lo cual
convierte a la arteria en un tubo flacido, con los trofoblastos

perivasculares alojados en su pared.
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Como consecuencia de ello las arterias uterinas pueden
expandirse a medida que progresa el embarazo, lo cual permite
el enorme aumento del flujo sanguineo materno, necesario

para que continue el crecimiento de la placenta y el feto.

La invasion del segmento endometrial de las arterias
espirales ocurre hacia las 6 - 8 semanas, y es seguida por una
segunda oleada de trofoblastos que invaden el segmento
miometrial de dichas arterias hacia la 16 -20 semanas de
gestacioén. Esta invasion de la decidua materna y de las arterias
uterinas por parte del citotrofoblasto es esencial para el éxito

del embarazo (Espinosay cols., 2006).

La confirmacién de que las células que invaden las arterias
espirales uterinas tienen un origen trofoblastico surgié de los
trabajos de Kaufmann y Stark en 1971. Posteriormente Brosens
y cols., definieron la funcién del trofoblasto extravelloso en la
remodelacién de la vascularizacion uterina (Brosen y cols.,
2002).

Estos mismos autores establecieron que si se produce una
ausencia de transformacién o una transformacién incompleta
de las arterias espirales, se produce un desarrollo anémalo de
la placenta que reduce su perfusion e inicia una cascada de
dafio endotelial y liberacién de estimulos vasoconstrictores, con
consecuencias negativas para el desarrollo fetal vy
manifestacion clinica materna de hipertension, afectacion

hepatica y renal.
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Por lo que tanto la preeclampsia como los retrasos de
crecimiento intrauterino pueden ser producto de una

placentacion anémala ( Lyall y cols., 2005).

Un fallo mas completo de la placentacion puede intervenir
en ciertos casos de abortos espontaneos ( Ball y cols., 2006).

A la inversa, una invasién trofoblastica hiperactiva puede
hallarse implicada en implantaciones andémalas placentarias,
como la placenta acreta, que se acompafian de un mayor

riesgo de hemorragias maternas.

Dado que los fen6menos cruciales de la placentaciéon
parecen intervenir en la invasion de los tejidos maternos, se ha
dirigido la atencién investigadora hacia los mecanismos
mediante los cuales la decidua podria limitar o promover dicha

invasion.

1.1.4 FISIOLOGIA DE LA UNIDAD FETO-
PLACENTARIA

La placenta, para llevar a cabo sus funciones de manera
eficaz, necesita un desarrollo gradual tanto de la circulacion
materna como de la fetal que sea capaz de satisfacer la
demanda creciente de nutrientes ocasionada por el crecimiento

fetal y su metabolismo.
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La placenta no patologica tiene una gran reserva funcional
debido a la gran cantidad de flujo sanguineo que recibe y a la
extensa superficie disponible para el intercambio entre las

circulaciones materna y fetal.

El desarrollo normal del feto depende en gran medida del
mantenimiento de un flujo adecuado. Los aportes el feto de las
sustancias esenciales, incluyendo el O,, estdn mas limitados
por el aporte sanguineo que por la difusién y el transporte

placentario.

Se sabe que con las contracciones del miometrio se
producen reducciones temporales del flujo uterino que no
tienen repercusion en el feto. Sin embargo, si se producen
reducciones mas prolongadas y pronunciadas del aporte

sanguineo pueden producir hipoxia fetal y muerte intrauterina.

El gasto cardiaco fetal y la presion vascular a nivel de la
aorta son los mecanismos fundamentales que controlan el flujo
sanguineo a través de la circulacion fetal desde la placenta

sana.

Las arteriolas placentarias presentan una baja resistencia
vascular y los cambios en el flujo materno se compensan,
fundamentalmente, por las variaciones reflejas en la tension
arterial aortica fetal mas que por alteraciones en la resistencia

vascular placentaria.
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Se conoce relativamente poco acerca de la cuantia exacta
del flujo sanguineo que atraviesa la circulacion placentaria del
ser humano, fundamentalmente por los problemas éticos que
conlleva su estudio. No obstante, no existe ninguna duda de
que el flujo es considerable en la gestacion a término; Castle y
Mackenzie lo han establecido en 500 ml / min.

La proporcién del gasto cardiaco materno que va a perfundir
el Utero y la camara intervellosa aumenta de forma progresiva a
lo largo de la gestacion y puede alcanzar, al final del embarazo,

el 20-25% de dicho gasto cardiaco materno.

En la parte fetal el flujo es muy alto (entre el 30 y el 50% del
gasto cardiaco), la resistencia vascular es baja y la presion

arterial media es de cerca de 30 mmHg.

La tension arterial materna uterina hace que la sangre pase
a través de unas 80 a 100 arterias espirales en forma pulsétil a
los senos placentarios, donde la presion arterial cae a valores
cercanos a los 10-15 mmHg antes de drenar a la circulacion

venosa.

El factor determinante del flujo sanguineo en la circulacion
materna y en los vasos placentarios, es la presion arterial
materna debido a que las arterias uterinas espirales tienen una
resistencia reducida durante la gestacion, con lo que se
comportan como vasos conductores pasivos. Como ya se ha

mencionado, estos vasos carecen de regulacion local vy
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nerviosa del tono como consecuencia de la destruccién del

musculo liso y tejido elastico por las células del trofoblasto.

La existencia de una tension arterial materna dentro de los
limites de la normalidad se produce fundamentalmente por la
disminucion de la resistencia periférica que ocurre durante la
gestaciébn. Si ésta no se produjera, otros cambios
cardiovasculares como la expansion del volimen plasmatico y
los incrementos del gasto cardiaco y actividad del sistema
renina angiotensina aldosterona incrementarian la tensién

arterial materna (Boura y cols., 1994).

Durante la gestacion, de manera fisiolégica, los vasos
maternos se dilatan y disminuyen su sensibilidad a los efectos
vasoconstrictores de la angiotensina Il y de los estimulos
simpaticos, efecto en el que parecen implicados el aumento de
los niveles de estrégenos y el aumento de la produccién de
autacoides vasodilatadores como la prostaglandina 2 (PGI2) y
el NO.

En resumen, el flujo sanguineo inadecuado a la placenta se
asocia con un crecimiento intrauterino retardado (CIR) fetal. El
aumento normal de este flujo se consigue gracias a una
combinacién de caracteristicas anatoémicas de la placenta y
también de cambios en los sistemas cardiovasculares materno

y fetal.
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Es necesario resaltar el hecho de que el control del tono
vasomotor en la circulacion feto-placentaria no depende de
estimulos nerviosos, ya que la placenta carece de inervacion
autbnoma. Por lo tanto, la resistencia vascular debe ser
fundamentalmente controlada por factores humorales vy

mecanismos autocrinos y paracrinos.

Han sido detectadas diversas sustancias en la circulacion
placentaria que pueden afectar al tono vascular feto-
placentario de forma directa o indirecta entre las que
encontramos: noradrenalina y adrenalina, histamina,
acetilcolina, bradiquinina, serotonina, PGI2 y tromboxano 2,
leucotrienos, angiotensina Il y endotelina. La placenta humana
es capaz de actuar sobre muchas de estas sustancias y

modificar su acitividad.

1.1.5 FUNCIONES DE LA PLACENTA

Tradicionalmente se describen cuatro funciones basicas

placentarias:
1. Funcién de barrera y de intercambio materno-fetal.

En la funcion de barrera placentaria no sélo se contempla
la separacion de las sangres materna y fetal, sino también la

regulacion de la transferencia de sustancias a través de la

misma, permitiendo el paso de unas e impidiendo el paso de
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otras. Los componentes celulares de la barrera placentaria, por

tanto, se implican en el transporte de las sustancias.

Una de las funciones principales de la placenta es la de
transferir O, y una gran variedad de principios nutritivos desde
la madre al feto y, al contrario, transportar dioxido de carbono
(CO,) y otros productos del metabolismo desde el feto a la

madre.

Los intercambios placentarios se rigen por factores fisicos
como la superficie de la membrana de intercambio (que se
valora en 11-13 m? a término), el grosor de la membran (2-5
um), el volumen circulatorio materno en la camara intervellosa
(se calcula en 500-600 ml/min al final del embarazo), la presién
hidrostética en la camara intervellosa (30-50 mmHg), la presion
existente en los capilares fetales (30-35 mmHg) y las
diferencias entre las presiones osmoticas materna y fetal (mas
elevada en el lado materno). Cualquier variacion de alguno de
estos factores modificara el grado de los intercambios

maternofetales.
La placenta presenta diversos tipos de transporte:
a. Difusion pasiva o simple: se trata de una permeabilidad
libre, en ambos sentidos, que obedece a la ley de Fick.

Esta difusién se produce para el agua y la mayoria de los

electrolitos (sodio, potasio, cloro, yodo, hierro....)
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b. Difusién facilitada: es un transporte pasivo facilitado por un
transportador. Es saturable, especifico y se realiza segun
un gradiente electroquimico, que no consume energia. Se

produce para la glucosa y los lactatos.

c. Transporte activo: la transferencia se realiza
contracorriente por lo que requiere gasto energético y
transportadores. Es saturable, mas o menos especifico y
se altera cuando el suministro de energia es deficiente.
Siguen este mecanismo los aminodcidos, el cobre, tiamina,
piridoxina, vitamina B12, vitamina C, vitamina A (previa
transformacion a caroteno) riboflavina y vitaminas D, E y K

en escasa cantidad.

d. Pinocitosis para los anticuerpos Inmunoglobulina G, los

fosfolipidos y las lipoproteinas.

e. Paso a través de soluciones de continuidad de la
membrana placentaria. Se produce generalmente en
determinadas situaciones patolégicas como la placenta

previa o el desprendimiento placentario.

2. Funcion respiratoria
En cuanto a los gases, la placenta se constituye en el

primer pulmén fetal, aunque su capacidad es menor que la de

este 6rgano. El indice de difusion de gases por unidad de peso
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placentario es aproximadamente del 20% respecto la del

pulmon.

Una diferencia evidente es que el intercambio gaseoso en
la placenta se produce entre dos fases liquidas: sangre
materna de la cadmara hemética y sangre de los capilares

vellositarios.

La sangre que penetra en el espacio intervelloso tiene una
presion de O, superior a la que existe en la sangre de los
capilares vellositarios, por lo que se establece un gradiente de
presion parcial de O,. A medida que el O, disuelto en el plasma
pasa desde el lado materno hacia el fetal, la hemoglobina (Hb)
va liberando dicho gas para mantener esa diferencia de
presion. En consecuencia, tanto el O, como el CO, atraviesa la
barrera placentaria por un mecanismo de difusion simple. La
sangre materna transfiere O, a la sangre de los capilares
vellositarios, al tiempo que el feto le traspasa CO, y otros
metabolitos que originan un descenso transitorio de pH en la

sangre del lecho materno.

La captacion de O, en la sangre fetal es mayor que la de la

sangre materna debido a que posee las siguientes caracteristicas:

- La concentraciéon de Hb en los eritrocitos fetales es superior a

la de los maternos.
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- La Hb fetal tiene mayor capacidad para captar O,, por lo que
la curva de disociacion del O, esta desviada hacia la izquierda
respecto a la de la sangre materna.

- La sangre materna transfiere O, a la sangre fetal, al
mismo tiempo que el feto elimina CO, hacia la madre. Esto
ocasiona una disminucion transitoria de pH en la sangre
materna que produce una liberacién del O, materno para captar
el CO, procedente del feto, y asi poder mantener elevada la
pO, en el lado materno. Por tanto, es el paso de CO, desde el
lado fetal al materno lo que favorece la transferencia de O, al
feto (Efecto Borh).

En el lado fetal, en cambio, hay una elevacién transitoria del
pH y un desplazamiento de la curva de disociaciéon de O, hacia
la izquierda ( al contrario que en el lado materno, que se
desplaza hacia la derecha), lo que determina la velocidad de
paso de O, desde la madre al feto. Esto se denomina “doble

efecto Borh”, caracteristico de la placenta.

- El poder de difusion del CO, es 20 veces superior al del O, y
se transfiere a través de la placenta en forma de gas. La captacion
de O, por parte de la Hb fetal lleva consigo la liberacién simultanea
de CO, (Efecto Haldane).
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3. Funcién endocrina:

La placenta sintetiza una elevada cantidad de moléculas de las
cuales ya en la década de los 80 se conocian un gran ndmero
(Osathanohoh y cols., 1984).

-Hormonas:

Gonadotrofina coriénica humana, lactégeno placentario
humano,coriotropina coriénica humana, R- endorfina, tirotrofina
coribnica humana, hormona foliculo- estimulante coridnica
humana, hormona uterotrépica placentaria humana, esteroides,

principalmente estriol, aunque también estradiol y estrona.

-Factores de liberacion y factor de crecimiento nervioso:

De la hormona luteinizante coridnica humana, de tirotrofina

coriénica humana 'y de crecimiento nervioso humano.

-Enzimas: cistoaminopeptidasa u oxitocinasa, diaminooxidasa

y fosfatasa alcalina termoestable.

- Miscelanea: somatostatina y proteina plasmatica asociada al

embarazo.
El desarrollo de nuevas técnicas ha permitido en estos

dltimos afios un mejor aislamiento de sustancias que se

asocian a la vasculogénesis y angiogénesis placentaria asi
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como a la actividad contractil de los vasos placentarios entre
los que encontramos los factores de crecimiento del endotelio
vascular y placentario que explicaremos mas ampliamente en

el siguiente punto.

1.2 VASCULOGENESIS Y ANGIOGENESIS PLACENTARIA

1.2.1 INTRODUCCION

La angiogénesis es uno de los procesos biol6gicos mas
importantes ya que es necesaria para la funcién fisiol6gica de
muchos érganos, tanto en situaciones normales como

patoldgicas.

En algunas enfermedades, como la isquemia, este proceso
puede utilizarse para restaurar la funcion de los Organos
afectos, mientras que en procesos cancerigenos donde existe
una angiogénesis incrementada de forma aberrante, esta
puede ser terapéuticamente bloqueada para prevenir o frenar

la progresion de la enfermedad.

La angiogénesis fisiolégica juega un papel importante en
una gran variedad de procesos como son la curacién de las
fracturas de hueso, la formacion del cuerpo Iuteo, el
crecimiento endometrial, la implantacion del embrion y en la
placentacion. Por otra parte la angiogénesis patolégica esti

implicada en el crecimiento metastéatico de los tumores y otros
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enfermedades como la artritis reumatoide, retinopatias,

inflamaciones crénicas y psoriasis (Folkman y cols., 1992).

Definimos la angiogénesis terapéutica, como el uso de
agentes biol6gicos o material bioactivo para estimular el
crecimiento de los nuevos vasos, la cual es utilizada en
procesos isquémicos cardiacos, en la enfermedad
cerebrovascular o en las fracturas de hueso (Hockel y
cols.,1993; Thompson y cols., 2000).

Por otra parte, cualquier mecanismo o sustancia capaz de
inhibir el proceso de angiogénesis podria ser de gran utilidad

para el tratamiento de las neoplasias.

En el embarazo, para el desarrollo de feto y placenta, se
requiere la formaciébn de vasos sanguineos y es en este
momento cuando los procesos angiogénicos adquieren una

importancia capital.

El nacimiento de un recién nacido (RN) a término sano
depende fundamentalmente de un desarrollo placentario
normal, que permita un aporte de O, y nutrientes adecuado

desde la madre al feto.
Cualquier alteracion en el desarrollo y funcién placentaria y

en el aporte vascular uterino es responsable de una gran

variedad de complicaciones obstétricas que abarcan desde un
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aborto temprano y muerte fetal en el segundo trimestre de
gestacion hasta una preeclampsia y CIR.

La investigacion sobre el perfil de transcripcion implicado en
la angiogénesis placentaria en el transcurso de gestaciones
normales y anormales ha proporcionado una vision mas amplia
sobre los factores reguladores implicados en el desarrollo de
los vasos sanguineos placentarios, desarrollo y diferenciacion
del arbol velloso placentario y crecimiento fetal (Padavala y
cols., 2006).

Un embrién implantado requiere un aporte sanguineo para
su crecimiento, esto quiere decir que es necesario la formacion
de vasos sanguineos entre el ovum y la decidua que tendran
como funcién principal el aporte de O, y nutrientes al feto y la

eliminacion de los productos de degradacién del mismo.

La vascularizacibn de las vellosidades placentarias
comienza alrededor del dia 21 tras la concepcién, mediante la
formacion de vasos sanguineos que tiene lugar mediante dos
procesos diferentes, mediados ambos, por factores paracrinos

de crecimiento (Folkman y Klagsbrun, 1987)
A. VASCULOGENESIS:
Es el proceso durante el cual se lleva a cabo la formacién

de nuevos vasos sanguineos gracias a la diferenciacion de las

células endoteliales progenitoras (angioblastos).

33



Tiene lugar, fundamentalmente, durante el primer trimestre
de desarrollo fetal y consiste en tres pasos importantes
(Flamme y cols., 1997):

a. Induccion de los hemangioblastos y angioblastos (a
través de factores de crecimiento de los fibroblastos)

b. Formacion de los vasos primordiales (principalmente
mediante factores de crecimiento vascular endotelial y sus
receptores)

c. Transicién de vasculogénesis a angiogénesis

Durante estos primeros estadios se ha visto que el Factor
de Crecimiento del endotelio vascular (VEGF) se expresa
fuertemente en las células vellositarias del citotrofoblasto vy
posteriormente en las células de Hofbauer (macréfagos),
mientras que sus receptores VEGFR-1 y VEGFR-2 se
encuentran en las células precursoras de la vasculogénesis y

angiogénesis.
B. ANGIOGENESIS:

Este segundo proceso consiste en el desarrollo de vasos
nuevos a partir de otros ya preexistentes. Se han descrito dos

entidades diferentes durante el proceso de angiogénesis
(Folkman y cols., 1992):
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- Angiogénesis ramificada: los vasos sanguineos crecen en
namero.
- Angiogénesis no ramificada: los vasos sanguineos crecen

en tamano.

Como ha sido comentado anteriormente, sabemos que la
vascularizacion placentaria va aumentando desde el inicio
hasta el final de la gestacibn tanto en ndmero como en
densidad. Estos cambios van acompafiados de un incremento
exponencial en el flujo sanguineo tanto en la arteria umbilical
como en la arteria uterina y por el aumento de la expresion
placentaria de factores angiogénicos, como el VEGF, el PIGF

y Sus receptores.

El desarrollo de nuevas técnicas ha permitido en estos
altimos afios un mejor aislamiento de sustancias implicadas en
los procesos de vasculogénesis y angiogénesis placentaria,
tanto estimuladoras como inhibidoras, entre las cuales debe
existir un buen equilibrio para el correcto desarrollo de estos

procesos.

En general, el proceso de angiogénesis se inicia por
factores de crecimiento tales como el VEGF, el PIGF y el
Factor basico de Crecimiento Fibroblastico (bFGF) (Folkman y
cols., 1987).

Estos factores de crecimiento tienen como funciones:

aumentar la permeabilidad de los vasos y estimular la
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degradacion proteolitica de la matriz extracelular (lamina basal
y reticular) mediante protesasas especificas (colagenasas y
activadores del plasmindgeno), causando la proliferacion de las
células endoteliales.

El proceso se completa por la migracion quimiotactica de
las células endoteliales, la invasion de la matriz extracelular,
formacion de la luz del vaso, y maduracion funcional del
endotelio (reclutamiento de pericitos y células del musculo liso)

(Reynolds y cols., 1992; Risau y cols., 1997).

El proceso angiogénico de proliferacion y migracién de las
células endoteliales es facilitado por las células de adhesion
molecular, concretamente la alfa V integrinas, vitronectina y
fibrindgeno. Todos ellos median la adherencia y ramificacion en
la matriz, asegurando de ese modo la supervivencia de la

célula.

In Vitro, el bloqueo de estas integrinas mediante
antagonistas de alta afinidad, producen una inhibicién efectiva
de la neovascularizacién (Brooks y cols., 1994; Hammes y
cols., 1996).

1.2.2 FACTORES REGULADORES DE LA ANGIOGENESIS

La presencia y acciébn de estos factores angiogénicos

juegan un papel crucial en el inicio y regulacion del proceso de
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angiogénesis; asi, cualquier disbalance en su expresion

conduce a una situacion patoldgica.

Entre los factores reguladores de la angiogénesis
encontramos gran cantidad de sustancias: citoquinas,
hormonas y factores de crecimiento, componentes de la matriz
extracelular (laminina, fibronectina) y sus receptores (integrinas
alfa V), metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y sus
inhibidores titulares (TIMPs) asi como sus reguladores, otras
proteasas (urokinasas, activador del plasminégeno), fibrina,

células inflamatorias y pericitos.

Ademds, existen unos factores muy importantes

estimuladores de la angiogénesis entre los que destacan:

- Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)
- Factor de Crecimiento Placentario (PIGF)

- Factor basico de Crecimiento Trofoblastico ( b-FGF)
- Angiopoyetina 1y 2 (Angly 2)

A. Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)
La familia VEGF esta formada por 5 componentes: el

VEGF A, VEGF B, VEGF C, VEGF D y el PIGF (Klagsbrung y
cols., 1996; Ferrara y cols., 2000).
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El VEGF es una glicoproteina dimérica de 34 a 45 Kdal. Es
una citoquina multifuncional aislada a partir de las proteinas
secretadas en las pequefias venas hiperpermeables a
macromoléculas que rodean los tumores (Senger y cols.,
1983).

Una revision realizada de estudios, tanto in vivo como in
vitro, apunta que el VEGF actia como regulador de la
angiogénesis tanto en procesos fisiolégicos como en
patoldgicos. Esta implicado en el inicio y mantenimiento de la
angiogénesis durante el desarrollo embrionario (Millauer y cols.,
1993), en los tejidos adultos que precisan angiogénesis ciclica
como el endometrio (Charnock-Jones y cols., 1993; Torry y
cols., 1996) y en el cuerpo lateo en formacidon en mujeres en

edad reproductiva (Ravindranath y cols., 1992).

Este factor de crecimiento estd implicado en procesos
patolégicos que cursan con angiogénesis como el desarrollo de

la vascularizacion de tumores (Kim vy cols., 1993).

El VEGF es el principal regulador de la angiogénesis

durante el crecimiento placentario y embriogénesis.

Algunos estudios encuentran que el VEGF y sus
receptores, estdn asociados con la angiogénesis que se
produce durante el desarrollo de los ventriculos cerebrales, de
los glomérulos renales y en los tejidos placentarios al final del

embarazo en ratones (Breier y cols., 1997; Dumont y cols.,
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1995). Otros estudios han visto que embriones de ratones
carentes del gen del VEGF mueren intradtero por un mal
desarrollo cardiovascular ( Carmeliet y cols., 1996).

En modelos in vivo ejerce una fuerte respuesta angiogénica
(Folkman y cols., 1987) y es un potente mediador para la
permeabilidad capilar por lo que también se conoce como

factor de permeabilidad vascular (VPF) (Senger y cols., 1983).

El transcrito primario del gen VEGF humano deriva de un

Gnico gen que contiene 8 exones separados por otros tantos
intrones (Tischer y cols., 1991).
El “corte” alternativo de los exones 6 y 7 del transcrito primario
por una zona comun, da lugar a 6 isoformas diferentes que
contienen 121, 145, 165, 183, 189 y 206 aminoacidos (Tischer
y cols., 1991; Houck vy cols., 1991).

La forma activa del VEGF es un homodimero y las
diferentes isoformas aparentemente presentan la misma
actividad biologica a la hora de inducir proliferacion celular
(Houck y cols., 1991).

El VEGF;;; y el VEGFs son los mas ampliamente
expresados y son los principales reguladores en la proliferacion
y migracién de las células endoteliales, al igual que de la

permeabilidad vascular.
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La isoforma de 121 aminoéacidos es mas soluble, no se une
a la heparina y es secretada de forma libre de las células
productores. Mientras que las méas grandes tienen, debido a los
dominios presentes en los exones 6 y 7, una gran afinidad por
los proteoglicanos de la superficie celular.

Por esta razon se ha sugerido que las isoformas mas cortas
serian las encargadas de desplazarse hacia los focos de lesion
tisular, donde es necesaria la neoformacién de vasos para la

reparacion del tejido.

En la mayoria de las situaciones, la isoforma 165 aminoacidos
es la mas abundante (Soker y cols., 1996; Soker y cols., 1997,
Ferrara y cols., 1997), siendo también mas potente a la hora de
estimular la proliferacion de las células endoteliales que el
VEGF 2.

Se sabe que el VEGF-A es un potente factor mitégeno y de
supervivencia para las células endoteliales. Es, por tanto,
responsable del inicio tanto del proceso de vasculogénesis
como del de angiogénesis. Actia de forma paracrina
induciendo la proliferacion, migracion y crecimiento de las
células endoteliales para la formaciébn de estructuras

vasculares tubulares.

Durante la gestacion el VEGF es fundamental para el

correcto desarrollo de feto y placenta.
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La expresion del VEGF estd regulada por diferentes
factores: hipoxia, NO, citoquinas y regulacion hormonal. El
aporte reducido de O, en los tejidos supone un estimulo para
la liberacion de los factores angiogénicos como el VEGF y éste
se correlaciona con el estimulo de la angiogénesis in vivo
(Shweiki y cols., 1992).

Algunas citoquinas o factores de crecimiento como el
Transforming Growth Factor (TGF) (Frank y cols., 1995),
Interleuquina-1 (IL-1) (Li y cols., 1995), Interleuquina-6 (IL-6)
(Coheny cals., 1996), PGIE2 ( Ben-Av y cols., 1995) inducen el

aumento del VEGF en diferentes lineas celulares.

Por otro lado, el NO participa en la respuesta neovascular y
muchos mecanismos celulares relacionados y necesarios para
la angiogénesis. El NO puede ser desencadenado por agentes
vasoactivos mediante mecanismos autocrinos y paracrinos

(Davies y cols., 1995).

Como se ha mencionado anteriormente, el VEGF es el
factor angiogénico por excelencia y éste incrementa el NO de
manera dosis - tiempo dependiente en el endotelio vascular. Un
hecho claro de que el NO podria ser un mediador del VEGF, es
que los inhibidores de la NO sintetasa bloquean el efecto del
VEGF en los capilares (Morbidelli y cols., 1996; Whelan
Vlahos y cols., 2000).
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Se ha visto que el VEGF seria un estimulo para la
liberacion de NO, lo que mediaria la vasodilatacion VEGF
inducida (Grover y cols.,2002; Itho y cols., 2002) ya que la
adicion de L-Nitro Arginina metil ester (L-NAME), inhibidor de la
NO sintetasa, reduce la relajacion vascular uterina promovida
por VEGF en ratas con baja ingesta proteica (Itho y cols., 2002)

e inhibe la vasodilatacién pulmonar fetal (Grover y cols., 2002).

B. Factor de Crecimiento Placentario (PIGF)

El PIGF es un miembro de la familia de los factores de
crecimiento endotelial y comparte alrededor de un 50% de

homologia estructural con el VEGF.

Su sintesis se localiza tanto en el trofoblasto velloso como
en el extravelloso (Shore y cols., 1997). Los niveles de RNAmM y
su proteina a nivel placentario aumentan durante toda la
gestaciéon siendo sus niveles superiores al final de la misma

(Kaufmann y cols., 2004).

Al contrario que el VEGF cuya expresion aumenta con la
hipoxia, la expresion del PIGF aumenta con la presencia de O,
(Ahmed y cols., 2000) y Gnicamente se une al receptor VEGFR-

1, responsable de la formacién de tubos vasculares.
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El predominio del VEGF con respecto al PIGF durante el

primer trimestre, se alterna llegado el tercer trimestre donde los
niveles de PIGF son superiores.
El cambio gradual en los niveles de ambos factores de
crecimiento podria explicar el cambio en el tipo de proceso
angiogénico (ramificado - no ramificado) (Koufmann y cols.,
2004).

C. Factor de Crecimiento Fibroblastico (b-FGF)

Los factores de crecimiento fibroblastico representan una
familia de factores de crecimiento compuesta por al menos 18

miembros diferentes.

Los dos factores mas importante son el FGF-1 (acido FCF)
y el FGF-2 (basico FGF), que presentan un homologia

estructural superior al 50%.

Ambos tienen como funcién principal estimular la
proliferacién, modular la funcién de las células endoteliales e
inhibir la apoptosis (muerte celular programada) y la quimiotaxis
y ejercen sus funciones mediante la union a sus receptores de
membrana tirosin- kinasa existiendo receptores de alta y baja
afinidad por el FGF. Los de alta afinidad estan representados
por los receptores FGF 1-4, son receptores tirosin-kinasa vy
responsables de realizar las funciones sefialadas. Si embargo,

los de baja afinidad, estan involucrados en el secuestro y
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estabilizacion de los ligandos, y muchos de ellos son
proteoglicanos heparan sulfatos (HSPG).

El FGF-2 es un potente mitbgeno expresado durante el
proceso de embriogénesis y en los tejidos fetales (Arany y
cols., 1998).

D. Angiopoyetinas 1y 2 (Angly 2)

Las angiopoyetinas (Ang-1 y Ang-2) estan implicadas en la
formacion vascular durante la vasculogénesis (Kingdom y cols.,
2000).

La Ang-1 se expresa tanto en el cito como en el
sinciotrofoblasto, mientras que la Ang-2 y su receptor Tie-2 se
expresan predominantemente en el citotrofoblasto (Dunk y
cols., 2000).

Tanto la Ang-1 como la Ang-2 ejercen sus funciones
mediante la union al receptor Tie-2, induciendo su fosforilacion
durante el desarrollo embrionario. El receptor Tie-1 no tiene un

ligando conocido.

Las angiopoyetinas tienen como funcién principal estabilizar
y remodelar el plexo capilar primario, para la supervivencia de
las células endoteliales (Sato y cols., 1995; Suri y cols., 1998;

Hayes y cols., 1999).
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La Ang-1 juega una papel crucial en la maduraciéon y
estabilizacién de los vasos sanguineos y en la supervivencia de
las células endoteliales. Posee un débil efecto mitogénico de
las células endoteliales encargdndose fundamentalmente de la
maduracion endotelial y de la estabilizacion vascular alrededor
de los tejidos.

La Ang 2, antagonista natural de la Ang-1 en las células
endoteliales, actia de forma complementaria al VEGF,
bloqueando dicha estabilizacion y maduracién vascular,
permitiendo que dichos vasos permanezcan es un estado de
mayor plasticidad para hacer frente a la sefial del VEGF-A para

seguir creciendo (Demir y cols., 2006).

D. Factores inhibidores de la angiogénesis

Los dos inhibidores méas potentes de la angiogénesis son la

angiostatina y la trombospondina (TPS).

La angiostatina es un fragmento proteolitico del
plasmindgeno, el cual tiene accién fuertemente antiproliferativa
en las células endoteliales y también inhibe el crecimiento de
tumores primarios en los ratones (Jung y cols., 2003; O'Reilly y
cols., 1994).

La TSP, se libera a partir de trombina de las células de las

plaquetas activadas y es producida por muchas células

incluyendo las células endoteliales, del mdusculo liso,
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macroéfagos, neutréfilos y fibroblastos. La TSP soluble, tiene
accion antiproliferativa de las células endoteliales, modula la
adhesion  de las células endoteliales y tiene  efecto
antiquimiotactico, mientras que la TPS unida puede actuar
como promotor angiogénico (Di Petro y cols., 1993).

1.2.3 SISTEMA VEGF

El sistema VEGF, incluye el VEGF a nivel de RNAm,
proteina y circulante asi como sus ligandos y receptores. Este
sistema, como ya hemos comentado anteriormente, juega un
papel importante en el proceso de angiogénesis (Veikkola y
cols.,1999).

Las acciones de aumento de permeabilidad promovidas por
el VEGF sobre las células endoteliales son directas (Hippenstiel
y cols., 1998) y vienen reguladas por la presencia de dos
receptores especificos expresados fundamentalmente en el
endotelio vascular (Shibuya y cols., 2001).

Dichos receptores son:

a. El receptor de VEGF n°1 (VEGFR1), también
llamado Flt-1. Posee una forma soluble que se detecta en

suero durante el embarazo denominado sVEGFR1 o sFlt-1
b. El receptor n°2 (VEGFR2), también llamado Flk-1 o

KDR ( siendo el KDR en nombre que recibe el receptor en

humanos y Flk-1 el nombre que recibe en roedores)
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c. VEGFR3 (Flt-4), Neuropilina 1 (NP-1) vy
Neuroepitelina 2 (NP-2).

Figura 3. Sistema VEGF
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La expresion del VEGFRL1 es especialmente preponderante
en el endotelio arterial (Peters y cols., 1993) mientras que el
VEGFR2 estd aumentado en densidad en capilares, venas y

venulas (Millauer y cols., 1993).

El VEGFR1, que tiene mayor afinidad por el VEGF que
VEGFR2, desempefia principalmente  funciones de
morfogénesis y estructuracion de las células endoteliales (Fong

y cols., 1995), mientras que el VEGFR2 esta implicado
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principalmente en la mitogénesis (Shalaby y cols., 1995; Gille y
cols., 2001), y tiene una actividad antiapoptética.

En el endotelio vascular el sFlt-1 actia como inhibidor de
las acciones del VEGF, secuestrando el ligando (Ferrara y
cols., 1997).

El VEGFR-2 es el mayor transductor del VEGF en las
células endoteliales y media la proliferacién celular, la
migraciéon y la permeabilidad endotelial, mientras que el
VEGFR-1 es tipicamente considerado momo el mediador de la

migracién celular (Neufeld y cols., 1999).

La disrupcién de ambos receptores resulta en la formacion
y desarrollo vascular, que conlleva a una alteracién en la

funcién de los vasos sanguineos.

La NP-1 y 2 han sido recientemente identificados en las
células endoteliales y son capaces de unirse al VEGF¢5 pero
no al VEGF,; (Soker y cols., 1996; Gluzman-Poltorak vy cols.,
2000).

A diferencia del VEGFR1 y 2, el NP-1 y 2 no poseen un
dominio tirosin-kinasa por lo que no son capaces, por ellos
mismos, de inducir respuestas celulares, sin embrago se ha
visto que desempefian un papel importante en el proceso de
angiogénesis. La disrupcion del gen NP-1 resulta letal para el

embrion debido a un fallo en el desarrollo cardiovascular, de la
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misma manera que lo produce su sobreexpresion (Kitsukawa y
cols., 1997).

1.2.4 SISTEMA VEGF E HIPOXIA FETAL

La hipoxia fetal aguda o crénica, es un factor de riesgo que

se asocia a la mortalidad y morbilidad perinatal.

Para evitar la agresién de la hipoxia, el feto recurre a tres

mecanismo de defensa fundamentalmente:

-Redistribucion de la masa circulante a favor de los 6rganos
vitales (cerebro, corazén y suprarrenales)
-Disminucién del consumo de O,

-Glucolisis anaerobia

Estas situaciones las podemos objetivar con el estudio
Doppler en vasos umbilicales y cerebral media, y con la toma
del Equilibrio Acido-Base (EAB) de sangre de cordén al

nacimiento.
Estudios recientes en animales y humanos, sefialan que la

hipoxia es un potente inductor de la expresion, sintesis y
secrecion del VEGF (Ahmed y cols., 2000).
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Conocemos dos patologias en gestaciones humanas,
preeclampsia y CIR, que constituyen modelos de hipoxia
debidos a insuficiencia placentaria.

En ambas situaciones, parece existir una alteracion de la
invasion trofoblastica de las arterias espirales (Meekins y cols.,
1994; Kadyrov y cols., 2006). También se ha visto que este
fendmeno ocurre en gestaciones gemelares que presentan

discrepancia ponderal entre los fetos (Matijevic y cols., 2002).

Se han realizado mudltiples estudios que asocian dichas
patologia con el sistema VEGF. En humanos y en situaciones
gque condicionan hipoxia, no existe unanimidad en cuanto a los

resultados.

Asi pues, para algunos autores en la preeclampsia el VEGF
se encuentra aumentado respecto a gestaciones normales
(Helske y cols., 2001; Bosio y cols., 2001; Simmons y coals.,
2000), sin embargo alguno lo encuentra disminuido (Zhou y
cols., 2002).

En casos afectos de CIR, se observan mayores
discrepancias, asi estd aumentado (Helske y cols., 2001), no
cambia (Lash y cols., 2001) o esta disminuido (Regnault y
cols., 2002).
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1.3. OXIGENACON FETAL

1.3.1 INTRODUCCION

El proceso de oxigenacion se define como el transporte de
O, molecular procedente del aire a los tejidos del organismo.

En el feto, primero el O, tiene que pasar a la placenta,
posteriormente se une de forma reversible a la hemoglobina
fetal para posteriormente ser utilizada para el crecimiento y el

metabolismo fetal.

Cuando existe un aporte de O, insuficiente, el ciclo de
Krebs no puede funcionar y el piruvato se convierte en 4cido
lactico. Este entra en la sangre, produciéndose una acidosis

metabdlica, a no ser que se metabolice o excrete.

La hipoxia fetal, deficiencia de O, en los tejidos, revierte el
metabolismo de aerdbico a anaerdbico, que produce menos
energia y mas acidos. Si el déficit de O, no se corrige se

produce la muerte fetal.

La hipoxia puede producirse por tres mecanismos

diferentes (Peebles y cols., 2004):

- Reduccién en la perfusion placentaria que ocasiona

secundariamente un descenso en el O, de los vasos
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sanguineos arteriales fetales debido a un descenso de pO,
(hipoxia hipoxémica) (Gagnon y cols., 2003).

- Disminucién del O, en la sangre arterial debido a la
disminucion en la concentraciones de Hb fetal (hipoxia

anémica).

- Reduccién del aporte sanguineo a los tejidos fetales (hipoxia

isquémica).

La hipoxia fetal aguda o crénica es un factor de riesgo que
se asocia a la mortalidad y morbilidad fetal. Entre las diferentes
manifestaciones de las secuelas de la de la hipoxia, se han
asociado diferentes tipos de dafio neurolégico: pardlisis
cerebral, retraso mental, epilepsia y alteraciones de la conducta

y el aprendizaje (Salihagic-Kadic y cols., 2006).

El CIR, la hipertension inducida por la gestacion vy la
gestaciéon mudltiple se asocian a un 50% de prematuridad y
riesgo de hipoxia.

Por lo tanto es critico para la objetivacion de la hipoxia el
conocimiento del EAB y cuando esto no sea posible, la
redistribucion del flujo sanguineo, posibilitados por la toma del
EAB en los vasos umbilicales al nacimiento y el estudio
Doppler, onda de velocidad de flujo (OVF) de la arteria

umbilical y arteria cerebral media del feto intradtero.
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El control cardiovascular fetal en situaciones normal o de
hipoxia estd regulado por el sistema nervioso, hormonas y
autacoides.

Un flujo sanguineo fetal adecuado refleja una buena
nutricion y oxigenacion del feto. El indice de resistencia (IR) a
nivel de las arterias umbilicales aumenta o disminuye en
funcién del nimero de arteriolas funcionales propias de las
vellosidades terciarias, asi, si disminuye el nUmero de arteriolas

aumenta el IR en las arterias umbilicales (Giles y cols., 1985).

Se han descrito varios métodos anteparto, intraparto y
postparto para valorar el estado de bienestar fetal, que se
describen a continuacion.

Es importante tener en cuenta que el mejor método para el
control fetal es aquel que es capaz de detectar los fetos
comprometidos con el menor numero de intervenciones
obstétricas innecesarias, como el nUmero de ceséareas.

1.3.2 MARCADORES DE BIENESTAR FETAL ANTEPARTO

a. Marcadores biofisicos

Dentro de los marcadores de bienestar fetal anteparto

tenemos fundamentalmente los marcadores biofisicos.
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Dentro de estos se incluyen los movimientos fetales, el
registro cardiotocografico (no estresante y estresante), el perfil
biofisico y la ultrasonografia Doppler. Este ultimo permite
conocer la vascularizacién fetal y los procesos de redistribucion

sanguinea fetal en casos de hipoxia fetal.

A pesar de los grandes avances en el control obstétrico y
manejo neonatal para la reduccién de la asfixia fetal, la tasa de

paralisis cerebral permanece igual (Hankins y cols., 2003).

La acidosis metabdlica ocurre en aproximadamente el 2%
de todos los nacimientos, siendo el 90% recién nacidos

normales.

Centrandonos en los casos en los que se desarrolla
pardlisis cerebral se ha establecido que el 10% de los casos
son debidos a eventos que ocurren después del nacimiento, el
10-20% son debidos a eventos que suceden intraparto y el
70% restante suponen el gran reto para los obstetras y
neonatoélogos (Hankins y cols., 2003; ACOG, 2003)

Dentro de los marcadores de bienestar fetal anteparto
encontramos, como ya he comentado anteriormente, los
movimientos fetales, el perfil biofisico, el registro
cardiotocografico ( no estresante y estresante) y la
ultrasonografia Doppler. Unicamente voy ha hacer mencién a
este Ultimo, ya que es el Unico de interés dentro de nuestro

trabajo de investigacion.
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La ecografia Doppler es un método no invasivo que nos
sirve para el estudio hemodindmico tanto del sector
uteroplacentario como fetal con la finalidad de identificar los
fetos que estan realizando una redistribucion del flujo en

respuesta a un insulto hipéxico (Gudmundsson y cols., 2001).

Cuando existe un compromiso en la nutricibn fetal se
produce, en primera instancia, un dafio placentario y finalmente
se produce un compromiso fetal. El dafio placentario se asocia
a un aumento de las resistencias al flujo en la arteria umbilical
que es posible medir mediante la determinacién de las OVF

empleando la ecografia Doppler (Joern y cols., 1997)

Las OVF son el fiel reflejo del gasto / rendimiento
cardiaco, la complianza vascular y la resistencia al flujo

sanguineo en un punto determinado de los vasos sanguineos.

Asi podemos estudiar si el feto esta realizando algun
mecanismo de compensacion frente a la hipoxia, como el
fendmeno llamado de “centralizacion circulatoria” (Cheema vy
cols., 2006).

El Doppler de las arterias umbilicales reflejan la resistencia
a nivel placentario. Las velocidades de flujo diastélicas bajas
suelen deberse a aumentos de las resistencias placentarias,
siendo la expresion de una dificultad en el intercambio
maternofetal que puede ser causante de hipoxemia (Viero y
cols., 2004).
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Por el contrario, los cambios en el flujo de los vasos fetales
son la expresion de los diferentes fenébmenos adaptativos del
feto a la hipoxemia.

De los diferentes estudios randomizados sobre la utilidad
del Doppler en los vasos umbilicales (A Umb) y arteria cerebral
media (ACM) fetal, se deduce que no es una buena prueba de
cribado en las gestaciones de bajo riesgo, siendo de gran
utilidad en las gestaciones de alto riesgo ya que se ha visto que

reduce la mortalidad perinatal (Stringini y cols., 1997).

Existe una relacion significativa entre la oxigenacién de la
sangre, la acidosis lactica sistémica (determinada mediante
cordocentesis) y el aumento de los valores en indices de

pulsatilidad (IP) en la arterias umbilicales.

La redistribuciéon del flujo puede ser evaluado mediante el
cociente cerebro-placentario (Ccp) (razén entre el IP en la ACM
y el IP en la AU). Se sabe que este cociente es el indicador
MAas preciso que existe para valorar la redistribucion sanguinea
fetal que acontece durante la hipoxia. Refleja al mismo tiempo
los cambios hemodinamicos que se producen en el cerebro y

en la placenta (Bahado-Singh y cols.,1999; Jaim y cols., 2004).

Durante una gestacion normal, la resistencia cerebro
vascular es superior a la resistencia placentaria por los que el
Ccp es superior a 1. En situaciones de hipoxia donde se

produce una redistribucion del flujo sanguineo dicho cociente
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disminuye debido a que se produce una disminucién de las
resistencias ( vasodilatacién ) a nivel cerebral para facilitar la
irrigacion cerebral.

Se ha visto que los fetos que presentan un CIR el Ccp es
un indicador util para detectar hipoxia fetal (Habek y cols.,
2004; Makhseed y cols., 2000), al igual que para detectar
posibles complicaciones en las gestaciones gemelares

(Gaziano y cols., 2001).

La evaluaciéon mediante ecografia Doppler de los vasos de
la circulacion fetal juegan un papel importante en el screening
para detectar una placentacion anémala y las complicaciones
derivadas de la misma, como son la preeclampsia, el CIRy la

muerte fetal (Soregaroli y cols.,2002; Zeeman y cols., 2003).

Por otra parte, varios estudios ha puesto de manifiesto una
alteracion en la  circulacion en los vasos uterinos en
situaciones en las que existe una preeclampsia o fetos CIR. En
ambas situaciones, parece existir una alteracion de la invasion
trofoblastica de las arterias uterinas espirales, pudiendo ser
objetivado mediante el aumento de las resistencias en el
Doppler de arterias uterinas (A Ut) (Ganapathy y cols., 2006;
Papageorghiou y cols., 2005).

Su empleo en gestaciones gemelares ha sido menos

estudiado, aunque existen estudios donde se ha visto que el
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valor predictivo negativo es menor para la deteccion de sus

complicaciones (Geipel y cols., 2002).

Se ha visto por otra parte, como hemos comentado, que un
VEGF aumentado se asocia en gestantes a un aumento de las
resistencias periféricas y a una mayor expresion de VEGF a
nivel placentario con mayor resistencia de flujo sanguineo en

arterias uterinas (Crispi y cols., 2006).

En definitiva, evaluar la circulacién fetal y de los vasos
uterinos es esencial para conocer la fisiopatologia de una gran

parte de gestaciones patoldgicas y su manejo clinico.

b. Marcadores bioguimicos

Se han realizado mdltiples estudios que estudian
marcadores bioquimicos, bien en sangre materna (ej. estriol,
leptina), fetal (ej. endotelina 1) liquido amniotico
(ej.eritropoyetina) o en placenta (ej. VEGF), con el fin de poder
detectar un estado de insuficiencia placentaria que ocasionaria
una hipoxia fetal anteparto( Arabin y cols.,1995; Lepercg vy
cols., 2003; Ostlund y cols., 2000; Teramo y cols., 2004; Ahmed
y cols., 2000).

A pesar de ello, de momento, ninguno ha sido capaz por él
mismo de diagnosticar de forma precisa un estado de hipoxia

fetal anteparto.
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1.3.3 MARCADORES DE BIENESTAR FETAL INTRAPARTO

a. Marcadores biofisicos

Los métodos de control fetal intraparto tienen como objetivo
principal la deteccion de forma indirecta de los estados de

hipoxia fetal que acontecen durante el trabajo de parto.

La monitorizacion fetal durante el parto se basa
fundamentalmente en el control de la frecuencia cardiaca fetal
mediante el empleo de una técnica simple, continua y no

invasiva.

Su objetivo principal durante el parto es el poder alertar a
los obstetras con sus diferentes patrones de un posible

situacién de hipoxia fetal.

Su estimacién sensibilidad alcanza el 85%, sin embargo
tiene como principal inconveniente su alta tasa de falsos
positivos, lo que nos lleva a falsos diagnésticos de sufrimiento o

asfixia fetal.

Todo esto hace necesario otros métodos de deteccion del
estado de oxigenacion fetal, como son la pulsioximetria fetal o
el pH de calota fetal , con la finalidad de reducir el
intervencionismo, abdominal o vaginal, para tratar el supuesto

sufrimiento fetal.
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b. Marcadores bioquimicos

- Estudio del equilibrio acido base fetal: pH calota fetal

El estudio del equilibrio &acido base fetal mediante la
obtencion de una micromuestra de sangre de la calota fetal fue
introducido por Saling en los afios 60 del siglo pasado; y hasta
hace unos afios era el Unico método capaz de valorar
realmente el estado de acidosis fetal intraparto (Brestscher y
Saling ,1967).

Sin embargo, su medicibn a diferencia del registro
cardiotocografico, es invasiva, no continua y requiere multiples

mediciones a lo largo del parto.

El valor normal de pH durante el parto es superior a 7,20
Ul; todo valor inferior al mismo es considerado como un estado
de acidosis fetal. Es obvio, que cuanto menor sea el pH, mas

acidético estara el feto y mas comprometida serd su situacion.

Durante el parto, se producen una serie de variaciones que
repercuten en los medios internos maternos y fetales. El feto
estabiliza su medio interno compensando, en las pausas
intercontractiles, los déficits en el intercambio que se presentan
durante la contraccion. Sin embargo durante el periodo

expulsivo, cuando las contracciones son mas frecuentes e
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intensas, se produce una disminucion progresiva de la reserva

compensadora fetal.

Esto repercute en la disminucibn del pH fetal,
produciéndose un incremento en la pCO, y una disminucién del

exceso de bases.

Cuando se produce un compromiso fetal, el feto deja de
recibir O, y no es capaz de eliminar el CO,, lo que con el
tiempo lleva a una situacion de acidosis que comporta una
serie de modificaciones a nivel de los tejidos fetales que puden

provocar un sufrimiento fetal.

- Andlisis de gases en sangre del cord6n umbilical:

equilibrio 4cido-base

El andlisis de gases en la sangre del cordén umbilical es
hoy en dia el indicador més fiable del estado de oxigenacion

fetal al nacer.
El diagnéstico de asfixia intraparto requiere la presencia de
acidemia intensa en sangre de corddn (pH<7) y las cifras

normales refutan el diagndstico.

Es sabido que el metabolismo fetal normal produce dos

tipos de &cidos: volatiles y no volatiles o fijos. El acido volatil,
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carbdnico, es producido por la combustion de glucosa y acidos
grasos.

A nivel de los tejidos, CO, ingresa en el eritrocito y
mediante la enzima anhidrasa carbdnica se combina con agua
(H,O) para formar el acido carbonico (H,CO3). Este, se disocia

en un ion hidrégeno o protén (H*) y bicarbonato (HCO5).

El hidrégeno, es amortiguado por la hemoglobina y el HCO3;
sale del eritrocito intercambiandose por cloruro. El eritrocito,
pasa a la placenta, érgano de respiracion fetal, donde ocurre la
reacciéon opuesta. EI CO, formado difunde a través de la
placenta para ser excretado por los pulmones maternos, y es

facilitado por el gradiente feto-materno de pCO..

Los acidos no volatiles o fijos, como el acido lactico, el
acido Urico y los cetoacidos, se forman por la utilizaciéon de
aminoacidos no sulfurados y la combustiéon incompleta de los

carbohidratos y acidos grasos.

El sistema renal fetal, debido a su inmadurez, no es capaz
de excretar estos acidos, por lo que difunden lentamente hacia
la circulacion materna para ser excretados por via renal. La
acumulacion de estos acidos puede acusar acidosis
metabdlica. La excrecion fetal de acidos fijos depende de la
funcion placentaria y renal materna. Por lo tanto, cualquier

trastorno prerrenal o renal, como la preeclampsia, hipertensién
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cronica o la diabetes, pueden causar acidemia metabdlica fetal

no vinculada a la hipoxemia.

La acidemia en sangre de cordén producto de una acidemia
materna puede no tener importancia clinica; por el contrario, la
acidemia fetal causada por hipoxia fetal tiene importancia tanto
clinica como legal; por lo que ante situaciones que hagan
sospechar una acidosis metabdlica de causa materna se
deberia realizar una determinacién de gases sanguineos

Venosos maternos.

El aporte de O, y la salida del CO, y los metabolitos 4cidos
por la placenta permiten al feto mantener un equilibrio acido

basico normal.

Hablamos de acidemia respiratoria cuando la acumulacién
de hidrogeniones es causada de manera principal por una

mayor pCO, .

La acidemia metabdlica es cuando la acumulaciéon de

hidrogeniones depende sobre todo de un déficit de HCOs.

La acidemia respiratoria fetal suele ocurrir ante un

decremento subito del riego uteroplacentario o umbilical.
El inicio agudo de insuficiencia uteroplacentaria puede

producir acidemia respiratoria fetal si ocurre el parto de

inmediato. La hiperestimulacién, la hipotension materna o
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redistribucion del gasto cardiaco por la anestesia regional, el
desprendimiento placentario y la compresion del cordon

pueden causar insuficiencia uteroplacentaria.

Si estos factores no se revierten, ocurre un metabolismo
fetal rapido que ocasiona una acidosis metabolica fetal, que es
la que se ha visto que estd mas directamente relacionada con

la morbilidad neonatal (Andres y cols.,1999).

También puede ocurrir acidemia metabdlica fetal por un
trastorno metabolico o acumulativo. EI CIR producto de una
insuficiencia uteroplacentaria crénica a menudo se vincula con

acidemia metabdlica fetal.

La disminucion de HCO; y el aumento de CO, producen

acidemia respiratoria mixta (Ross y cols., 2002).

Con todo esto, es légico que el estudio del pH y del EB en
las vasos del corddn son el indicador més fiel del verdadero
estado de oxigenacion fetal (ACOG, 2006).

1.3.4 TEST DE APGAR
Fue la doctora Virginia Apgar quien en la década de los 50

del siglo XX describié un test capaz de valorar el estado del

recién nacido en el periodo postnatal inmediato (Apgar ,1953).
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El apunte de Apgar es un método clinico que permite
valorar al nifio inmediatamente después del parto. Se realiza de
rutina al 1° y 5° minuto de vida. Consiste en la valoracion de
cinco signos clinicos: frecuencia cardiaca, esfuerzo respiratorio,

tono muscular, irritabilidad refleja y color.

Dicho test ha logrado mejorar la supervivencia y reducir la
morbilidad de 1los RN ya que permite determinar
inmediatamente la necesidad de cuidados especiales en los

recién nacidos que nacen con puntuaciones bajas.

Una puntuacién baja del test de Apgar al minuto de vida del
recién nacido indica la necesidad de reanimacion y se ha visto
intimamente relacionado con los valores de pH de cordén al
nacimiento (Gordon y cols.,1985; Victory y cols., 2004; Hogan y
cols., 2007).

Describimos a los RN como severamente deprimidos si
obtienen valores del test de Apgar entre 0- 3, moderadamente
deprimidos entre 4- 6 y vigorosos con una puntuacion de Apgar
>7.
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Test de Apgar.

Signo 0 1 2

Frecuencia Ausente <100 I/min > 100l/min

cardiaca

Esfuerzo Ausente Irregular, lento | Llanto

respiratorio Vigoroso

Tono Flacido Extremidades | Movimientos

muscular algo activos

flexionadas

Respuesta Sin Muecas Llanto

estimulos respuesta

Coloracion Cianosis o |Acrocianosis, Rosaceo
palidez tronco rosado

1.4 GESTACION GEMELAR

1.4.1 INTRODUCCION

La gestacion gemelar representa un pequefio porcentaje
del total de gestaciones, estimando su incidencia aproximada

en un 2-3%.

La importancia de las gestaciones gemelares radica en que
son responsables de una proporcibn importante de
complicaciones perinatales graves Yy, secundariamente,

suponen un consumo considerable de recursos sanitarios
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dadas sus importantes repercusiones médicas, psicoldgicas,
econdmicas y sociales (Callahan y cols., 1994; Norwitz y cols.,
2005).

En los ultimos 20 afios se ha producido un incremento
considerable del numero de gestaciones mdltiples debido

fundamentalmente a dos hechos:

- incremento de la maternidad en mujeres afiosas. La
afosidad en el momento de concebir produce un incremento
pequefio pero considerable, de gestaciones multiples ( Bortolus
y cols., 1999).

- incremento en la utilizacién y el avance en las técnicas

de reproduccién asistida (TRA).

Se estima que aproximadamente el 40% de los embarazos
multiples provienen de Técnicas de Fecundacion In Vitro (FIV)
o similares, un 30% de inducciones de la ovulacion, ya sea con
0 sin inseminacion, siendo el 30% restante producto de
gestaciones naturales (Levene y cols., 1992; Howard y cols.,
2003).

La gestacion multiple se considera, actualmente, una de las
complicaciones mas importantes de los tratamientos de
reproduccion asistida, por las importantes repercusiones

previamente mencionadas.
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El diagnostico precoz de una gestacion gemelar, la
identificacion de su corionicidad mediante la ecografia precoz,
una estrecha vigilancia fetal (sobre todo en gestaciones
monocoriales) y un tratamiento adecuado, cuando es
requerido, son las mejores estrategias para reducir la morbi-

mortalidad perinatal.
1.4.2 TIPOS DE GESTACION GEMELAR

La gestacion gemelar se clasifica segin su cigosidad y
corionicidad, aunque, como veremos mas adelante, lo Unico
que tiene relevancia respecto a los resultados perinatales es la
corionicidad.
A. Segun la cigosidad

Dependiendo de que la fecundacion se realice sobre uno o
varios 6vulos 0 por uno o mas espermatozoides distinguimos
dos tipos de embarazos gemelares.
- Dicigotos o bivitelinos

El 80% de todos los embarazos gemelares pertenecen a

este grupo. Se produce por la fecundacion de dos 6vulos por

dos espermatozoides.
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Tienen, por tanto, diferente carga genética, pueden ser de
igual o diferente sexo y cada embrion desarrolla por separado
sus membranas ovulares (amnios) y su placenta (corion); por
eso siempre serdn gestaciones gemelares bicoriales

biamnio6ticas.

Su incidencia depende basicamente de factores genéticos y
socio-econdémicos (raza, edad y paridad materna) y, en
especial, del creciente uso de técnicas de reproduccion asistida
y de la utilizaciébn de farmacos inductores de la ovulacion
(Callahan y cols., 1994).

- Monocigotos o univitelinos

Suponen el 20% restante. Se produce por la fecundacién

de un anico 6vulo por un espermatozoide.

Ambos tienen la misma carga genética y por tanto el mismo

sexo.

Su frecuencia es independiente de la raza, factores
hereditarios, edad y paridad. Por lo que su incidencia
practicamente no ha sufrido variacion.

B. Segun la corionicidad.

El momento exacto de la division del zigoto tras la

fecundacion condiciona importantes diferencias, principalmente

69



respecto al tipo de placentacion. Dependiendo de dicho
momento los embriones estardn totalmente separados o
compartiran estructuras. Asi, existen diferentes tipos de

embarazo gemelar.

- Bicorial-Biamniotico.

Se produce cuando el zigoto se divide antes del 4° dia
postfecundacién. Se desarrollaran dos embriones separados,
cada uno con su placenta y amnios. Representan el 20-30%

de gestaciones gemelares.

- Monocorial-Biamniético

La divisidbn ocurre entre el 4 y el 8° dia, los embriones
compartiran la placenta pero sus cavidades amnidticas seran
independientes. El 70-80% de las gestaciones monozigétas se

dividen en este momento.
- Monocorial-Monoamniético

Cuando la divisibn ocurre entre los dias 8° y 12° Los
embriones compartirdn tanto el amnios como la placenta. Son
las menos frecuentes, alrededor del 1%, pero son responsables
de importantes complicaciones obstétricas (Cordero y cols.,

2006).

- Gemelos siameses
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Si la division se produce después del dia 12 post-
fecundacion, los embriones tendran alguna o varias estructura
comunes. Este fendmeno extremadamente raro (1/30.000
gestaciones) y de muy mal prondstico.

Cualquier gestacion gemelar, sea del tipo que sea, supone

una mayor morbi-mortalidad tanto materna como fetal.

La mayor incidencia de complicaciones maternas deriva del
aumento en el porcentaje de complicaciones obstétricas como
hiperemesis gravidica, anemia, problemas nefrourolégicos,
preeclampsia, desprendimiento de placenta, diabetes

gestacional (Seoud y cols., 1992).

Aunque, como hemos mencionada anteriormente las
gestaciones gemelares Unicamente representan el 2-3 % de los
embarazos , acumulan el 10% de la morbilidad neonatal. Esto
es debido, basicamente, a la alta frecuencia de complicaciones
perinatales como parto prematuro, bajo peso al nacimiento,
retraso de crecimiento fetal, mayor tasa de malformaciones
congénitas... Estas complicaciones se presentan con mayor
frecuencia en las gestaciones monocoriales (Leduc y cols.,
2005).

El tipo de placentacion tiene mucha importancia a la hora
de evaluar la morbi-mortalidad perinatal ya que la corionicidad
de la gestacion marcara el prondstico fetal (Dube y cols., 2002;

Carroll y cols., 2005). Asi los gemelos monocorionicos
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presentan mayor morbimortalidad que los dicorionicos
(Minakami y cols., 1999; Leduc y cols., 2005).

Esto se debe fundamentalmente a que existen diversas
alteraciones que son caracteristicas de las gestaciones

monocorionicas, como son, el sindrome

de transfusion feto-fetal y la secuencia TRAP, que implican un

peor resultado perinatal (Duncombe y cols., 2003)

Independientemente de estas dos patologias, las
gestaciones monocoriales tienen mayor incidencia de parto
pretérmino, de fetos con pesos inferiores al percentil 10,
cuando la discrepancia entre ambos es igual o superior al 25%
y de hemorragias intraventriculares grado 3 y 4 (Leduc y cols.,
2005).

Es importante tener en cuenta la posibilidad de muerte fetal
de uno de los dos gemelos. En este caso, el prondstico del
superviviente también dependera de la corionicidad de la

gestacion, siendo peor para los gemelos monocoriales.
Como hemos comentado las complicaciones de las
gestaciones monocoriales son superiores a las de las

bicoriales.

Los gemelos monocoriales presentan 6 veces mayor

porcentaje de pérdida fetal entre la semana 10-24 respecto a
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los bicoriales (12% frente a 2%), mayor morbilidad siendo la
mas tragica la lesion cerebral (30% frente 3%) y el doble de
mortalidad perinatal (2.8% frente a 1.6%) (Bejar y cols.,1990;
Sebire y cols., 1997).

Tabla 1. Clasificaciébn de las gestaciones gemelares

segun zigosidad.

Zigosidad Dizigético Monozigético
Incidencia Variable 3-5 por 1000 partos
Corionicidad Bicorial Bicorial Monocorial Monocorial

biamnidtico biamnidtico biamniGtico monoamnidtico
Divisién No < 4° dia 4°-8° dia 8°-12° dia
Ditribucién 70% 30%

20-30% 70-80% 1%

Mortalidad 15/ 1000 30/ 1000 500/ 1000
perinatal

1.4.3 DIAGNOSTICO

El objetivo principal de las técnicas de diagndstico precoz
de las gestaciones gemelares es fundamentalmente reducir la

morbimortalidad perinatal.

El diagnostico por ultrasonidos se ha convertido en el
método de eleccién para el diagnostico de certeza del

embarazo multiple.

La ecografia es una herramienta basica que ha permitido

de manera precoz determinar el nimero de fetos, su tamafio y
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viabilidad. Ademas permite conocer el tipo de cigosidad,
namero de vesiculas vitelinas, nimero de amnios, localizacién
placentaria, deteccion de alteraciones en el crecimiento fetal,
de los volimenes de liquido amnidtico y el hallazgo de
anastomosis vasculares anormales Todo ello, como explicaré a
continuacién, es fundamental para conseguir el objetivo

principal anteriormente comentado.

- Ecografia en | trimestre

La ecografia del primer trimestre, que puede hacerse por
via transabdominal o transvaginal , se realiza entre las

semanas 10-13 y permite establecer:

a. NUmero de embriones

b. Presencia de actividad cardiaca, a partir de la semana 6

de gestacion

c. La corionicidad, por el nimero de sacos gestacionales
(Carroll y cols., 2002; Shetty y cols., 2005). Es posible desde la
52 semana de gestacion, donde cada saco aparece como una
imagen econegativa con un halo hiperrrefringente a su

alrededor que se localiza en el espesor del endometrio.
Si se trata de una gestacion monocorial se observa una

Unica placenta que puede tener o no una membrana divisoria

dependiendo de si es ( Vayssiere y cols., 1996):
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- monoamni6tica. Cuando existe dicha membrana

- biamnidtica . Existen dos sacos vitelinos y se observa la
membrana entre ellos, que esta compuesta por dos capas de

amnios y un espacio extracelémico unico.

En las gestaciones bicoriales la membrana que separa las
dos gemelos es de mayor grosor, ya que esta compuesta por

una capa de corion entre dos capas de amnios.

Para determinar la corionicidad sera importante determinar:

- Sexo fetal: si los fetos poseen diferente sexo, por definicion
tendran diferente carga genética y por lo tanto bicoriales.
Si tienen el mismo sexo, debemos buscar otros signos que nos

indiquen la existencia de 1 o 2 placentas.

- Lugar de placentacion: si los lechos placentarios se
encuentran en zonas separadas se tratard de una gestacion
bicorial. En cambio si estan en la misma zona debemos

ayudarnos de otros hallazgos ecograficos.

- Signo del lambda y de la T invertida: se denomina signo
lambda a la imagen que con dicho aspecto aparece en la zona
de unién de las placentas diferentes y sus respectivos amnios.
Indica siempre una gestacion bicorial. Si se trata de una

gestacidn monocorial la zona de insercion del amnios en el
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coriéon forma un angulo de 90° adoptando la forma de “T”

(Sepulveda y cols., 1996).

- Grosor de la membrana interfetal: si se trata de una gestacion
bicorial la membrana es gruesa y mide > 2mm, mientras que
suele ser méas fina si nos encontramos ante una gestacion

mococorial (Vayssiere y cols., 1996; Bracero y cols., 2003).

Por lo general, una gestacion monocorial es biamniotica.
Nos orientara hacia una gestacibn monoamnidtica, al presencia
de una Gnica placenta y fetos del mismo sexo, las inserciones
préximas del corddn, el enrollamiento visible de los cordones, la
presencia de la misma cantidad de liquido amniético en ambos
sacos, movimientos fetales libres y la no visualizacién de la
membrana divisoria en dos ecografias realizadas en intervalos

separados al menos 12-15 horas.

El diagndstico de una gestaciébn monoamnidtica conlleva un
alto riesgo de accidentes de cordon y por tanto una alta
morbimortalidad (Rodis y cols.,1997;Allen y cols.,2001)

d. Presencia o no de un aumento de la traslucencia nucal
e. Diagnostico de malformaciones graves. Las contenidas e
las clases | y Il de Rottem, que clasifica las anomalias fetales en

funcion del desarrollo secuencial de las estructuras embrionarias
(Rottem y cols., 1997).
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- Ecografiaen Il y lll trimestre

La ecografia del segundo y tercer trimestre permite,
ademas de realizar una valoracion de todas las estructuras
fetales, realizar un estudio dismorfolégico para determinar la
existencia o no de malformaciones de la clase Il 1V de Rottem
(Rottem 'y cols.,, 1997),diagnosticar discrepancias de
crecimiento entre los dos fetos y medir la longitud cervical
mediante ecografia transvaginal para poder detectar factores

de riesgo de parto pretérmino.

Los controles ecograficos en las gestaciones bicoriales
difieren poco de las gestaciones Unicas, aunque se suele
adelantar la ecografia del tercer trimestre a las semanas 28-30
y realizar una nueva de control de crecimiento a las 35-36

semanas.
En las gestaciones monocoriales, al tener un riesgo fetal

mayor, los controles ecograficos deben ser mas frecuentes, con

una periodicidad entre las exploraciones de 2 semanas.
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1.4.4 COMPLICACIONES FETALES Y MATERNAS

COMPLICACIONES FETALES

Los embarazos mudltiples son clasificadas de alto riesgo
obstétrico debido a que sus complicaciones se asocian con

una incidencia elevada de morbimortalidad perinatal.

La mortalidad perinatal esta aumentada alrededor de 5 a 10

veces mas que en una gestacion Unica.

La morbilidad estd en torno al 50% y esta asociada
fundamentalmente a las gestaciones inferiores a 32 semanas y
a los recién nacidos de menos de 1500gr, que son los que
presentan mayor riesgo de muerte perinatal y de morbilidad a

largo plazo.

Como ya he comentado anteriormente, el tipo de

corionicidad es crucial a la hora de valorar el riesgo fetal.

El peor prondstico perinatal lo tienen los embarazos
gemelares  monocoriales-monoamniéticos 'y el menor
corresponde a los bicoriales-biamniéticos, teniendo los
embarazos monocoriales-biamniéticos un pronostico

intermedio.

Tanto es asi, que se estima que en torno al 30% de los

neonatos de gestaciones monocoriales presentan signos
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sugerentes de lesion cerebral frente al 3% de las gestaciones
bicoriales y la morbilidad neurolégica en los gemelos
monocoriales prematuros 7 veces superior que en los
bicoriales a igual edad gestacional (Sebire y cols., 1997; Leduc
y cols., 2005).

Dentro de las complicaciones de mayor relevancia en cuanto a

mortalidad fetal cabe destacar:

- Alteraciones del crecimiento fetal

El patron de crecimiento varia entre los gestaciones simples
y mudltiples siendo, en estas Ultimas, mas frecuentes las
restricciones de crecimiento fetal llegandose a multiplicar por

10 el riesgo de presentar retrasos de crecimiento fetal.

El riesgo de nacer con bajo peso (<2500gr) es 10 veces

mayor en los embarazos gemelares que en los de feto Unico.

- Discrepancia ponderal

La discrepancia ponderal o el tamafo desigual de los
fetos, se define como una diferencia entre los pesos fetales
superior al 20-25% utilizando el mayor feto como indice
(Blickstein, 2004).

Esta complicacion afecta al 15% de las gestaciones

gemelares. Por lo tanto es un factor importante a tener en

cuenta en el manejo de las gestaciones gemelares, ya que los
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fetos que presentan dicha discrepancia pueden estar afectos
de un CIR o de un sindrome de transfusion feto-fetal.

Por lo general, a medida que aumenta la diferencia de peso
en un par de gemelos, la mortalidad perinatal se incrementa en
forma proporcional, llegando a estimarse un incremento de
mortalidad que se multiplica por 6 cuando la discordancia entre
los fetos es superior al 25% (Hollier y cols., 1999; Branum y
cols., 2003; Erkkola y cols., 1985). En un estudio realizado
entre gemelos concordantes y discrepantes, Sonntag y cols.,
observan que los gemelos discrepantes tienen una morbi-
mortalidad fetal aumentada con respecto a las gestaciones
concordantes y concluyen que la discrepancia ponderal es per

se un factor de riesgo en las gestaciones gemelares.

Generalmente, la restriccion en el crecimiento de un feto se
desarrolla al final del segundo y comienzos del tercer trimestre,
y suele ser normalmente asimétrica. Las discordancias mas
tempranas normalmente son simétricas e indican un riesgo
mayor, ya que cuanto mas temprano se conoce la discordancia,

mas serias son las consecuencias.

Autores como Weissman Yy cols., encuentran una
asociacion entre la presencia de anomalias congénitas y la
presencia de wuna discrepancia ponderal entre gemelos
diagnosticada en el primer trimestre (Weissman y cols., 1994),
mientras que Bartha y cols., observan una mayor tasa de CIR

en estos gemelos (Bartha y cols., 2005).
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La causa de la desigualdad de peso con frecuencia no esta
clara, pero la evidencia indica que la etiologia de la
discordancia es distinta en los gemelos monocorionicos y
dicoridnicos. Se cree que la discrepancia ponderal entre
gemelos es debida tanto a causas intrinsecas, como los
factores genéticos, como a factores extrinsecos entre los que

se encuentran los factores uteroplacentarios ( Blickstein, 2002).

Sebire y cols, realizaron un estudio para determinar la
influencia de la corionidad en la discrepancia ponderal y no
observan diferencias significativas en la discrepancia ponderal
entre gemelos ni al inicio de la gestacion ni al nacimiento. Sin
embargo, numeros autores encuentran una mayor morbi-
mortalidad perinatal en los fetos discrepantes de las

gestaciones monocoriales ( Victoria y cols., 2001).

En los gemelos monocoriénicos la causa fundamental de la
discordancia ponderal es atribuida a las comunicaciones
vasculares placentarias que comparten. Como se distribuyen la
placenta de forma aleatoria puede originarse un desequilibrio
hemodinamico entre ambos, originandose un retraso de
crecimiento en el menos prefundido. Asi, la presion y la
perfusién disminuidas del gemelo donante pueden hacer que
su porcién de placenta no crezca en la forma adecuada.
Raramente, los gemelos monocoriénicos tiene un tamafo
discordante por anomalias estructurales que tiene origen

durante el proceso de gemelacion.
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La discrepancia ponderal en los gemelos dicorionicos tiene
diferentes etiologias. Una fuente de discordancia es que los
fetos dicigbticos tienen un potencial genético de crecimiento
distinto, en especial si son de sexos diferentes. También es
posible que, dado que las placentas son separadas y requieren
mas espacio de implantacién, una de las placentas puede tener

un sitio de implantacién suboptimo.

Hay mas evidencia que apoya que la discordancia de
gemelos bicoribnicos se debe a insuficiencia placentaria,
mientras que la que se observa en los gemelos monocoriénicos

discordantes se debe a un desequilibrio hemodinamico.

El empleo de la ecografia y del Doppler ha permitido el
diagndstico precoz y el manejo de las gestaciones gemelares
discrepantes. Asi Divon y cols., utilizan la combinacion de
ambos para el diagndstico de las gestaciones gemelares

discrepantes.

Autores como Kalish y cols., observan diferencias en la
longitud craneo-caudal en el primer trimestre en los gemelos
que presentan una discrepancia ponderal en el momento del
nacimiento. Otros autores emplean para el diagnéstico de la
discrepancia ponderal entre gemelos la medida del DBP (
Grumbach y cols., 1986) o de la CA (Klam y cols., 2005) de

ambos gemelos a lo largo de la gestacion.
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Chittacharoen y cols., evaluan el papel del Doppler en las
gestaciones gemelares discrepantes observando la utilidad en
las mismas de la medicion de las OVF en los vasos

umbilicales.

Por otra parte, Gaziano y cols., estudian el empleo del
Doppler en las gestaciones mono y bicoriales evidenciando que
los fetos de menor tamafio en las gestaciones monocoriales
presentan una redistribucién vascular con mayor frecuencia
que los fetos pequefios de las gestaciones bicoriales, y
atrubuyen este hecho a la existencia de conexiones vasculares

placentarias.
- Alteraciones cromosOmicas y estructurales:

La frecuencia de malformaciones congénitas es mayor en
los embarazos gemelares que en los simples (2% mayores y
4% menores vs 1y 2% respectivamente).

Esta alta incidencia se debe casi por entero a la alta
incidencia de defectos estructurales de los gemelos

monocigoticos.

Los gemelos dicig6ticos pueden tener malformaciones del

tipo de las de los fetos Unicos.

Dentro de las gestaciones gemelares la gestacion

monocorial se asocia, por su génesis a partir de la divisién
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anormal de un cigoto, a una incidencia de malformaciones muy

superior a la de gestaciones bicoriales (3% frente 1%).

En el 80-85% de los casos, la malformacién Unicamente la
presenta uno de los fetos.

- Aborto y pérdida fetal

Se ha visto que el aborto espontaneo es mas frecuente en

gestaciones multiples.

Centrandonos en las gestaciones gemelares, se estima una
proporcion de 18 a 1 entre los gemelos monocoriénicos y
dicoridnicos, lo que sefiala a la cigosidad como un factor de

riesgo para un aborto espontaneo.

La prevalencia de muerte de uno de los dos gemelos en la
ecografia del primer trimestre (11-13 semanas) se estima en un
5% comparado con el 2% de las gestaciones Unicas. Cuando
uno de los gemelos estd muerto el riesgo de aborto del otro

gemelo esta en torno al 24%.

Si se produce la muerte de uno de los gemelos a lo largo de
la gestacion, se puede desencadenar un parto pretérmino. Este
proceso, se produce, probablemente, por la liberacién de
citoquinas y prostaglandinas al torrente circulatorio, lo que
conlleva un riesgo de muerte o de secuelas del feto

superviviente en torno al 5-10%.
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Si se trata de un gestacion monocorial conlleva un riesgo
del 25% de muerte del segundo gemelo y de un 25% de la
presencia de dafio cerebral secundario a un disbalance
carciocirculatorio 'y wuna severa hipotension en el feto

superviviente ( Rao y cols., 2004).

- Parto pretérmino

El parto pretérmino, definido como el parto que acontece
antes de la semana 37 de gestacion, como ya he comentado
anteriormente, es la causa mas importante de morbimortalidad
perinatal en todo el mundo y es el responsable de la mayoria
de los casos de muerte neonatal y de casi las mitad de los

casos de discapacidad neuroldgica y paralisis cerebral.

Su incidencia se estima en torno al 10% del total de los
partos, llegando a ser del 50% cuando nos referimos a las

gestaciones mdltiples.

El riesgo de parto prematuro es del 1% en gestaciones
Unicas, de 5% en gemelares dicoriales y del 10% en

monocorilaes.

Es importante distinguir entre el parto prematuro de origen
iatrogeno (20-30%) cuya finalizacién es por una causa médica
fetal o materna o esta asociado a un ruptura prematura de
membranas (30%), y el parto prematura espontaneo que ocurre

sin causa conocida (40-50%).
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Parece que la edad materna y el aumento de patologia
materna son importantes en el desencadenamiento del parto
prematuro de origen iatrogénico, y por lo tanto no son
evitables. El objetivo sera centrarse es las estrategias que nos
conducen a la prediccion, prevencion y tratamiento del parto

prematuro espontaneo.

Asi, el uso de marcadores como la ecografia transvaginal
para la medicion de la longitud cervical y marcadores
bioguimicos de prematuridad como la fibronectina fetal podrian
ayudar a diferenciar las pacientes que se beneficiarian de
tratamientos uteroinhibidores, la utilizacién de corticoides y el
traslado a un centro con unidades de cuidados intensivos

neonatales.

- Complicaciones especificas de gestaciones monocoriales

Las gestaciones monocoriales tienen un  riesgo
sobreafiadido de desarrollar algunas complicaciones prenatales

especificas por el hecho de compartir la misma placenta.

Las dos mas especificas son el Sindrome de transfusién
feto-fetal y el Sindrome de perfusion arterial inversa (secuencia
TRAP), que no voy a desarrollar debido a que dichas

gestaciones no son el tema del presente estudio.
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COMPLICACIONES MATERNAS

En las gestaciones gemelares la morbiilidad materna esta
aumentada 3 a 7 veces en comparacion con los embarazos

Unicos.

En general, los cambios fisiol6gicos maternos son mayores
e Iso embarazos mudltiples que en las gestaciones con feto

Unico.

Ademas, las pacientes con gestaciones gemelares tienen
mayor riesgo de presentar determinadas complicaciones
obstétricas entre las que destacan los transtornos hipertensivos
del embarazo, la diabetes gestacional y las hemorragias ante

(desprendimiento prematuro de placenta) y postparto.

Los transtornos hipertensivos del embarazo son la segunda
causa de muerte materna después de los eventos
tromboembolicos. Las gestaciones gemelares presentan una

mayor incidencia de los transtormos hipetensivos.

La incidencia exacta es dificil de determinar, ya que estos
embarazos suelen terminar pretérmino, antes de que pueda
desarrollarse la preeclampsia, y porque en general las mujeres

con embarazos gemelares son multiparas y afosas.

Varios estudios han visto que el embarazo gemelar trae

consigo un aumento de riesgo de preeclampsia cuatro veces
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superior, con independencia de la raza y la paridad, y que ésta
tiende a desarrollarse antes y ser de mayor gravedad.

En la mayor parte de las ocasiones estas complicaciones
son de poca gravedad y son controlables con relativa facilidad.
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2. HIPOTESIS

Los fetos hipdxicos aumentan los niveles de VEGF
aumentando la angiogénesis para compensar la hipoxia. La
determinacion del sistema VEGF en plasma materno puede ser

un marcador bioquimico de compromiso fetal.

Asi, las gestaciones gemelares discrepantes proporcionan un
modelo ideal para el estudio de la relacion del VEGF con la
hipoxia fetal o los factores que interfieren en el crecimiento
fetal, ya que se contaria con casos y controles (feto mayor y
menor) para edad gestacional, y la placentas contarian con el
mismo afluente (el flujo sanguineo uterino materno) con

contenido idéntico de O2 y nutrientes.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS PRINCIPALES

Evaluar la importancia de la produccién, secrecion y
expresion del sistema VEGF en gestaciones gemelares con
fetos concordantes y en las que presentan una discrepancia
ponderal, y valorar si el sistema VEGF materno podria ser un

indicador de hipoxia fetal en dichas gestaciones.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

a. Estudio de la asociacién de los parametros objetivos que nos
informan del bienestar fetal anteparto (ECO-Doppler) e
intraparto y su relacion con el sistema VEGF.

b. Aumentar el conocimiento del sistema VEGF en el binomio
feto-materno, lo que ayudaria a comprender la interrelacién y la

adaptacion fetal a procesos hipoéxicos.

c. Fisiopatologia del sistema VEGF materno y fetal en la

hipoxia fetal cronica.
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4. MATERIAL Y METODO

4.1. DISENO DEL ESTUDIO

El presente trabajo es un estudio OBSERVACIONAL
PROSPECTIVO, de CASOS-CONTROLES.

Las pacientes que formaban parte del estudio, se
reclutaron entre las gestantes atendidas en los Servicios de
Obstetricia y Ginecologia de los Hospitales Universitarios Dr.

Pesety La Fe, de Valencia.

Las pacientes eran incluidas en el estudio cuando
acudian a la ecografia del primer trimestre realizada entre la
semana 11-13 de gestacion para la medicion de la traslucencia

nucal.

Se utilizaron los siguientes criterios para la seleccion de

pacientes incluidas en el estudio:
Criterios de inclusion:
- Pacientes con gestaciones gemelares bicoriales-

biamniodticas, obtenidas de forma espontanea o mediante TRA,

sin ninguna patologia de base.
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Criterios de exclusion:

- Gestaciones unicas

- Gestaciones gemelares monocoriales bi o
monoamnidticas

- Patologia médica materna (HTA, DM
insulindependiente..)

- Patologia obstétrica (preeclampsia, malformaciones
fetales, cromosomopatias o muerte fetal de alguno de los

gemelos)

A cada paciente se le realizaron tres extracciones
sanguineas a lo largo de la gestacion, previa firma de un
consentimiento informado, una en cada trimestre de la
gestacioén, siendo la dltima determinacién dentro de la semana
del parto, para la posterior determinacion del sistema VEGF:
VEGF-A libre y total y su principal inhibidor, el sFlt-1.

De forma concomitante, y con el fin de explorar la
asociacion del sistema VEGF en las gestaciones gemelares y
la hipdxia fetal, se realizd6 un estudio ecografico mediante el
empleo del ecografo Toshiba Aplio 50, para valorar las OVF
en los vasos fetales: AUmb y ACM de cada gemelo y en las

A.Ut. de las gestantes.
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Dicho andlisis refleja en su conjunto la perfusién
placentaria y la posible adaptacion cardiovascular fetal a la
hipoxia.

En dichas ecografias también se valoraba el crecimiento
de cada par de gemelos con el fin de detectar y realizar el
mismo protocolo de seguimiento en las gestaciones gemelares

con discrepancia ponderal.

En el momento del parto se recogié sangre del cordén
umbilical de cada uno de los fetos (arteria y vena umbilicales

de cada RN) para el posterior estudio del sistema VEGF.

La discrepancia ponderal fue definida, en nuestro caso,
como una diferencia ponderal > 25% entre cada par de
gemelos, aunque también analizamos los resultados

empleando como punto de corte una discrepancia > de 20%.

Se seleccionaron para nuestro estudio un total de 72
gestaciones gemelares bicoriales biamniéticas, que cumplian
en principio los criterios de inclusién descritos, en el periodo de

tiempo transcurrido entre Octubre del 2003 y Octubre del 2005.

De ellas, 8 gestaciones gemelares fueron excluidas para
el estudio. Dos por muerte de uno de los gemelos antes de la
semana 16 y otro por alteracién cromosomica de uno de los
dos gemelos tras el cariotipo obtenido mediante amniocentesis
(Sindrome de Edwards).

101



Tres fueron excluidas del estudio por desarrollar
preeclampsia, definida como una TA > 140/90 mmHg asociado
a proteinuria ( > 300 mg) durante el tercer trimestre y dos por
desarrollar una diabetes gestacional insulindependiente.

Finalmente fueron incluidas en el estudio 64
gestaciones gemelares que quedaron distribuidas de la

siguiente manera:

1. Utilizando como punto de corte una discrepancia

ponderal entre gemelos > 25%:

a) Grupo Control: 51 gestaciones gemelares bicoriales
biamnéticas con un crecimiento simétrico de ambos gemelos a

lo largo de la gestacion.

b) Grupo Casos: constituido por 13 gestantes con

discrepancia ponderal > 25% entre gemelos.

2. Utilizando como punto de corte una discrepancia

ponderal entre gemelos > 20%:
a. Grupo Control: 43 gestaciones gemelares bicoriales-
biamnidticas con un crecimiento simétricos a lo largo de la

gestacion.

b. Grupo Casos: constituido por 21 gestantes con

discrepancia ponderal > 20%.
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4.2. VALORACION DEL ESTADO DE BIENESTAR FETAL

Para valorar el estado de bienestar fetal se han utilizado
diferentes parametros, indirectos y directos.

4.2.1 Estimacion indirecta de bienestar fetal intradtero:

- OVF del promedio de las A Ut.: reflejan la perfusion de la

placenta.

Las mediciones de las OVF en las arterias uterinas se
han realizado colocando el transductor en forma para-sagital, a
nivel de la unién cervico- itsmica, 2-3cm medial a la espina
iliaca antero-superior. En esta posiciéon se busca la ubicacién
de ambas arterias uterinas a nivel de su nacimiento desde la
divisiobn anterior de las respectivas arterias iliacas internas.
Para ello se ubica a la paciente en decubito dorsal y se dispone
el transductor de ultrasonido Doppler color en la pared uterina

lateral baja, buscando medialmente la zona correspondiente.

- OVF en A.Umb.: nos permite valorar la resistencia de la
circulacion placentaria en el lado fetal. Dicha resistencia esta

aumentada en situaciones de hipoxia fetal.

En orden a minimizar errores, se deben visualizar al
menos 5 ondas de velocidad de flujo pulsatil. El &ngulo de
insonacién debe ser el minimo posible para evitar la

subestimacion de valores.
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- OVF de la ACM: sus parametros nos dan informacion del
estado de oxigenacion fetal. Es sabido que dichos vasos
fetales presenta una gran reactividad en respuesta al déficit de
0,.

Para medir las OVF se coloca el transductor en un plano
estandar del diametro biparietal (DBP), incluyendo el tAlamo y
el cavum del septum pelucidum. La ACM se ve pulsando a nivel
de la insula. En esta posicidn se mueve el transductor hacia la
base del craneo, logrando una visibn de los pedunculos
cerebrales. Obteniendo una imagen adecuada del Poligono de
Willis, se investiga la ACM a un centimetro desde su
nacimiento, como la principal rama en direccién antero-lateral

hacia el borde lateral de la 6rbita.

- Ccp es un indicador hemodinamico resumen del estado fetal,

existiendo un cociente elevado cuando existe un fenomeno de

redistribucion vascular que es el fiel reflejo de la hipoxia fetal.
La determinacién de las OVF en cualquier territorio

materno (A Ut.) como fetal (A Umb. y ACM) se ha realizado

estudiando dos parametros velocimétricos: IR e IP

4.2.2 Estimacion directa del bienestar fetal:

- Peso fetal y placentario:informa si se trata de un feto eutréfico

0 no.
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- Indices de Apgar al 1% y 5° minuto. Este Ultimo, es el que
mejor se relaciona con la morbilidad neurologica del RN.
Describimos a lo RN como severamente deprimidos a los que
obtienen valores del test de Apgar a los 5 minutos entre O - 3,
moderadamente deprimidos entre 4 - 6 y vigorosos con una

puntuacién del Test de Apgar > 7.

- EAB: incluye el pH , el exceso de bases (EB), la PO, y la

PCO, de ambos vasos umbilicales.

La obtencién de sangre de cordén umbilical se realiz
pinzando doblemente el cordén umbilical de forma inmediata
tras el nacimiento de los recién nacidos. La extraccién se
realiz6 de forma aséptica empleando jeringas preempaquetas
y heparinizadas (Arterial Blood Sampler 1x2mL PICO 50.
Radiometer Copenhagen).

Se obtuvieron 2 tubos de sangre de cada vaso
umbilical, arteria y vena. El primero de ellos para la valoracion
del estado de oxigenacion fetal mediante la determinacién del
pH, EB, PO, y PCO, de ambos vasos umbilicales empleando
un microanalizador de gases sanguineos ABL510 Radiometer
Copenhagen, y el segundo para la determinacion del sistema
VEGF.
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4.3 DETERMINACIONES ANALITICAS

Las extracciones de sangre materna se realizaron
durante toda la gestacion, una primera determinacion en el
momento de la ecografia del primer trimestre, y el resto de
determinaciones en el segundo y tercer trimestre coincidiendo
con ecografias obstétricas. La Ultima determinacién se realizé

la semana previa al parto o en el momento del mismo.

En el plasma de estas pacientes (ambos grupos) se

determiné el VEGF circulante (libre y total), y el sFit-1.

Asi mismo, se obtuvo sangre de los vasos del corddn
umbilical de cada recién nacido (arteria y vena) donde también

se determiné el VEGF circulante (libre y total), y el sFlt-1.

La muestra de sangre, tanto materna como de los vasos
fetales, fue obtenida de forma aséptica en tubos estériles
(EDTA) de 5mL. La sangre recogida se centrifugo a 3500rpm
durante 5 minutos (Spinchron™ DXL Centrifuge. Beckman
Coulter), con el objetivo de separar el plasma de los elementos

formes.

El plasma se congel6 a — 80°C para la posterior

determinacién del sistema VEGF.

Se obtuvo al mismo tiempo un fragmento placentario de

algunas placentas, mediante diseccion con tijeras de uno de los
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cotiledones placentarios para el andlisis de la expresion del
VEGF a nivel de RNAm, el sFlt-1y el VEGFR-1.

Todos los fragmentos placentarios fueron congelados
en un refrigerador a — 80°C hasta su posterior andlisis.

4.3.1. Determinacion del VEGF y su receptor soluble (sFlt-
1)

Para la determinacion cuantitativa de VEGF libre y el
sFlt-1 se utiliz6 la técnica de ELISA (Enzyme Linked
Immunoabsorbent Assay) en sandwich (Prepotech, Rocky
HillLNJ). El kit empleado para su cuantificacion fue el de
Bender MedSytems (Vienna, Austria) segun instrucciones del

fabricante.

Basicamente la técnica consiste en una reacciéon
colorimétrica mediada por una reaccién antigeno-anticuerpo
entre el VEGF vy el sFlt-1 y un anticuerpo especifico contra los

mismos.

Los estandares, suministrados por el fabricante, y las
muestras del plasma a estudio se pipetean en pocillos de la
placa, que estan revestidos por un anticuerpo monoclonal
especifico contra el VEGF y el sFlt-1: asi cualquier VEGF o
sFIt-1 presente en el plasma es inmovilizado en el pocillo. Cada

placa esta compuesta por 40 pocillos; cada determinacion fue
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realizada por duplicado, realizandose determinaciones
maternas y fetales dentro de la misma placa. De esta manera
las muestras de las madres y sus hijos eran ensayadas en las

misma placa.

Después de lavar los pocillos para eliminar cualquier
sustancia que no haya sido fijada por el anticuerpo monoclonal
se aflade un anticuerpo policlonal unido a un enzima. Se vuelve
a lavar y se afiade una solucion substrato desarrollandose color
en forma proporcional a la cantidad de VEGF o sFlt-1 que haya

gquedado fijada en el pocillo en el primer paso.

La reaccion colorimétrica es detenida y la intensidad del
color se mide con ayuda de un lector de densidad Optica
(fotdmetro) a 450nm. Las concentraciones de VEGF y sFlt-1 en
las muestras se determinan comparando la densidad 6ptica de
las muestras en una curva estandar.

El limite de deteccidon de estos test fue de 32pg/ml.

Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron
del 8 % y 10.7% para el sFlt-1 y del 5.9% y 17.7% para el
VEGEF libre.

La sensibilidad para el f-VEGF y sFlt-1 fue de 11pg/mly

0.06ng/ml respectivamente.
Para la cuantificacion del VEGF total se empled el Kit

Quantikine (R&D) (Mineapolis USA) segun instrucciones del

fabricante y siguiendo los mismos pasos previamente descritos.
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Los valores de los tres componentes se expresaron en

pg/ml.

4.3.2. Expresion placentaria del VEGF

Para poder determinar mediante PCR cuantitativa la
expresion de ARNm del VEGF, sFlt-1 y VEGFR1 en el tejido
placentario era necesaria la realizacibn de dos procesos
previos: la extraccion del RNAmM 'y su posterior

retrotranscripcion tal y como detallamos a continuacion.

a. Aislamiento del RNAmM

La extraccion del RNA se realiz6 de acuerdo al método
de Chomczynski y Sacchi (1987) con pequefias modificaciones,

con el uso de Trizol como reactivo.

Brevemente, cada tejido fue pesado y se afadié 500ul

del reactivo TRIzol/ 100mg de peso de tejido.

El RNA total fue separado del DNA vy las proteinas al
afiadir 250ul de cloroformo, y luego fue precipitado con

isopropanol ( toda la noche a -20 °C).
El precipitado fue lavado en dos ocasiones con etanol;

secado al aire y resuspendido en agua tratada con
dietilpirocarbonato al 75% (DEPC).
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La cantidad de RNA fue cuantificada mediante
espectrofotometria en un SmartSpect 3000 espectrofotometro
(Biorad, Barcelona, Espafia).

b. RT(Reverse Transcription) Transcripcion reversa

La transcripcién reversa del RNA se llevd a cabo
utilizando el KIT avanzado de transcripcion inversa para PCR
(CLONTECH Laboratorios, Palo Alto,CA).

La formulacion de la muestra se preparé de la siguiente
manera:4ul_de 5X tampon 1ul dedesoxiNTP (desoxinucle6tidos)
(10mM), 0.5ul del inhibidor recombinante de la ribonucleasa y
1lul de la transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina

de Molowny se afadieron para reaccion individual.

Se diluy6é 1ug de cada muestra hasta un volumen total
de 12.5 ul agua preparada con DEPC y un ul de oligo (dT)18
(oligonucledtidos de 3 union aleatoria a la cadena de ARNm y

gue sirven como molde para la enzima RT).

La mezcla fue calentada a 70°C, durante 2 minutos, y

guardada en hielo hasta que la formulacion (6.5ul) fue afiadida.

Para cada transcripcion inversa (RT), se prepard un
volumen en blanco utilizando todos los reactivos excepto la
muestra de RNA con el volumen equivalente de agua DEPC

(22ul). El blanco de RT fue utilizado para preparar el blanco de
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PCR que posteriormente se utlizara como control de
contaminacion de la PCR.

Una vez mezclados todos los componentes, las
muestras fueron incubadas a 42°C durante una hora,
calentadas a 94°C durante 5 minutos para parar la sintesis de

DNAc y destruir la actividad de la desoxirribonucleasa.

El producto fue diluido a un volumen final de 100ul con
agua DEPC tratada y luego se almacend a - 20°C hasta el

analisis de la PCR.

c. PCR cuantitativa tiempo real

Los cebadores para la PCR cuantitativo fueron
disefiados utilizando el Primers Express Software. (Applied
Biosystems,Warrington,UK) y se sintetizaron por Applied

Biosystems, Barcelona, Espafia.

Los cebadores del VEGF fueron diseiflados para
amplificar una region comuan de todas las isoformas del VEGF.
La secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion es

la que se muestra a continuacion.
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Tabla 1. Secuencia de cebadores utilizada para los

estudios de RT-PCR

Transcript Forward 5" - 3° Reverse 5°- 3°

GADPH AGA TCA TCA GCA GCA TGG ACT GTC
ATG CCTCCTG GTC ATGAGTC

VEGF GGG CAG AAT CAT ATT GGA TGG CAG
CAC GAAGTG TAG CTG CG

sFlt-1 TTT CCC TGC AAG TTG TTG CAG TGC
ATT CAG GC TCA CCT CTG

VEGFR-1 CCTGCAAGATTC GGT GGA ACT GCT
AGG CAC CTAAT GAT GGC C

Para amplificar las muestras de DNAc, las muestras de
RT fueron diluidas hasta una concentracion final de 12,5ug de

DNAc/l.

En cada reaccion, un total de 4ul (50 ug DNAC) de cada
tubo de RT fue mezclada con 12.5u SYBR Green formula
magistral (Applied Biosystems, Warrington, UK) que contenian
nucleétidos, Taqg DNA polimerasa, MgCI2 y una reaccion
tamponada con SYBR Green; 1-3 ul de 0.5uM de cada cebador
y el doble de agua destilada afadida hasta completar un

volumen final de 25pl.

La PCR de tiempo real se realizé utilizando un sistema

de deteccion de secuencias ABI PRISM 7700 (Perkin
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Elmer,Corp) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Se
utilizé una tapa caliente (105°C) para evitar la evaporacion del
liquido, un paso inicial de desnaturalizacion a 95°C durante 10
minutos seguida de 40 ciclos a 95°C durante 15 segundos y
60°C durante 1 minuto.

Cada muestra fue amplificada por duplicado para el
VEGF, sFlt-1 y VEGFR1 o0 la GADPH dando lugar a cuatro

reacciones por cada muestra.

De forma paralela, diluciones seriadas 10X en duplicada
para VEGF, sFItl y VEGFR1 o la GADPH ADNc fueron

realizadas con cada analisis como curva de calibracion.

Los datos de cuantificacién fueron analizados al inicio
de la fase exponencial (18-25 ciclos, antes de la entrada en la
fase de meseta cuando el producto satura la reaccién quimica)

con ABI PRISM 1.7.andlisis software.

En dltimo término, la fluorescencia debida a la distorsiéon
generada por el ruido inespecifico fue normalizada para
establecer la sefial basal o umbral a partir de la cual las
sefiales recibidas podian considerarse como positivas y por lo
tanto cuantificables. Los duplicados que mostraban una

variacion superior al 5% fueron descartados.

Para validar la PCR a tiempo real, nos exigimos obtener

curvas de estandar de calibracién con un grado de correlacion
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superior al 95% (>0.95) y valores de pendiente asociados entre
3.1y3.4.

Para cada muestra, la suma de cada DNACc transcrito se
determind en relacion a curvas estandar . La razon
Gene/Gadph fue utilizada para estimar y comparar la expresion

relativa del gen.

Al final de la reaccién de PCR, todos los productos
alcanzaron un plateau. Para averiguar si otros productos no
esperados habian sido también amplificados, los productos de
la PCR después de 40 ciclos, fueron sometidos a proceso de
electroforesis en gel de agarosa al 4% con bromuro de etidio

para confirmar la especificidad de la amplificacion.

Para la normalizacién y cuantificacion de los resultados
se utilizard& como controlador interno la expresion de dos
genes constitutivos que se expresan en la misma cantidad
independientemente del ambiente que las rodee, nos referimos
ala GAPDH (Chomcynskiy cols., 1987).
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4.4 VARIABLES EPIDEMIOLOGICAS

Se han recogido determinadas variables
epidemioldgicas de cada gestacion para su posterior estudio.
Entre las mismas se incluyeron:

Edad materna

b. Edad gestacional en el momento de cada
exploracion y en el momento de la finalizacion del
embarazo.

c. Peso del recién nacido

d. Peso placentario (individual y total )

e. Via del parto

f. Tipo de gestacion gemelar (espontanea/ TRA)

Al analizar de forma global todas las gestaciones

gemelares bicoriales biamnidticas , observamos los datos

expuestos a continuacion (Tabla 1).
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Tabla 1. Variables epidemiologicas de la muestra
estudiada. N= 64

Media + DE Rango
Edad materna 33+5 18-45
(afios)
Semanas parto 35+2 31-40
Peso neonato (gr) 2338 + 540,6 590-3290
Peso placentario 479 +102,2 250-820

individual (gr)

La edad gestacional media del parto en dichas

gestaciones fue de 35 semanas ( rango 31- 40 semanas).

En el 53% de las ocasiones se produjo el parto antes de

la semana 37, y en el 15% antes de la semana 34.

La forma de finalizar la gestacién fue mediante cesarea
en el 87% (56 pacientes) de las ocasiones, mientras que
Unicamente en el 13% (8 pacientes) finalizaron mediante un

parto por via vaginal.

Debemos tener en cuenta que las pacientes que han
guedado gestantes mediante técnicas de induccion de la
ovulacion se han incluido dentro las que han gestado mediante
TRA, ya que al considerarse pacientes subfértiles, estas se

asocian a mayores complicaciones gestacionales.
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De las 64 (gestaciones gemelares bicoriales
biamnitticas el 45% (29 gestaciones) han sido gestaciones
espontdneas y el 55% (35 gestaciones) obtenidas mediante
TRA.

4.5. ANALISIS ESTADISTICOS

Cuando analizamos variables cualitativas y se quiso
valorar si las proporciones observadas eran diferentes, se
utilizé un test de Chi Cuadrado. Sin embargo, cuando algun
valor observado fue menor de cinco, se realizd el test exacto
de Fisher.

Cuando estudiamos la existencia de diferencias entre
dos variables cuantitativas normalmente distribuidas se recurrié
al test de “t” de muestras independientes, si bien, cuando se
compararon valores dentro de la misma gestacion (ej: entre dos
gemelos o madre-feto) se realizé un test de “t” de muestras

pareadas.

Eventualmente, cuando las observaciones no tuvieron
una distribucién normal, realizamos un test de diferencias no
paramétricas: U Mann Withney o test de Wilcoxon si las

observaciones eran pareadas.
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Para estudiar la asociacion entre diferentes parametros
hemos calculado el coeficiente de correlacion de Pearson,
obteniendo posteriormente la significacion. Hemos realizado
ajustes lineales, y las comparaciones entre rectas fueron
hechas mediante los intervalos de confianza del 95% de sus

pendientes e intersecciones.

Hemos construido curvas operadas por el receptor (ROC) para
analizar la relacion entre la sensibilidad y la tasa de falsos
positivos, y calcular el punto critico diagndstico; asi mismo
exploramos el rendimiento diagnostico (S, E, VPP, VPN),
calculando LR positiva y negativa.

El tratamiento estadistico de los indices de Apgar se
realizé tras una transformacién logaritmica en base 10 para

normalizar los valores.

Se considera la existencia de significacion estadistica

valores de p <0.05.

Los calculos se han realizado utilizando el programa
estadistico SPSS.12.
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5. RESULTADOS

5.1 GESTACIONES GEMELARES CONCORDANTES VS
DISCORDANTES PONDERALMENTE

5.1.1 Variables epidemioldgicas

a. Edad materna

Al analizar los 2 grupos de estudio gestaciones
normales y gestaciones discrepantes vemos que no existen

diferencias en la edad de las pacientes.

Si tomamos como punto de corte una discrepancia
ponderal entre gemelos > 25% la edad media materna de las
gestantes con fetos discrepantes es de 32,2 + 5,2, siendo de
33,6 =+ 5,1 la edad media de las gestantes con fetos normales
(p = 0,222).

Cuando la discrepancia ponderal existente entre los
gemelos es > 20%, la edad media de las gestantes es de 32,8
+ 5, mientras que la de las madres con gestaciones no

discrepantes es de 33,6 + 5,3 (p =0,418).

b. Técnica reproductiva
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De las 64 gestaciones gemelares 35 (55%) han sido
secundarias a TRA.

En el grupo de pacientes con una discrepancia ponderal
entre gemelos > 25%, 11 (85%) eran secundarias a TRA,
mientras que tomando como punto de corte una discrepancia >
20% encontramos 15 gestaciones (71%) obtenidas mediante
TRA.

Cuando analizamos la diferencia entre los grupos segun
el embarazo fuera espontaneo o tras TRA, observamos que
tomando como punto de corte una discrepancia ponderal entre
gemelos > 20%, no existen diferencias entre los dos grupos;
en cambio, cuando la discrepancia entre gemelos es > 25%, si
se encuentran diferencias ( Test exacto de Fisher P ,, = 0,026)
(Tabla 1).

Tabla 1. Gestaciones gemelares y técnica reproductiva

Concordantes Discrep. > 25%
Espontaneos 27 2
TRA 24 11
Total 51 13
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Al analizar la probabilidad de ocurrencia de dicha
discrepancia > 25% la LR + = 4,56 (IC 95% 1,10-18,93) y LR -
= 0,74 (IC 95% 0,56-0,96), lo que muestra que las TRA son un
factor de riesgo para la discrepancia ponderal vy
alternativamente las gestaciones gemelares de tipo espontaneo
tienen un efecto protector frente a la discrepancia en nuestra

muestra.

c. Semanas de gestacion en el parto

Dado que la prematuridad implica una mayor morbi-
mortalidad fetal, analizamos si las gestaciones discrepantes

asocian una mayor prematuridad.

Al comparar las semanas en que acontecié el parto,
cuando la discrepancia fue del 25% la edad media del parto fue
34,7 + 2,3 en tanto que en los controles fue 36 £ 2 p<0,01. La
diferencia no se observé considerando una discrepancia del
20%.

Al analizar las gestaciones gemelares discrepantes y el
parto producido antes de la semana 34,0btenemos una curva
de rendimiento diagndstico (ROC) significativa, siendo el valor
de la discrepancia que maximiza la sensibilidad y minimiza los

falsos positivos el 35% (Figura 4).

De forma semejante y considerando el concepto de

prematuridad como gestaciones finalizadas ante de la semana
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37, obtenemos una curva ROC significativa (IC 95% superiores
a 0,5), y en este caso el punto de corte obtenido es del 6%.

Figura 4. Area bajo la curva para el diagnostico de parto
prematuro ( < 34 semanas) en gestaciones gemelares
discordantes.
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Area bajo la curva (ABC) = 0,694 IC 95% (0,57 - 0,80)
Sensibilidad (S) =50% ( IC 18.9 — 81,1)

Especificidad (E) = 96.3% (87,2- 99,4)

Criterio de discrepancia > 35%

Likelyhood Ratio o razén de verosimilitud+ (LH+) : 13,49
Likelyhood Ratio o razén de verosimilitud -(LH-) : 0,52
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Se observa que si tomamos como prematuridad el parto
que se produce antes de la semana 37, no existen diferencias
significativas entre los dos grupos independientemente del
punto de corte utilizado para definir la discrepancia ponderal (>

20% / > 25%).

De forma semejante, si estudiamos la existencia de
diferencias cuando el parto se produce antes de la semana 34,
vemos que si utilizamos como punto de corte una discrepancia
> 20%, no encontramos diferencias. En cambio, cuando la
discrepancia ponderal entre gemelos es > 25% si encontramos
diferencias .

Los resultados se exponen mas detalladamente en la siguiente
tabla (Tabla 2)

Tabla 2: Discrepancia ponderal > 25% y parto prematuro < 34

semanas
Concordantes Discrep. > 25%
Parto < 34 sem. 5 5
Parto > 34sem. 46 8
Total 51 13

Chi cuadrado(y? ) p = 0,023
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Valores IC 95%
Sensibilid 38,5% 17,7% - 64,5%
Especificid 90,2% 79% - 95,7%
VPP 50% 23,7% - 76,3%
VPN 85,2% 73,4% - 92,3%
LR+ 3,9% 1,33-11,55
LR- 0,7% 0,42 -1,10

En su conjunto estos datos demuestran que la

discrepancia ponderal se asocia a prematuridad.

5.1.2 Discrepancia ponderal y bienestar fetal anteparto.

Para estudiar las OVF tanto en el territorio materno
como en el fetal a lo largo de la gestaciébn y establecer si
existen diferencias entre las gestaciones concordantes y
discrepantes hemos comparado los dos grupos empleando la
“t” de Student.

Al considerar las gestaciones discrepantes frente a las
no discrepantes obtenemos que las resistencias umbilicales
estimadas por el IR e IP son mayores en las fetos discrepantes
independientemente del punto de corte utilizado (> 20 y 25%)
para definir la discrepancia.

Cuando la discrepancia es > 20% no se observan
diferencias en las OVF del promedio de las arterias uterinas, en

la ACM ni en el Ccp (Tabla 3). Sin embargo, cuando
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comparamos las gestaciones con discrepancia > 25% frente a
las concordantes, observamos que en los gemelos
discrepantes existen mayores resistencias a nivel de las
arterias uterinas y umbilicales con menor resistencia a nivel de
la ACM, con un Ccp menor. Se alcanza significacion estadistica

en las arterias uterinas, umbilicales y Ccp ( Tabla 4).

Tabla 3. Indices velocimétricos gestaciones concordantes vs

discrepantes > 20%

Concordantes Discrep > 20%

Media + DE Media + DE p
N =134 N = 66
AUmb IR 0,6+0,1 0,7+0,1 0,01
AUmb IP 1,1+0,2 1,2+04 0,003
ACM IR 0,8+0,1 0,8+0,1 0,3
ACM IP 1,7+0,4 1,8+04 0,9
Ccp IR 1,2+0,2 1,2+0,2 0,6
Ccp IP 16+0,5 16+05 0,3
Uterina IR 0,5 +0,1 0,5 +£0,1 0,6
Uterina IP 0,8+0,3 0,8+0,4 0,2
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Tabla 4. Indices velocimétricos gestaciones concordantes vs

discrepantes > 25%.

Concordantes Discrep > 25%

Media + DE Media + DE p
N =152 N = 38
AUmb IR 0,6+0,1 0,7+ 0,1 0,001
A Umb IP 1,1 £0,2 1,4+0,6 0,001
ACM IR 0,8+0,1 0,8+0,1 0,8
ACM IP 1,7+0,4 15+04 0,4
Ccp IR 1,2+0,2 1,1+0,3 0,003
Ccp IP 1,7+0,5 1,2+0,6 0,004
Uterina IR 0,5+0,1 0,5+ 0,07 0,4
Uterina IP 0,6 +0,1 0,8+0,2 0,01

Estos datos nos hacen sugerir que ante una menor
perfusion a nivel Utero-placentario, existe una redistribucion
vascular fetal objetivada por la vasoconstriccibon a nivel

umbilical y la vasodilatacion a nivel cerebral.

Los calculos sobre las OVF de los arterias uterinas
estan realizadas sobre el promedio de ambas arterias uterinas,
y el nUmero de casos es la mitad de los expuestos al inicio de

la tabla.

128



Cuando se considerd las semanas de gestacion a las
que se realizod la exploracion, no existieron diferencias cuando
el punto de corte utilizado fue > 20% (29,9 + 8,2 vs 29,5 + 7,5)
ni del > 25% (29,9 + 8,2 vs 29,3 + 6,8).

5.1.3 Discrepancia ponderal y bienestar fetal intraparto

Al estudiar los mismos parametros que en el punto
anterior intraparto, los resultados que obtenemos son
semejantes cuando la discrepancia ponderal entre gemelos es
> 20%. Existen diferencias en los indices velocimétricos de las
arterias umbilicales sin observarse diferencias en el resto de los
parametros estudiados (OVF ACM, Ccp y vasos uterinos)
(Tabla5).
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Tabla 5: Gestaciones gemelares concordantes vs discrepantes
> 20% y OVF de los vasos fetales y maternos en la semana

previa al parto (media + DE)

Concordantes  Discrep > 20%

N =44 N =32 p
AUmb IR 0,6+0,1 0,7+ 0,1 0,01
A Umb IP 1,0 £0,2 1,3£05 0,007
ACM IR 0,7+0,1 0,7+0,1 0,9
ACM IP 16+0,5 16+04 0,5
Cep IR 1,2+0,2 1,1+0,3 0,2
Ccp IP 16+£0,5 1,4+0,6 0,1
Uterina IR 0,5 +£0,06 0,5+0,1 0,9
Uterina IP 0,7 + 0,1 0,7+0,4 0,7

De forma analoga, cuando la discrepancia es > 25% las
diferencias persisten en la arteria umbilical. Ademas, vemos
que existen diferencias en los indices velocimétricos del Ccp,
tanto en el IP como en el IR (valores inferiores del Ccp en las
gestaciones con discrepancia ponderal) y en el IP del promedio
de los vasos uterinos (valores superiores en las gestaciones

discrepantes) (Tabla 6).
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Los célculos sobre las OVF de los arterias uterinas
estan realizadas sobre el promedio de ambas arterias uterinas,
y el nimero de casos es la mitad de los expuestos al inicio de
la tabla

Tabla 6: Gestaciones gemelares concordantes vs discrepantes
> 25% y OVF de los vasos fetales y maternos en la semana

previa al parto (media + DE)

Concordantes Discrep > 25%

N =56 N =20 p
AUmb IR 0,6 +0,1 0,7+ 01 0,001
AUmb IP 1,0 £0,21 1,4+0,6 0,001
ACM IR 0,7 £0,1 0,7+0,1 0,8
ACM IP 1,6 £0,5 15 +£04 0,4
Ccp IR 1,2+0,2 1,0 £0,2 0,003
Ccp IP 1,7+£0,5 1,2+0,6 0,004
Uterina IR 0,5 +0,06 0,5 +0,1 0,4
Uterina IP 0,6 £0,1 0,8 £0,2 0,01
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Al analizar la posible influencia de la edad de gestacion
cuando se realiz6 la ecografia dentro de la semana de parto,
vimos que cuando la discrepancia ponderal era > 20% la
diferencia no fue significativa (36,1 + 2,1 vs 355 + 2.3)
concordantes vs discrepantes. Cuando la discrepancia fue >
25% se observd que las gestaciones concordantes finalizaron
posteriormente (exploracion semana previa al parto) a las
discrepantes (36,2 + 2 vs 34,7 + 2,3, p < 0,01).

Por otra parte, para obviar el sesgo que pudiera suponer
la sobre-representacion de alguno de los grupos, hemos
querido ver si dentro de la semana del parto encontramos
diferencias en las OVF de las arterias uterinas, es decir, en
funcién de la uterina que llega a la placenta que provee los

nutrientes a cada feto.

Este mismo analisis se ha realizado en los vasos fetales
(AUmb, ACM y Ccp ) en funcién del feto de mayor y menor

peso.

Los maximos pares observados han sido 64 en el caso que
compara feto mayor-feto menor de forma global, 21 cuando la
discrepancia era > 20% y 13 cuando la discrepancia era >
25%.

Se utiliza un test para muestras pareadas puesto que
compara los fetos que estadn dentro del mismo Utero. Los

resultados se exponen ampliamente en la tabla 7.
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Tabla 7. Diferencias en las OVF de las vasos fetales y uterinos
en funcién de la discrepancia ponderal entre el feto mayor y
menor. Se toma una discrepancia minima entre gemelos y una
discrepancia ponderal > 20-25%. Los resultados estan

expresados como diferencias (Media + DE)

Mayor vs Discrep > 20% Discrep > 25%
menor

Peso fetal (gr)  387,8 +306,4® 753,57 +218,9 867,3+196,3

A Umb IR 0,02+1,1 -0,04+0,1 -0,07+0,1
AUmb IP -0,07 +0,4 -0,25+0,6 -0,35+ 0,7
ACM IR 0,04+0,1® 0,06+ 0,1 ® 0,06 +0,1
ACM IP 0,15+ 0,5 0,17 +0,5 0,23+ 0,6
Ccp IR 0,05+ 0,3 0,11+0,3 0,15+ 0,3
CepIP 0,08 +0,7 0,2+0,7 0,30+ 0,6
Uterina IR -05+0,2 02+ 01® -0,13 + 0,07
Uterina IP - 0,04+ 0,4 -0,3+ 0,4 -0,28 + 0,2®

(a): p< 0,05; (b): p< 0,01; (c): p< 0,001
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Estos datos demuestran que las resistencias de los
vasos uterinos que tedricamente nutren a los fetos
discrepantes de menor peso son mayores, es decir, sugieren
un obstaculo a la perfusibn materna al feto menor en las

gestaciones discrepantes.

Los valores de las OVF en las arterias umbilicales, ACM
y Ccp son indicativas de una peor situacion hemodinamica en
los gemelos menores comparandolos con sus pares. Si bien,

no se alcanza significacion estadistica.

Por otra parte, al comparar los pardmetros que nos
sirven para valorar el bienestar fetal en el momento del parto
(peso fetal, peso placentario, EAB arterial y venoso y test de
Apgar al minuto y a los 5 minutos, no observamos diferencias
entre los 2 grupos estudiados (gestaciones normales vs
discrepantes) independientemente del punto de corte utilizado
para definir los grupos discrepantes. Unicamente observamos
diferencias significativas en el peso fetal al nacimiento (Tablas
8y9).
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Tabla 8: Gestaciones gemelares concordantes vs discrepantes

> 20% y parametros de bienestar fetal intraparto.

Concordantes Discrep.> 20%

Media + DE Media + DE P
N=86 N= 42

Peso fetal (gr) 2419 + 445 2172 + 673 0.01
Peso 473 +91,5 495 + 128 0,3
placentario (ar)

Log 1 (*) 0,9+ 0,06 0,9+ 0,05 0,6
Log 5 (*) 0,1+0,04 0,1+0,02 0,3
pH arterial 7,3+0,06 7,3+0,07 0,6
EB arterial -34+29 -34+21 0,9
pH venoso 7,3+0,05 7,3+0,07 0,2
EB venoso -36 £2,6 -36%2,6 0,1

(*) El indice de Apgar se expresa como logaritmo decimal.

135



Tabla 9 .Gestaciones gemelares concordantes vs discrepantes

> 25% y parametros de bienestar fetal intraparto.

Concordantes Discrep > 25%
Media + DE Media + DE p
N =102 N =26

Peso fetal (gr) 2425 + 442 1997,1 + 735,5 0.001
Peso 483,5 +99,5 455 + 116 0,3
placentario (ar)

Log 1 (*) 0,9+ 0,05 0,9 +£ 0,06 0,1
Log 5 (*) 0,1+0,04 0,1+0,02 0,8
pH arterial 7,3+0,06 7,3+0,09 0.4
EB arterial -3,3+29 -3,8+3,1 0,4
pH venoso 7,3+0,05 7,3+0,08 04
EB venoso -3,6+25 -3,7+2,8 0,7

(*) El indice de Apgar se expresa como logaritmo decimal.

Al obtener estos resultados, hemos querido ver si existen
diferencias en los parametros de bienestar fetal entre
hermanos, es decir comparando el feto mayor vs feto menor (
Tabla 10).

Los méximos pares observados han sido 64 en el caso que

compara feto mayor-feto menor de forma global, 21 cuando la
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discrepancia era > 20% y 13 cuando la discrepancia era >
25%.

- Se observo, como era de esperar, menor peso en las
gestaciones que discrepantes independientemente del punto

de corte, asi como en el peso placentario.

- No encontramos diferencias ni en EAB tanto de

arteria como de vena, ni en indice de Apgar al 1* y 5° minuto.

- Al analizar las gestaciones que presentaban una
discrepancia ponderal entre hermanos > 20 y 25%, el pH
obtenido en la arteria umbilical, era estadisticamente mayor en
los recién nacidos que presentan mayor peso al nacimiento (p
< 0,009 y p<0,01 respectivamente).
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Tabla 10. Diferencias en los parametros que evalian el
bienestar fetal intraparto en funcion de la discrepancia ponderal
entre el feto mayor y menor. Se toma una discrepancia minima
entre gemelos y una discrepancia ponderal > 20-25%.

( Los resultados estan expresados como diferencias).

Discrep minima  Discrepa > 20% Discrep > 25%
Mayor vs menor

Media + DE Media + DE Media + DE
Peso fetal (gr) 387,8+ 306,49 753,6+2189° 867,3+196,3"
(Pe)so placentario 83,36 + 93,3 ¥ 1488 +6 159,5 + 78 ©
ar
Log 1 (¥) 0,01+0,1 0,005 + 0,06 0,001 + 0,07
Log 5 (*) 0,002 + 0,02 0,0002 + 0,02 -0,003 + 0,02
pH arterial -18,2 + 141 0,03+0,05 0,04+0,05®
EB arterial 0,1+3,6 1,1+39 0,9+4.3
pH venoso 0,19+ 1,4 0,01 + 0,04 0,01+ 0,04
EB venoso 0,16 £4 0,009 + 3,4 0,4+ 3,5

(a):p< 0,01; (b):p < 0,009; (c): p< 0,001
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5.1.3 Gestaciones gemelares discrepantes y sistema VEGF
materno y fetal.

Antes de valorar si existen diferencias entre los distintos
componentes del sistema VEGF entre las gestaciones
discrepantes y concordantes, estudiamos las variaciones entre
los niveles de VEGF y las semanas de gestacion, ya que
nuestro objetivo es valorar si es Gtil como marcador precoz de

hipoxia fetal crénica.

Observamos una correlacion significativa y positiva
entre las semanas de gestacién y los valores del sFlt-1 a lo
largo de la gestacion (r =0,37, p < 0,001, N=112).

Es decir, conforme progresaba la gestacion los niveles de sFlt-

1 iban en aumento siendo sus valores maximos en el momento

del parto. Este resultado se muestra en la figura 5.
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Figura 5: Relacion sFlt-1 materno y semanas de gestacion de

extraccion VEGF materno.
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El resto de componentes del sistema VEGF, VEGF libre
y total, no guardaban relacién con las semanas de gestacion.

Semejantes resultados se observaban cuando se
fraccionaban las gestaciones en aquellas con fetos
concordantes y en las que desarrollaron una
discrepancia ponderal > 20 %, no existiendo asociacion
cuando la discrepancia fue > 25%.

No existian diferencias en las pendientes ni en la
interseccion de las rectas que definen las valores de sFlt-1

materno en funcién de las edad gestacional al considerar las
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gestaciones con discrepancia > 20% vy las concordantes (
Tabla 11).

Tabla 11: Estudio de regresion lineal de la asociacién entre

semana de gestacion - sFlt-1.

r p Constante Pendiente
(IC 95%)
Normales 16,4
0,4 <0,001 -116,7 !
(N =157) (-307,4-74,1) (10,4-22,5)
Discrep. 220% 3 < 0,05 -67,4 15,4
(N =65) (-453,3-318) (3,1-27,6)

Cuando analizamos la diferencia de los componentes
del sistema VEGF materno entre gestaciones normales y
discrepantes (discrepancia > 20 % o del 25%) en las muestras
extraidas en la semana previa al parto o intraparto (N=64),
obtuvimos una mayor cantidad de VEGF libre, total y sFlt-1 en
el plasma de las gestantes con gemelos sin discrepancia
ponderal al compararlas con las madres que presentan

gemelos discrepantes.

Existia unicamente una diferencia significativa cuando

se analizaba el VEGF total y la discrepancia estudiada era del
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> 20%, y en el VEGF libre cuando la discrepancia era > 25%.
(Tabla 12 y 13).

Tabla 12: Sistema VEGF materno y gestaciones discrepantes >
20%

Sistema VEGF No Discrepantes Discrepa > 20%
Media + DE Media + DE p
N =37 N =19

VEGEF libre 117,2 + 88 89,8 £ 63,1 0,233
(pg/mi)

VEGF total 362,3 £ 500,5 112,9 £102,5 0,037
(pg/mi)

sFlt-1(pg/ml) 530,5 + 349,4 511,8 +443,6 0,861

Tabla 13. Sistema VEGF materno y gestaciones gemelares

discrepantes > 25%.

Sistema No Discrepantes Discrep > 25%
VEGF Media + DE Media + DE p
N =44 N =12
VEGF libre 118,6 + 82,2 68,8 + 64,6 0,047
(pg/ml)
VEGF total 324,4 +468,9 106,4 + 88,6 0,11
(pg/ml)
sFIt-1 (pg/ml) 571,8 + 380,4 350,0 + 337,8 0,07



Dado el reducido numero de gestaciones discrepantes
(N=21 discrepancia > 20% y N=13 discrepancia > 25%)
recurrimos a pruebas no paramétricas (U Mann Withney) ,
observando que no existian diferencias entre los valores del
sistema VEGF materno cuando el punto de corte de
discrepancia lo situdbamos en el 20%, aunque el valor de la “p”
se aproximaba a la significacion en el andlisis de los tres
componentes.

Sin embargo cuando la discrepancia era superior al 25%
encontrabamos una diferencia significativa en los valores de
VEGF libre y sFlt-1 materno (p < 0,05). Es decir, las
gestaciones con discrepancias > 25% tienen menores valores
del VEGF total y libre que las no discrepantes.

Si analizamos todos los casos estudiados (donde el
mismo caso puede estar representado en varias ocasiones)
observamos que las madres con gestaciones discrepantes >
25% tienen valores de VEGF libre y total inferiores que las no
discrepantes ( p< 0,01) ( Tabla 14).
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Tabla 14. Sistema VEGF materno y gestaciones

gemelares discrepantes > 25% a lo largo de la gestacion.

Sistema VEGF No Discrep > 25% p

Discrepantes

Media + DE Media + DE

N =93 N =20

VEGF libre 103,4 +8,1 58,1+ 12 0,01
(pg/mi)
VEGF total 269,8 + 46,9 103,8 + 24,4 0,01
(ng/ml)
sFlt-1(pg/ml) 423,7+37,0 294,4 + 63,2 NS

Por otra parte, debido a que las gestaciones
discrepantes finalizaron antes la gestacibn que las
concordantes, normalizamos los valores para las semanas de
gestacion observando que los tres parametros del sistema
VEGF eran menores en las madres con gemelos discrepantes
(p < 0,001).

Los niveles de los diferentes componentes del complejo
VEGF en los vasos fetales (arteria y vena) de los gemelos no
discrepantes y discrepantes tampoco mostraban diferencias, al
igual que tampoco lo hacia la expresion placentaria del VEGF
(Tabla 15 y 16) independientemente del punto de corte utilizado

para definir la discrepancia entre gemelos.
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Tabla 15: Sistema VEGF fetal y gestaciones gemelares
discrepantes > 20% (N=21).
Sistema VEGF Concordantes Discrep > 20%
fetal Media+ DE Media+ DE p
VEGF libre 1274+ 79 121,6 +72,8 0,8
arteria (pg/ml)
VEGF total 177,4 +£118,7 267,4 + 305 0,2
arteria (pg/ml)
sFlt-1 arteria 78,7 £ 100 110,2 +116 0.3
(na/ml)
VEGF libre 96,3 + 62 103 £ 69 0,7
vena(pg/ml)
VEGF total 238,5 + 365 172,9 £ 170 0,5
vena(pg/ml)
sFlt-1 vena 60,9 + 104,5 229 + 512 0,17
(pg/ml)
VEGF placenta 15,5+ 28,9 1,9+2,6 0,3
sFlt-1 placenta 1,0+0,6 0,8+0,3 04
VEGFR1 1,4+26 05+0,7 0.5
placenta



Tabla 16: Sistema VEGF fetal y gestaciones gemelares
discrepantes > 25% (N=13)

Sistema VEGF Concordantes Discrep > 25%

fetal Media+ DE Media+ DE p
VEGEF libre 123,9 +93 110,9 £ 80 0,7
arteria(pg/ml)

VEGF total 1475+ 112 266,3 £ 367 0,3
arteria(pg/ml)

SFIt-1 51,7 + 87 89,1 + 120 0.4
arteria(pg/ml)

VEGEF libre 65,3 +43 76,6 £ 60 0,6
vena(pg/ml)

VEGF total 118,9 + 139 98,3 +99 0,7
vena(pg/ml)

sFlt-1 21,1+ 354 280,3 + 707 0,2
vena(pg/ml)

VEGF placenta 1,1+1,9 3,1+3,8 0,6
SFlt-1 placenta 0,6 +0,4 0,9+0,2 0.4
VEGFR1 0,1+0,06 08+1 0,4
placenta

Cuando realizamos el estudio del sistema VEGF en los
vasos fetales, entre el feto mayor y menor (hermanos),
tampoco observamos diferencias, ni al analizarlos de forma
global ni al estudiar Gnicamente las gestaciones con

discrepancia ponderal independientemente de la discrepancia
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existente entre hermanos (> 20 y 25%). Se observaron los
mismos resultados al estudiar la expresién del VEGF a nivel
placentario.

5.2. ESTUDIO DE LA ASOCIACION DE LAS ONDAS DE
VELOCIDAD DE FLUJO EN LOS VASOS FETALES Y
MATERNOS.

5.2.1 Bienestar fetal anteparto

Puesto que no disponemos de pruebas invasivas para
valorar la situacién fetal anteparto esta se estima mediante la
situacion cerebro-vascular que refleja una buena oxigenacion

de los centros cardio-reguladores a nivel central.

El Doppler de la arteria umbilical y la ACM asi como su
cociente serian los parametros que nos informan del bienestar

fetal anteparto.
Por otro lado el Doppler de las arterias uterinas en la
madre nos informa de las resistencias uteroplacentarias

(perfusion) e indirectamente del aporte de nutrientes al feto.

Las observaciones en estos andlisis han oscilado entre
140-182 pares de datos.
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Considerando el flujo total que aportan las arterias
uterinas, que seria el promedio de la arteria uterina derecha y
la arteria uterina izquierda, al estudiar su asociacion con el
Doppler de la A. Umb., ACM y Ccp observamos que existia una
correlacion significativa y positiva entre el IP del promedio de
las uterinas, el IP de los vasos umbilicales fetales (r = 0,21 p<
0,01) y significativa y negativa con el IP del Ccp (r = -0,24 p<
0,005).

No se observaba una asociacion significativa cuando se
consideraba el IR del promedio de las arterias uterinas y el

Doppler de los vasos fetales (Tabla 17).

Tabla 17: Correlacién OVF vasos uterinos y OVF vasos fetales
(N =146)

IP PROMEDIO IR PROMEDIO
UTERINAS UTERINAS
AUmb. IP r=0.21 p<0.01 r=0.07 p=0.401
AUmb IR r=0.13 p=0.097 r=-0.05 p=0.523
ACM IP r=-0.14 p=0.09 r =-0.07 p=0.407
ACM IR r=-0.09 p=0.287 r =-0.01 p=0.882
CCp IP r =-0.24 p=0.004 r=-0.08 p=0.37
CCp IR r=-0.14 p=0.079 r=0.06 p=0.424

Estos datos en su conjunto mostraban una asociacion
débil entre el promedio del flujo sanguineo de las vasos

uterinos estimado mediante la OVF y los parametros
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velocimétricos fetales a lo largo de las semanas de gestacion
estudiados.

Cuando analizamos de forma independiente el Doppler
de las arterias uterinas con el Doppler de la arteria umbilical,
ACM y Ccp del feto situado préximo a la insercion placentaria y
su uterina correspondiente, no se observé asociacion entre las
estimaciones de las OVF de las arterias uterinas y los
parametros velocimétricos fetales, a excepcion del IP de la
arteria uterina derecha que se correlacionaba de forma
significativamente y positiva con los indices velocimétricos de la
arteria umbilical (IP r = 0,26 p< 0,05 ) y de forma significativa y

negativa con el IP del Ccp (r =- 0,24 p< 0,05).

5.2.2 Bienestar fetal intraparto

Intraparto y al nacimiento el EAB en la arteria umbilical
es el mejor método objetivo del que disponemos para la

valoracion del estado fetal.

El peso fetal y placentario sirven como métodos
indirectos de la situacion fetal cronica informandonos del aporte
de nutrientes y en su caso por su déficit por insuficiencia de

estos (hipoxia materna, insuficiencia placentaria).

El Doppler umbilical, de la ACM y su cociente obtenido

previo al parto, también informaran de una adaptacion cronica
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al entorno materno en tanto que el EAB e indice de Apgar

reflejarian cambios tanto cronicos como agudos.

Al analizar la relacion entre los distintos parametros
evaluados con el objetivo de aumentar el conocimiento del
estado de bienestar fetal hemos obtenido los siguientes

resultados:

No se observaba ninguna asociacion entre el Doppler
del promedio de las arterias uterinas en conjunto, con el peso
individual de la placenta, el peso del recién nacido, el EAB en
los vasos umbilicales ni con el indice de Apgar al minuto ni a

los 5 minutos expresados en forma de logaritmo.

Las OVF de los vasos umbilicales, se asociaban
Unicamente de forma estadisticamente significativa y negativa
con el peso fetal individual (IP r = - 0,49 p<0,001; IRr=- 0,46
P< 0,001, N=82). Figura 6.

No se observaba asociacion alguna con el EAB de los
vasos umbilicales, el peso de la placenta (total ni individual) ni
con el logaritmo del indice de Apgar al minuto ni a los cinco

minutos del nacimiento.
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Figura 6. Correlacion peso fetal (gr) - IP arteria umbilical.

3500
] oo o r=-0,49
3000 9
Le% e ° p < 0,001
= -
2500 o9 CR )
K A o
= ®
e L X ;." ~ ®
o 2000 ~
g ] ®, ® . N
o ° ® ® ~ ..
1500 @, - o ® .. N
2% e ~.
. ® @ ~. -
-
1000 ®
- -
500 b
T T T T T T
0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
IP umbilical

Tampoco encontramos asociacién entre los parametros
velocimétricos de la ACM fetal y los parametros analizados

( peso RN, peso placentario, EAB, y logaritmo del Apgar al
nacimiento).

Tras analizar de forma individual los indices
velocimétricos en los vasos fetales, hemos querido ver si existe

alguna relacion con Ccp.
Tedricamente el Ccp el estimador mas sensible de la

hipoxia fetal valorada de forma no cruenta, ya que , si existe un

estado de hipoxia fetal este cociente sufre variaciones siendo el
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cociente inferior a 1 cuando el feto esta comprometido

(fendmeno de redistribucion vascular).

Observamos una asociacion positiva entre el Ccp y el
peso fetal, es decir, a mayor cociente mayor peso fetal (IP r =
0,27 p < 0,05 N= 82, IR r = 0,33, p< 0,01, N=82) sin
encontrarse relacion alguna con el resto de parametros de
bienestar fetal analizados (peso RN, peso placentario, EAB y

logaritmo del Apgar al minuto y a los 5 minutos).

Figura 7. Relacion IR Ccp- peso RN (gr).
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5.3. SISTEMA VEGF MATERNO- FETAL

Con el andlisis de estos datos se pretende aumentar el
conocimiento del sistema VEGF en el binomio feto-materno, lo
que nos ayudara a comprender la interrelacion y la adaptacion
fetal a procesos hipoxicos.

Con este objetivo, hemos analizado la relacion que
existe entre los valores de los diferentes componentes del
sistema VEGF plasméatico materno periparto y los componentes
del sistema VEGF en los vasos fetales (arteria y vena), al igual
que la relacion que existe con la expresion del VEGF nivel

placentario.

En primer lugar en la tabla 18 se exponen las
diferencias materno-fetales del sistema VEGF observandose
que las concentraciones de VEGF libre y total son mayores en
la sangre de los vasos umbilicales que en la madre, en tanto,
los niveles de sFlt-1 son superiores en sangre materna que en

el compartimento fetal.
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Tabla 18. Diferencias materno-fetales en el sistema VEGF.
N =108

pg/ ml VEGF
Media + DE p

VEGF libre materno 106,3 + 81,5 0,01
VEGEF libre arteria fetal 151,8 + 220

VEGF total materno 289,8 +440,2 0,003
VEGEF total arteria fetal 453,2 +526,7

sFlt-1 materno 520,3 +£386,5 0,001
sFlt-1 arteria fetal 89,8 +111,5

VEGF libre materno 108,5 + 89 0,035
VEGEF libre vena fetal 151 + 232,2

VEGF total materno 293,3+438,5 0,001
VEGF total vena fetal 420,7 +497,2

sFlt-1 materno 529,7 + 391,8 0,001
sFlt-1 vena fetal 67,8 £+81,6

En segundo lugar, analizamos la relacion entre los
diferentes componentes del sistema VEGF materno con sus
homologos a nivel de los vasos fetales. Observamos en todos
los casos la existencia de una correlacion significativa y positiva
(tabla 19).

En tercer lugar, analizamos la correlacion entre los
diferentes pardmetros del sistema VEGF materno-fetal, y la
relacion con la expresion placentaria del VEGF, no

observandose asociacion
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Tabla 19: Correlacion Sistema VEGF materno- VEGF fetal y

placentario.
Sistema VEGF materno
VEGEF libre VEGEF total sFit-1
VEGF arteria fetal
(N=107)
VEGEF libre r =0.25, p=0.008 r=0.17 p=0.078 r =0.18, p=0.60
VEGEF total r =0.47, p=0.001 r =0,54, p=0.001 r=0.17, p=0.07
sFlt-1 r =0.15, p=0.11 r =0.06, p= 0.553 r =0.37, p=0.001

Sist. VEGF vena fetal

N= 106

S/EGF Iillre r =0,34 ,p=0.001 r =0.27, p=0.004 r =0.26, p=0.007
VEGF total r=0.53,p=0.001 r=0.70,p=0.001 1 =0.19,p=0.045
sFIt-1 r=0.01, p=0.304 r=-0.10, p=0.287 r =0.33, p=0.001

Sist. VEGF placentario

(N=55)

VEGE r=-0,12,p=0.360 r=-0.06, p=0.625 r =-0.20, p=0.137
sFit-1 r =0.23 p=0.86 r =0.30, p=0.02 r=-0.10 p=0.46
VEGFR1 r=0.17 ,p=0.229  r=0.18, p=0.20 r =-0.13, p=0.363

Al analizar detalladamente los resultados expuestos en la

tabla observamos los siguientes resultados:

Todos los componentes del sistema VEGF materno (VEGF
libre, VEGF total y sFlt-1) se correlacionaban con sus
correspondientes homologos en los vasos fetales (arteria y
vena) de forma significativa y positiva, no asociandose con el

sistema VEGF a nivel placentario.
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5.4. SISTEMA VEGF MATERNO Y BIENESTAR FETAL

Pretendemos evaluar si la variacion de los diferentes
pardmetros del sistema VEGF analizados en plasma materno
nos servirian como indicador de la hipoxia fetal durante la
gestacién que es uno de los objetivos principales de nuestro

trabajo.

Sabemos que hoy por hoy no existe ningln parametro
precoz y preciso que nos permita conocer el estado de

bienestar fetal intrauterino a lo largo de la gestacion.

La medicion de las diferentes OVF mediante el empleo
del Doppler en los diferentes vasos fetales nos permite conocer
el estado fetal intrauterino en gestaciones de alto riesgo

obstétrico como lo son las gestaciones gemelares.

Resulta interesante, por lo tanto, conocer la relacién
que existe entre los niveles de VEGF plasmatico materno y los
diferentes indices velocimétricos en los vasos fetales a lo largo

de la gestacion.
Esto nos permitiria tener un mayor numero de
pardmetros para el diagnostico de una situacion de riesgo de

pérdida de bienestar fetal intrauterino.

Todo ello, ayudaria a una temprana actuacion obstétrica

con la posibilidad de disminuir la morbi-mortalidad fetal.
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Al analizar la asociacion entre los niveles del sistema
VEGF plasmético materno y los indices velocimétricos en los
vasos maternos y fetales Unicamente observamos una
correlacion significativa y negativa entre el sFit-1 materno y la
OVF de la arteria umbilical (IR r = -0,20,p <0,01; IP r=-0,18 p
<0,05 n = 160) y positiva con el IP del Ccp (r = 0,21, p < 0,005,
N= 142). No existia una relacién con el resto de OVF ni de los

vasos uterinos ni con la ACM fetal.

Al realizar el mismo estudio en la semana del parto
encontramos, de forma semejante a lo que ocurria a la largo de
la gestacion, una correlacion significativa y negativa del sFlt-1
con las OVF de la arteria umbilical (IR r = -0,24,p <0,05; IP r = -
0,23, p<0,05,N=78)y con el IR del Ccp (r=0,33 p< 0,01,
N=74)yellP(r=0,27, p< 0,01, N =74).

Por otra parte hallamos una correlacion significativa y
positiva entre el sFlt-1 y el EAB en arteria umbilical (EB r= 0,24.
p<0,01, N=109) y el Apgar en el primer minuto ( r=0,19, p<0,05,
N=112) asi como una correlacion significativa y negativa del
VEGEF libre y total con el Apgar a los 5 minutos ( r=-0,26,
p< 0,005, r =-0,30, p< 0,001 respectivamente N= 112).
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5.5 SISTEMA VEGF FETAL Y BIENESTAR FETAL

El feto recibe sangre oxigenada a través de la vena
umbilical, siendo la arteria la encargada de transportar los
productos de deshecho del feto.

Pensando que el feto podria responder a sus
necesidades de angiogénesis mediante la produccion de los
componentes del complejo VEGF resultaria interesante el
estudio de los diferentes componentes del sistema VEGF en

los vasos fetales.

Al analizar los resultados, encontramos que existian
diferencias arterio-venosas de los diferentes componentes del
sistema VEGF separando individualmente a cada gemelo
dentro de cada gestacibn gemelar. Se observaban niveles
superiores en arteria fetal con respecto a la vena en todos los

componentes del sistema VEGF.

Estos resultados se obtuvieron tanto cuando realizamos
el analisis de los datos con el empleo de técnicas parametricas
(Test de T Student ) como no paramétricas ( Test de Wilcoxon),
aungue en ninguno de los casos estas diferencias resultaron

estadisticamente significativas. Tabla 20.
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Tabla 20: Diferencias arterio-venosas del sistema VEGF de
forma individual en cada gemelos en el momento del parto.
(N =54)

VEGF p

pg/ mi Media + DE
VEGF libre arteria 152,1 + 220,1 0,9
VEGEF libre vena 148,6 + 228,4
VEGF total arteria 426,8 +516,1 0,6
VEGF total vena 393,1 +£496,6
sFlt-1 arteria 85,6 + 106,1 0,7
sFlt-1 vena 76,3 £ 98,6

Al analizar la relacion entre los diferentes componentes
del sistema VEGF en los vasos fetales (arteria y vena)
analizados de forma individual en cada recién nacido y los
parametros objetivos que determinan el estado de bienestar
fetal anteparto (Doppler) e intraparto (peso fetal, peso
placentario, EAB e indice de Apgar) vimos que no existia una
correlacion entre el sistema VEGF de los vasos fetales y sus
indices velocimétricos (A. Umb,ACM, Ccp) ni tampoco con el

las OVF de los vasos uterinos maternos.
Sin embargo, encontramos una correlacion significativa

y negativa entre los niveles de sFlt-1 en arteria fetal y el pH en
arteria umbilical fetal (r=- 0,28 p< 0,01 N = 111), es decir, a pH
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menores, mayores valores de sFlt-1 encontrabamos en dichos
vasos. Figura 8.

Figura 8. Relacion sFlt-1- pH arteria umbilical fetal.
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El VEGF total en vena fetal se correlacionaba de forma
significativa y positiva con el EB tanto en arteria (r = 0,33,
p< 0,001 N =110) como en vena fetal (r=0,30, p<0,001,
N = 110).

El resto de parametros de bienestar fetal (peso RN,
peso placentario, EAB en vasos fetales e indice de Apgar al
minuto y a los 5 minutos) no se correlacionaban con el resto de

componentes del sistema VEGF en los vasos fetales.
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5.6 SISTEMA VEGF PLACENTARIO Y BIENESTAR FETAL

Al analizar la correlacién entre las expresion placentaria
de los diferentes componentes del sistema VEGF y los
pardmetros de bienestar fetal, no encontramos ninguna
correlacion ni con las OVF de los vasos fetales y maternos ni
con el resto de parametros que valoraban el bienestar fetal

intraparto (peso fetal, peso placentario, EAB e indice de

Apgar).

También analizamos la relacién entre el sistema VEGF

placentario y el sistema VEGF fetal y materno.

Unicamente se mostraba una correlacion significativa y
positiva entre el VEGFR1 placentario y el VEGF libre en arteria
y vena fetales (r = 0,31, p < 0,05y r = 0,46, p< 0,003,N = 39
respectivamente) y también con el VEGF total en ambos vasos
fetales (r = 0,41 p < 0,09 y r = 0,43, p< 0,007, N= 39
respectivamente). No existia correlacion entre el resto de
pardmetros placentarios del sistema VEGF y los sistemas

VEGF materno y fetales.
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6. DISCUSION






6. DISCUSION

El trabajo que hemos desarrollado pretende conocer
con mayor exactitud los factores involucrados en el desarrollo
de la discrepancia ponderal dentro de las gestaciones
gemelares bicoriales biamniéticas .

Entre sus posibles etiologias encontramos un papel genético y
lo que es mas importante para nuestro estudio la posibilidad de
la existencia de una insuficiencia placentaria que origine la

discrepancia entre gemelos.

Sabemos que el VEGF y / o su receptor soluble, sFlt-1,
estd aumentado en situaciones obstétricas donde existe un
desarrollo placentario patolégico como son la preeclamspia y

los CIR (Wathen y cols., 2006, Chainworapongsa y cols., 2005).

Las gestaciones gemelares discrepantes proporcionan
un modelo ideal natural para el estudio de la relaciéon del VEGF
con la hipoxia fetal o los factores que interfieren en su
crecimiento para valorar si estos factores realmente fueran

responsables de la discrepancia.

Este es el primer estudio en humanos que analiza la
utilidad del sistema VEGF en gestaciones gemelares.
Con su analisis pretendemos conocer la fisiopatologia de la

gestaciones gemelares discrepantes y la utilidad del sistema
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VEGF como marcador de compromiso vascular en las mismas.

El aumento en la incidencia de las gestaciones
gemelares debido a la gran demanda en el empleo de TRA, ha
llevado a numerosos autores al estudio de las complicaciones
derivadas de su empleo asi como al estudio de las
complicaciones obstétricas derivadas de las mismas.

La gestacion mudaltiple iatrogena es la complicacion mas
importante asociada a las TRA. A pesar de ello existe poca
informacién y controvertida sobre las complicaciones
obstétricas y resultados perinatales en gestaciones gemelares
derivadas de TRA con respecto a las gestaciones gemelares

espontaneas.

Se describe un aumento en la incidencia de partos
prematuros y de pequefios para edad gestacional en las
gestaciones gemelares de TRA frente a las espontdneas
(Moise y cols.,1998; Saygan-Karamursel y cols., 2006). Otros
autores encuentran resultados similares, es decir una mayor
incidencia de prematuridad y un menor resultado en el test de
Apgar al nacimiento en los gemelos de TRA (Cornelis y cols.,
2001), pero seialan el hecho de la subfertilidad en las parejas
que demandan TRA como factor intrinseco contribuyente de

estos resultados.
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Existen varios factores que sugieren la asociacion entre
subfertilidad y resultados obstétricos desfavorables, entre los
que encontramos el tabaquismo, la enfermedad pélvica
inflamatoria, deficiencia de acido félico y el estres (Baird y cols.,
1999), apuntando también que posiblemente estas pacientes
pudieran tener problemas tiroideos o patologia inmunoldgica

asociada.

Sin embargo, Haydon y cols.,2006, no encuentran
diferencias en cuanto a complicaciones neonatales entre las

gestaciones gemelares espontaneas y las derivadas de TRA.

En nuestra muestra estudiada la edad materna fue
superior en las gestantes del grupo que gestaron con el empleo
de TRA ( 34 + 4,6 vs 32,7 = 5,3) sin ser significativa esta
diferencia. Estos resultados son esperables debido a que la
edad es una factor intimamente asociado a problemas de

infertilidad (Kessler y cols, 1980, Haydon y cols., 2006).

Entre las complicaciones obstétricas derivadas de las
gestaciones gemelares encontramos la discrepancia ponderal
que es un fenbmeno comin que acontece en
aproximadamente un 15% de las mismas. Usualmente definida
como una diferencia ponderal entre gemelos > 20 o al 25%,
debido a que este punto de corte es el que mejor identifica los
fetos o neonatos que presentan mayor morbi-mortalidad (Hollier

y cols., 1999; Gernt y cols., 2001; Demissie y cols., 2002)
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Respecto a este hallazgo existe discrepancia entre
diversos autores. Narine y cols 2003 no encuentran
diferencias en cuanto a la discrepancia entre gestaciones
espontdneas y las derivadas de TRA, mientras que autores
como Zadori y Audibert observan un aumento de las
gestaciones discrepantes en las gestaciones derivadas de TRA
( Zadori y cols., 2004; Audibert y cols., 2002). Esta discrepancia
puede ser debida en parte a una diferencia en el punto de corte
empleado para definir la discrepancia ponderal y por otra parte,

de mayor importancia, a la diferencia segun la corionicidad.

Nosotros, analizando Unicamente gestaciones
gemelares bicoriales biamnibticas, encontramos una mayor
frecuencia de gestaciones con discrepancia ponderal entre
gemelos concebidos mediante TRA con respecto a las
gestaciones espontaneas, aunque solo llega a ser significativa
la diferencia cuando la discrepancia entre gemelos es > 25%.
Por ello consideramos que es una de las complicaciones
obstétricas a tener en cuenta a la hora del manejo de

gestaciones gemelares derivadas de TRA.

Por otra parte también se ha estudiado la prematuridad
por su gran importancia con respecto a la morbi-mortalidad
perinatal. Asi, autores como Jackson y Reddy, en recientes
publicaciones concluyen que las gestaciones Unicas derivadas
de TRA tienen un riesgo incrementado de parto prematuro y
como consecuencia de bajo peso y de fetos pequefios para la

edad gestacional ( Jackson y cols., 2004; Reddy y cols., 2007).
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Las gestaciones gemelares implican por ellas mismas
una mayor incidencia de parto prematuro, sin embargo se ha
postulado que las TRA también podrian jugar un papel en este
hecho, ya que se ha visto que las gestaciones unicas
derivadas de TRA presentan, como hemos comentado
anteriormente,una mayor prematuridad y fetos de menor peso
la nacimiento con respecto a las gestaciones Unicas

espontaneas (Dawood, 1996).

Moise y cols., 1998 describen un riesgo de parto
prematuro 4 veces superior en gestaciones mudltiples con
respecto a las Unicas documentando que el 50% de las
gestaciones gemelares finalizan antes de la semana 37 de

gestacion.

Nosotros observamos que el 53% de las gestantes
tienen un parto antes de la semana 37 y hasta en un 15% de

las ocasiones un parto antes de la semana 34.

Tomando la prematuridad en su concepto clasico, es
decir, fetos nacidos antes de la 37 semanas, hemos observado
tras el analisis mediante el empleo de curvas ROC que la

prematuridad esta asociada a una discrepancia superior al 6%.
Cuando consideramos la prematuridad inferior a 34

semanas, lo que como es sabido se asocia a una mayor morbi-

mortalidad perinatal, (Mercer y cols., 2003), en nuestra muestra
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se asocia a gestaciones con gemelos con discordancias

superiores al 35%.

Es importante destacar que en nuestra poblacién
estudiada la incidencia de prematuridad no estd aumentada en
las gestaciones derivadas de TRA con respecto a las
espontaneas. siendo estos resultados similares a los descritos
por Olivennes Yy cols., 1996. Otros autores, en cambio apuntan
un aumento de la prematuridad (partos entre semana 34-36) en

gestaciones derivadas de TRA ( Verstraelen y cols., 2005).

Con esto, al analizar en conjuncion la prematuridad con
la discrepancia ponderal, si vemos que las gestaciones que
presentan grandes discrepancias entre gemelos presentan una
mayor incidencia de parto prematuro si tomamos como punto

de corte las 34 semanas de edad gestacional.

Desde el punto de vista clinico, la discrepancia ponderal
expresa una mayor severidad hipoxica en el gemelo menor, lo
que presumiblemente lleva a los obstetras a finalizar antes la

gestacion (Hollier y cols., 1999).

Debido a que la morbi-mortalidad perinatal esta
aumentada hasta 10 veces en las gestaciones gemelares con
fetos discrepantes comparada con los gemelares con fetos
concordantes, la deteccion anteparto de dichas gestaciones y
sus posibles complicaciones esté siendo un area importante de

estudio e investigacion.
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El empleo de la ecografia es una herramienta obligada
en el control de las gestaciones gemelares para el diagndstico
precoz de la gemelaridad, su corionicidad, la posible
discrepancia ponderal , la exploracion del bienestar fetal en
caso de CIR y presentacion fetal.

Numerosos autores han empleado la ecografia para el

diagndstico precoz de la discrepancia ponderal entre gemelos.

Dickey y cols.,1992 demostraron un crecimiento
discrepante entre gemelos ya desde el periodo embrionario.
Por otra parte Kalish y cols., 2003 observan que los gemelos
que presentan una discrepancia ponderal en el momento del
nacimiento, ya presentan estas diferencias en la longitud
craneo-caudal (CRL) > percentil 90 entre la semana 11y 14 de

gestacion.

El DBP ha sido el parametro méas ampliamente
estudiado en las gestaciones gemelares. Una diferencia
superior a 4 -5mm entre los DBP de ambos gemelos se ha
asociado con discrepancia ponderal y un resultado perinatal
adverso (Crane y cols., 1980, Grumbach y cols.,1986). Estos
hallazgos no han sido encontrados en otras publicaciones
donde se encuentra una diferencia ponderal entre gemelos
superior al 30% con soélo una diferencia entre ambos DBP de
1mm (Erkkola y cols.,1985)
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Campbell y Willkin fueron el primer grupo que
estudiaron la CA como predictor de discrepancia ponderal entre
gemelos (Campbell y cols., 1975).Tras estos hallazgos otros
autores como Shab, Charlemaine y Klam han estudiado otros
parametros ecograficos para el diagnostico de gemelos
discordantes. Estos autores concluyen que la medicion de la
CA es el parametro de mayor importancia a la hora de discernir
gemelos discrepantes (Shah y cols.,1994; Charlemaine y cols.,
2000; Klam y cols., 2005).

Otros autores como Gernt concluye que la ecografia es
capaz de discernir con precision los gemelos que presentaran
una discrepancia superior al 25% entre gemelos con las
biometrias realizadas 2 semanas previas al parto (Gernt y cols.,
2001).

En nuestro estudio hemos sospechado la discrepancia
ponderal entre gemelos con las biometrias realizadas a lo largo
de la gestacion (DBP, CA 'y LF) para inferir el peso fetal, si bien
el diagnostico de confirmacion se produjo tras el parto

determinado por el peso de ambos fetos.

Sabemos que la placenta juega un papel importante en
el crecimiento fetal. La disfuncion placentaria o un flujo uterino
desigual en los gemelos podria afectar al crecimiento fetal

desde el primer trimestre de las gestacion.
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El CIR, la hipertension inducida por la gestacion y la
gestaciéon mudltiple se asocian a un 50% de prematuridad y
riesgo de hipoxia.

La hipoxia fetal aguda o cronica es un factor de riesgo
gue se asocia a mortalidad y morbilidad fetal. Para minimizar la
agresion de la hipoxia el feto recurre fundamentalmente a tres
mecanismos: redistribucion de la masa circulante a favor de los
organos vitales (cerebro, corazon y suprarrenales), disminucion
del consumo de O, y glucélisis anaerobia.

Por lo tanto es critico para la objetivacion de la hipoxia
el conocimiento del EAB y cuando esto no sea posible la
redistribucion del flujo sanguineo, mediante el estudio Doppler
en A.Umb y ACM del feto.

El estudio Doppler en las gestaciones de alto riesgo
obstétrico ha sido evaluada por diversos autores. La medicion
de las OVF permite conocer el estado hemodinamico fetal

posibilitando el diagnéstico de situaciones de hipoxia fetal.

Neilson (1998) y Alfirevic (1995) demostraron que la
valoracion de las OVF en los vasos umbilicales en gestaciones
Unicas de alto riesgo obstétrico reducia de forma significativa

la morbi-mortalidad perinatal.

Sin embargo, existe pocos datos sobre el empleo del

Doppler en el manejo de las gestaciones gemelares y su
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utiidad para disminuir las complicaciones que estas

gestaciones implican.

Autores como Giles y col., 2003 no encuentran beneficio
en el empleo del Doppler de los vasos umbilicales en las
gestaciones gemelares. Este Ultimo estudio tiene la limitacion
de no distinguir la corionicidad entre gemelos, cosa importante
ya que las gestaciones monocoriales per se tienen un riesgo
incrementado de complicaciones obstétricas. En cambio, Ding
2006 y Joern 2000 en sus estudios encuentran en el Doppler
una herramienta fundamental para valorar los resultados
obstétricos en las gestaciones que presentan una discrepancia

ponderal.

En nuestro estudio se han valorado las OVF de las
arterias uterinas y de los vasos fetales a lo largo de los tres

trimestres de la gestacion.

Observamos que los fetos que muestran una
discrepancia ponderal presentan IR e IP mayores en los vasos
umbilicales con respecto a los fetos que presentan un
crecimiento simétrico, dato concordante con lo que muestran

Neilson y Ding en sus estudios.

Sabemos que de forma fisiolégica se produce una
disminucion de las resistencias en los vasos umbilicales
conforme progresa la gestacion. Por ello tuvimos en cuenta la

semana de gestacion en la que se realizé la exploracion.
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De esta manera, se obvia que el cambio observado en
los parametros velocimétricos de los vasos umbilicales sean
edad gestacional - dependientes y por lo tanto pudieran ser
atribuibles a la discrepancia ponderal.

Nosotros observamos las diferencias en el IR e IP tanto
en las discrepancias > 20 y 25%, no encontrando diferencias en
las semanas de gestacion cuando la discrepancia fue del 20%.
En contraste, cuando la discrepancia fue superior al 25% si que
se obsevaron diferencias en las semanas de finalizacion de la
gestacién o cuando se realizaron las exploraciones.

Esto sugiere, que cuando la discrepancia es mayor del
25% las resistencias elevadas en el IP e IR en el caso de las
gestaciones dicrepantes pueden tener un doble componente:
hipoxico y edad gestacional dependiente, puesto que a menor

edad gestacional las resistencias seran mayores

La placentacion andmala se pone de manifiesto durante
las primeras semanas de gestacion, y aunque los vasos
uterinos no muestren diferencias, el que exista una mayor
resistencia a nivel de los vasos umbilicales podria justificar el
consiguiente desarrollo de una discrepancia ponderal en la

gestacion secundaria a una insuficiencia placentaria

Por ello hemos comprobado si los fetos de menor peso
presentan diferencias en las OVF con respecto a los fetos de
mayor peso con el objetivo de realizar un buen diagnostico

diferencial entre fetos pequefios para edad gestaciones (PEG)

175



o fetos con CIR y valorar la importancia de los vasos uterinos
del lado de cada insercion placentaria.

Se observa que existe un menor IR en ACM y un Ccp
cercano a 1 en los fetos de menor peso al estudiarlos de forma
global.

Al estudiar la diferencia entre el feto mayor y menor
dentro Unicamente de las gestaciones discrepantes (> 20 y
25%) también se observa el mismo fendmeno, existiendo una
mayor resistencia a nivel de los vasos umbilicales en los fetos

de menor peso.

Esto indica que los fetos que muestran menor peso
presentan un menor aporte sanguineo y como consecuencia
inician una redistribucion del flujo que se objetiva por una
vasodilatacién cerebral permitiendo la llegada de sangre a los

territorios fetales vitales.

Todo ello permite afirmar que los fetos que presentan un
menor peso dentro de las gestaciones discrepantes son
verdaderos CIR y no PEG, por lo que seria la disfuncion

placentaria el origen de dichos CIR (Sterne y cols., 2001).

Con todo lo analizado nuestros datos apoyan que el
empleo de la ecografia y del Doppler nos es de utilidad en el
manejo clinico-obstétrico de las gestaciones de alto riesgo

como lo son las gestaciones gemelares.
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.La determinacion de las OVF a nivel de las arterias
uterinas ha sido ampliamente estudiado en las gestaciones
dnicas , ya que se ha visto que se encuentran alteradas en las
gestaciones que desarrollan complicaciones obstétricas
( Fratelli, y cols., 2006).

Papageorghiou y cols., 2007 en una revisibn que
realizan sobre los estudios del Doppler en las arterias uterinas
y resultados obstétricos adversos, concluyen que su empleo es
atii para el diagnostico de gestantes que desarrollaran

preeclampsia y otras patologias obstétricas.

Sin embargo existen pocos estudios sobre el Doppler

de las arterias uterinas en las gestaciones gemelares.

Geipel y cols., 2002 sugieren que su determinacion
tiene una baja sensibilidad a la hora de predecir resultados
obstétricos desfavorables. Sin embargo Yu y cols., 2002
encuentran que la medicién de las OVF de los vasos uterino en
el segundo trimestre gestacional es util para predecir resultados

obstétricos desfavorables.

Nuestro estudio encuentra diferencias en los IP de los
vasos uterinos cuando existe una discrepancia entre gemelos >
25%, y cuando analizamos estos vasos entre feto mayor y
menor y la discrepancia es > 25%, siendo el IP y el IR en los

vasos uterinos mayores en los fetos de menor peso.
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De estos datos se deduce que una disminucion en el
flujo utero-placentario podria contribuir en el fenébmeno de

discrepancia en las gestaciones gemelares.

El no observar diferencias en los parametros que
valoran el bienestar fetal intraparto entre las gestaciones
gemelares discrepantes y concordantes se puede explicar por
una precoz finalizacion de las gestaciones gemelares
discrepantes al realizar un diagnéstico de un CIR de uno de los

gemelos.

Al analizar si existen diferencias entre el feto mayor y
menor en todas las gestaciones de forma global tampoco
evidenciamos diferencias, si bien, al ser el pH en la arteria
umbilical el pardmetro objetivo que valora intraparto el estado
de oxigenacion fetal, vemos que los fetos de menor peso al
analizar Gnicamente las gestaciones discrepantes presentan un

pH menor.

Esto indica que realmente son fetos que presentan una
peor oxigenacion fetal.

Una limitacién de nuestro estudio es el no haber tenido
en cuenta el orden de nacimiento entre ambos fetos, la via de
finalizacion, ni el tiempo transcurrido entre el nacimiento del
primer y segundo gemelo, si bien el 85% de las pacientes

finalizaron en cesarea.
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Al analizar la gasometria en los vasos fetales Leung y
cols., 2004 encuentran diferencias en el EAB entre el primer y
segundo gemelo cuando nos encontramos ante un parto
vaginal. Este mismo autor pone de manifiesto las diferencias en
los pardmetros del EAB tanto en arteria como en vena teniendo
en cuenta el tiempo que transcurre entre la extraccién del
primer y segundo gemelo ( Leung y cols., 2002).

Estos mismos resultados son encontrados por Mc Grail
y cols., 2005 que observan una disminucién del pH en los
vasos fetales a medida que aumenta el intervalo entre el
nacimiento del primer y segundo gemelo, pero apuntan que
esta diferencia no es lo suficientemente importante para
producir un impacto en el manejo clinico. Edris y cols., 2006
establecen un punto de corte de 60 minutos en el intervalo
entre el nacimiento de los dos gemelos observando una

acidosis neonatal del segundo gemelo cuando esto se produce.

Otro de los parametros que hemos evaluado para
valorar al estado de bienestar fetal al nacimiento ha sido el Test
de Apgar. Numerosos estudios han relacionado test de Apgar
bajos con un aumento de la mortalidad perinatal y de pardlisis
cerebral (Thorngren-Jernecky cols., 2001; Casey y cols., 2001;
Hogan, 2007). En nuestros resultados el test de Apgar al
minuto y a las 5 minutos es similar en gemelos discrepantes y
no discrepantes al igual que cuando analizamos el feto de

mayor y menor peso.
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Estudios recientes en animales (Matsumoto y cols.,
2002, Bahtiyar y cols., 2007) y en humanos (Ahmed y cols.,
2000) sefialan que la hipoxia es un potente inductor de la
expresion, sintesis y secrecion del VEGF y su antagonista
natural el sFlt-1.

La determinacion de niveles de los diferentes
componentes del complejo VEGF ha sido fuente de conflicto.
Las discrepancias son atribuibles a que segun la técnica
utilizada, se detecta forma libre o total, no se valora el sFlt-1, no
se especifican las isoformas especificas y, sobretodo, no se
tiene en cuenta que las determinaciones séricas estan
contaminadas por el VEGF almacenado en las plaquetas
(Jelkman y cols., 2001).

Los factores angiogénicos juegan un papel crucial en el
desarrollo placentario normal y estan alterados en situaciones
gestacionales patologicas como la preeclampsia y CIR ( ambas
situaciones constituyen dos modelos de hipoxia por

insuficiencia placentaria).

La actividad de estos factores angiogénicos deben de
estar en equilibrio para poder formar una red vascular
correctamente funcionante.

En humanos, en gestaciones Unicas y en situaciones
gue condicionan hipoxia, no existe unanimidad en cuanto a los
resultados, asi en preeclampsia el VEGF se encuentra

aumentado respecto a gestaciones normales (Helske y cols.,
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2001;Vuorela y cols., 2002; Bosio y cols., 2001; Simmons y
cols., 2000) pero algunos lo encuentran disminuido (Zhou vy
cols., 2002).

En casos de CIR, se observan mayores discrepancias,
asi estd aumentado (Helske y cols., 2001) , no cambia (Vuorela
y cols., 2000,Lash y cols., 2001) o esta disminuido (Regnault y
cols., 2002).

También existen discrepancias en los niveles maternos
de sFlt-1 en gestaciones con PEG. Estas discrepancias
pueden ser debidas a que sus niveles han sido estudiados en
diferentes semanas de gestacion.

Autores como Shibata, 2005 y Wathen, 2006 estudian
una poblacién con una edad gestacional media de 39 y 38
semanas respectivamente no encontrando niveles de sFlt-1 en
mujeres normotensas con neoanatos PEG, mientras que
autores como Stephan y cols., 2004 obtienen niveles

superiores en las gestantes con CIR.

Por otra parte, en el estudio realizado por Shibata, los
PEG se definen como un peso fetal inferior al percentil 10 sin

tener en cuenta los indices velocimétricos.

La diferencia a la hora de definir los RN PEG y aquellos
qgue presentan un CIR es de gran importancia a la hora de
exponer los resultados. Esto es debido a que son realmente los
RN con CIR quienes muestran una alteracion en el desarrollo

placentario.
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Levine y cols., 2004, analizan las variaciones de los
niveles de sFlt-1 y el PIGF a lo largo de la gestacion,
observando que las niveles de sFlt-1 aumentan y los de PIGF
disminuyen en los dos ultimos meses del embarazo. Estos
mismos cambios se producian mas precoz y marcadamente en
las gestantes que desarrollaron preeclampsia posteriormente,
por lo que concluyen que la determinacién de estos dos
factores seria (til para predecir las pacientes que

posteriormente sufrirdn esta patologia.

No se han publicado estudios sobre el sistema VEGF y
las gestaciones gemelares, ni tampoco la variacion de los
diferentes componentes del complejo VEGF a lo largo de las

mismas.

En nuestro estudio hemos visto que los valores de sFlt-1
aumentan con la edad gestacional en plasma materno. La
menor concentracion de sFlt-1 materno en las gestaciones
discrepantes podria ser un efecto de una menor edad

gestacional en el momento de su analisis.

Por otra parte, también observamos niveles superiores
de VEGEF libre y total en las gestaciones no discrepantes, que

es significativa cuando hablamos del VEGF libre y la
discrepancia es > 25% y del VEGF total cuando discrepancia
es > 20%. Este fendmeno puede atribuirse a que las

gestaciones  discrepantes tendrian menores factores
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angiogénicos, que se traduciria en una menor masa feto-

placentaria.

Los componentes del sistema VEGF en los vasos
fetales han sido estudiados por pocos autores (Wallner y cols.,
2007, Schlembach y cols., 2007). El grupo de Schlembach
estudia los niveles VEGF y sFIt-1 en gestaciones Unicas con
preeclampsia y CIR tanto en plasma materno como en los
vasos fetales y la correlacion con el IP de los vasos umbilicales
y las arterias uterinas.

En sus resultados no obtienen diferencias en los niveles de
VEGF y sFlt-1 en arteria y vena fetales, observando
Unicamente una correlacion significativa y positiva entre el sFlt-
1 en vena fetal y el IP en la arteria umbilical. No observan
correlacion entre los niveles de VEGF en arteria umbilical y el
IP ni de la arteria

umbilical ni de los vasos uterinos. Finalmente concluyen que la
combinacién de ambos parametros seria Util como screening
para predecir posibles complicaciones obstétricas como la

preeclampsia y los CIR en gestaciones Unicas.

Al analizar en conjunto en las gestaciones gemelares la
relacion entre el sistema VEGF materno y fetal y las OVF en los
vasos maternos y fetales, vemos que anteparto existe una
correlacion significativa y negativa entre el sFlt-1 en plasma
materno y los indices velocimétricos en arteria umbilical y

significativa y positiva con el Ccp.
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Esto indicaria que a mayor inhibicion de la angiogénesis a nivel
materno, es decir mayores niveles de sFlt-1, el feto tendria
menores resistencias en los vasos umbilicales y, por tanto
recibiria mayor aporte sanguineo lo que posibilitaria una mayor

extraccion de O,.

Esto es concordante con lo relacién existente entre el
sFlit-1 y el Ccp, ya que a menor Ccp peor situacion

hemodinamica presentaria el feto.

Estos mismos resultados se obtienen cuando se analiza
la correlacion entre el sistema VEGF materno y las OVF fetales

en la semana previa al parto.

La combinacién del Doppler en los vasos uterinos y los
componentes del sistema VEGF materno ha sido evaluada
recientemente por diversos autores para el diagnostico de la

preeclampsia y el CIR en gestaciones Unicas.

Savvidou y cols., 2006 encuentran niveles de sFlt-1
mayores y de VEGF menores en las gestantes que presentan
OVF patologicas con CIR establecido con respecto a las
gestantes que presentan OVF en los vasos uterinos normales

entre la semana 23 y 26 de gestacion.
Nuestro estudio es el primero que valora de forma

conjunta el sistema VEGF materno y las OVF en las arterias

uterinas gestaciones gemelares.
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Autores como Geipel y cols., 2002, y Yu y cols., 2002,
han evaluado el empleo de las OVF en las arterias uterinas
para predecir el resultado perinatal en gestaciones gemelares
encontrando resultados dispares.

Asi como algunos autores establecen su utilidad para
predecir la evolucidon e preeclampsia o CIR en gestacionbes
unicas que a diferencia de lo que ocurre en gestaciones Unicas
(Pilalis y cols., 2007; Papageorghiou vy cols., 2001;Martin y
cols., 2001), Geipel y cols., establecen que la medicién de las
OVF en los vasos uterinos tiene una baja sensibilidad para
predecir un resultado obstétrico desfavorable en gestaciones
gemelares.

Con esto, concluyen que en las gestaciones gemelares
debe existir un mecanismo adicional que sea el responsable de
la aparicion de preeclampsia o de CIR.

Sin embargo, Yu vy cols., 2002, defienden que el
empleo del Doppler en los vasos uterinos en la semana 23 de
gestacion es capaz de identificar a una importante poblacion de
gestaciones gemelares que desarrollardn  patologias

relacionadas con una insuficiencia Utero-placentaria.

Nuestros resultados encuentran mayor resistencia en
los indices velocimétricos de los vasos uterinos
correspondientes  al feto de menor peso cuando la
discrepancia entre gemelos es superior al 25%.

Esto indicaria un menor aporte de sustratos, que se

podria explicar por una alteracion en la dilatacion de la arterias

185



espirales que conduciria a una angiogénesis placentaria

deficitaria y, con ello, a un menor aporte sanguineo al feto.

Los niveles de los componentes del sistema VEGF fetal
no se correlacionan con las OVF de los vasos maternos ni
fetales. El no encontrar relacién entre el sistema VEGF en la
arteria umbilical, que drena del feto a la placenta, y las OVF
tanto de vasos materno como fetales nos hace sugerir que la
angiogénesis fetal inducida expresada por el sistema VEGF, no
contribuiria en la génesis de la discrepancia ponderal en las

gestaciones gemelares.

Estos datos tomados en su conjunto nos sugeririan que
seria la combinacion del sistema VEGF materno y los indices
velocimétricos de los vasos fetales lo que nos ayudaria a
conocer mejor el estado de oxigenacion fetal a lo largo de la

gestacion dentro de las gestaciones gemelares.

No encontramos asociacion entre los componentes del
sistema VEGF fetal y los indices velocimétricos de los vasos
fetales, por lo tanto, la combinacién de ambos no nos ayudaria
para predecir los resultados obstétricos desfavorables en las

gestaciones gemelares.
Lo anteriormente expuesto, nos induce a pensar que el

empleo de los niveles maternos de sFIt-1 podria ser Gtil para

valorar el estado de oxigenacion fetal , ya que como hemos
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dicho anteriormente se asocia con las OVF de la arteria
umbilical y el Ccp.

Este estudio, también es el primero que valora la
relacion del sistema VEGF tanto materno como fetal con el
resto parametros de bienestar fetal en el momento del parto.

La correlacion significativa y positiva entre el sFIt-1 en
plasma materno y el EB en la arteria umbilical y el test de
Apgar al minuto hace al sFlt-1 el tnico componente del sistema
VEGF que se relaciona con la situacion de bienestar fetal en el
momento del nacimiento.

La asociacion de un sFlt-1 materno elevado con una
resistencia umbilical disminuida (coeficiente de correlacion
negativo) es consecuente, en tanto, valores mayores del test
de Apgar al minuto asi como del EB (se han analizado con

signo negativo) resulta desconcertante.

En el feto, encontramos niveles mayores de sFlt- 1 en
arteria umbilical a menores pH fetales, mientras que los niveles
de VEGF total en vena umbilical fetal se correlacionan de
forma significativa y positiva con el EB tanto en arteria como en
vena umbilical. Estos datos si que estan en linea con los
conocimientos que poseemos sobre el sistema VEGF y la
fisiopatologia de la adaptacion fetal a los compromisos

hipoxicos.
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Llama la atencién que no exista asociacion entre los
pardmetros del sistema VEGF materno y las OVF de las
arterias uterinas ni con el peso total de las placentas ni de los
fetos, ni con la suma del peso total de placentas y fetos.

A semejanza de las neoplasias el sistema VEGF
induciria el crecimiento estimulando la neovascularizacion, y
cabria pensar en la gestacion como un proceso neoformativo
en el que el sistema VEGF materno tuviera importancia en el

peso fetal y placentario (Kim y cols., 1993)

El estudio de la asociacion entre el sistema VEGF

materno y fetal ha sido poco estudiado hasta la actualidad .

Vemos que todos los parametros del sistema VEGF
materno se correlacionan con sus homoélogos en los vasos
fetales por lo que la unidad feto-placentaria seria una fuente

importante de produccion de estos factores.

Al analizar la relacion materno fetal de los diferentes
componentes del sistema VEGF, observamos que estos se
correlacionan madre-feto tanto en gemelares globalmente,
como al considerar por separado los concordantes y
discrepantes. Las diferencias madre-feto del sistema VEGF
muestra un gradiente significativo feto materno de VEGF libre y
total, mientras que el sFlt-1 muestra un gradiente opuesto, es
decir, las concentraciones de VEGF libre y total son mayores

en el feto (arteria y vena) mientras que los de sFlt-1 son
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superiores en la madre. Estos datos analizados globalmente se
muestran en la tabla 18.

Wallner y cols., 2007 afirman que el sFlt-1 se secretaria
a la circulacion materna, mientras que el VEGF se secretaria a
la circulacion fetal.

Estos datos sugeririan que el crecimiento fetal estaria
condicionado por un aumento del factor inhibidor de la
angiogénesis (sFlt-1) materno. En respuesta existiria un
aumento de la angiogénesis fetal evidenciada por el aumento
del VEGEF libre y total.

Nuestros datos en su conjunto coinciden con lo

expuesto por Wallner y cols.

Finalmente hemos querido observar la relacion entre la
expresion del sistema VEGF placentario, su relacién con los
parametros de bienestar fetal y la correlacion con el sistema

VEGF materno y fetal.

Sabemos que una de las familias encargada de estimular la
angiogénesis es el sistema VEGF. Este es esencial para un
correcto crecimiento y maduracion placentaria (Smith y cols.,
2000). Recientemente se ha postulado un posible papel de la
familia VEGF en la regulacion de la angiogénesis en el lugar de

implantacion (Plaisier y cols., 2007).
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La regulacién de la angiogénesis es un proceso complejo que
engloba la interaccion de factores tanto estimuladores e
inhibidores.

El VEGF y sus receptores (VEGFR-1 y VEGFR2) estimulan la
angiogénesis y vasculogénesis placentaria. Numerosos
estudios han revelado la expresion del VEGF y sus receptores
a nivel placentario y la implicacién en su desarrollo (Dermir y
cols., 2004; Dermir y cols., 2006).

La placenta humana no es un 6rgano homogéneo y cada
cotiledén actia como unidad independiente en el intercambio
materno-fetal. En la decidua materna, la expresion del VEGF es
mas evidente en el trofoblasto intermedio que contiene
vellosidades del tejido préxima a la interfase feto-materna. Esto
sugiere que el VEGF actia de manera paracrina. Sin embargo,
se han implicado otros factores como las citokinas (Trudinger y
cols.,2000) y otros factores angiogénicos, como el PIGF y las
angiopoietinas, en la regulacién del sistema VEGF (Shore y
cols.,1997; Kingdom y cols.,2000).

Cuando se produce una alteracion entre los factores implicados
en el proceso de angiogénesis, se produce un crecimiento
insuficiente vascular a nivel de los vasos de las vellosidades
terminales zona encargada del intercambio gaseoso. Esto
conlleva a wuna insuficiencia placentaria produciéndose
subsecuentemente patologia obstétrica como CIR o

preeclampsia (Kumazaki y cols., 2002, Regnault y cols., 2002).
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Sharkey y cols 1993 han demostrado la expresion placentaria
del VEGF a lo largo de la gestacion ( Sharkey y cols., 1993). En
las placentas de gestaciones normales a término, la expresion
del VEGF ha sido localizada en las vellosidades del
sincitiotrofoblasto y en el trofoblasto de la decidua materna,
observandose una variabilidad en la expresion del VEGF a
nivel de los diferentes territorios placentarios (Clark y cols.,
1996).

Rajakuman y cols., 2005 observaron un aumento de la
expresion del RNAm del VEGFR1 y del sFlt-1 a nivel
placentario en las pacientes con preeclampsia, sugiriendo que
una alteracibn en su expresién podria contribuir a una
alteracion en el proceso de vasculogénesis placentaria al inicio

de la gestacion.

En nuestra muestra, encontramos niveles bajos en la expresion
de VEGF, VEGFRL1 y sFlt-1 en las placentas de las gestaciones
gemelares. Sin embargo, aunque no encontremos una
diferencia estadisticamente significativa entre las placentas de
gestaciones gemelares discrepantes y concordantes,
encontramos menores niveles de los tres componentes en las
gestaciones gemelares discrepantes ( > 20 y 25%).

Pensando que podria ser secundario a que hemos analizado
las placentas de forma global, decidimos analizar si realmente
existian diferencias en la expresion placentaria de los tres

componentes entre el feto de mayor y menor peso. Sin
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embargo, tampoco obtuvimos diferencias en su expresion entre

hermanos.

Estos resultados pueden ser debidos, en parte a un tamafio
muestral insuficiente, y por otra parte al andlisis de diferentes
territorio placentarios, ya que la muestra de cada placenta se

obtuvo de forma aleatoria.

Debido a que el VEGF participa en la angiogénesis placentaria,
su expresion podria ser un indicador del estado de oxigenacion
fetal. Por ello hemos establecido la relacién entre la expresion
placentaria del VEGF, los indices velociméticos en los vasos

fetales y maternos y el resto de parametros de bienestar fetal.

Pocos estudios han determinado si la expresion del VEGF a
nivel placentario tiene relevancia clinica. Tse y cols., 2001
encontraron una correlacién entre la expresion placentaria del
VEGF a nivel tanto del sincitiotrofoblasto como del trofoblasto
intermedio y el Apgar al minuto y a los 5 minutos tanto en

gestaciones normales como en las que presentaban un CIR.

Sabemos que el test de Apgar al minuto y a los 5 minutos
refleja el estado del RN y que el EAB en los vasos umbilicales
es el marcador bioquimico que mejor refleja la situaciéon de la

oxigenacion fetal en el momento del parto.
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Nuestros datos no muestran ninguna asociacion entre la
expresion del sistema VEGF a nivel placentario y factores que
nos indican el bienestar fetal de forma directa o indirecta.

Por los hallazgos de nuestro estudio podemos decir que a
diferencia de lo que ocurre en otras patologias donde existe
una insuficiencia placentaria, la expresién del VEGF a nivel
placentario no nos aporta informacién a la hora de diferenciar
gestaciones gemelares con crecimiento concordante de las
discordante, lo que apuntaria a otro mecanismo fisiopatologico

responsable de la discrepancia ponderal entre gemelos.
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7. CONCLUSIONES

1. La determinacién del sistema VEGF en plasma materno a lo
largo de la gestacién no nos ayuda a diferenciar entre las
gestaciones gemelares concordantes y discrepantes,
tampoco es Util para el diagnéstico de la hipoxia fetal.

2. La existencia de discrepancia ponderal en gemelares se
asocia a TRA.

3. El empleo del Doppler para el estudio de las OVF en los
vasos fetales en gestaciones gemelares, es una
herramienta util que permite valorar las situaciones de CIR,
puesto que existe una mayor resistencia en la arteria
umbilical y un menor Ccp en los fetos de menor peso al

nacimiento.

4. No encontramos diferencias en los parametros directos que
valoran el bienestar fetal al nacimiento entre las
gestaciones gemelares con fetos concordantes y las que
presentan fetos discrepantes. Sin embargo, al realizar la
comparacion entre hermanos, vemos que el peso
placentario individual y los valores de pH en arteria fetal
son menores en los fetos que presentan menor peso al

nacimiento.
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5. Los niveles del sistema VEGF fetal tanto en arteria como en
vena umbilical no muestra diferencias entre los dos grupos
estudiados.

6. La placenta es un inductor de los cambios del sistema VEGF

tanto a nivel materno como fetal.

7. Los niveles de sFIt -1 en arteria umbilical fetal se
correlacionan con el pH en arteria fetal al nacimiento, lo que
sugiere su papel en el mecanismo de adaptacién fetal a la

hipoxia.

8. La expresion placentaria del sistema VEGF en nuestro
estudio no nos ha aportando ninguna ventaja, ya que no se
correlaciona ni con las OVF de los vasos maternos ni
fetales ni con ninguno de los pardmetros valorados de

bienestar fetal intraparto ni al nacimiento.
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