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1. INTRODUCCION

La angiogénesis, es uno de los procesos biolégicos mas importantes,
necesaria para la funcion fisiolégica 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 6rganos
afectos. En procesos cancerigenos , la angiogénesis aberrante puede ser
terapéuticamente bloqueada para prevenir la progresion de la enfermedad. El
embarazo, el desarrollo de feto y la placenta, requiere la formacion de vasos
sanguineos y los procesos angiogénicos tienen una importancia capital.
Asimismo, existen situaciones en las que se ha involucrado una
vascularizacién anémala, como son la hipertensién inducida por el embarazo
(HIE), la restriccién del crecimiento intrauterino (CIR), la diabetes....

Parece estar claro que una gran diversidad de procesos patoldgicos tienen en
comun la alteracién del sistema vascular. Durante los Ultimos afios, estos
procesos han empezado a ser bien definidos a nivel celular y molecular,
buscando nuevas estrategias para el tratamiento de estos procesos a nivel
primario en lugar de tratar las manifestaciones provocadas a consecuencia de
la lesién vascular. Por tanto, el conocimiento de la funcién normal de las
células vasculares y como puede ser alterada, es fundamental para conseguir
lo anterior. Los factores involucrados en la angiogénesis durante la gestacion,
tanto normal como patolégica, no han sido muy estudiados y los resultados

de que disponemos son contradictorios.

1.1 La célula endotelial.

La funcién normal de la célula endotelial, es fundamental para una adecuada
homeostasis del sistema vascular. El endotelio, tiene tres funciones
fundamentales:

1. Es un tejido metabdlicamente activo, secretor de factores vasoactivos.

2. Es una superficie anticoagulante, antitrombotica.

3. Actua de barrera para evitar el paso indiscriminado de sustancias a través

de la pared arterial.
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1.1.1 Metabolismo de la célula endotelial y secreci 6n de factores
vasoactivos.

La célula endotelial, secreta sustancias vasoactivas que juegan un papel
importante en el control del tono vascular. Estas moléculas incluyen
vasodilatadores como la prostaciclina, factor relajante derivado endotelial
(EDRF) u NO (oxido nitrico) ( Taylor y Weston 1988) y el factor
hiperpolarizante derivado endotelial. Por otro lado, el endotelio también estara
produciendo sustancias vasoconstrictoras como son la endotelina vy los
prostanoides (Lin y cols., 1994). Ademas, la célula endotelial también sintetiza
y secreta sustancias como el antigeno factor VIII, factor von Willebrand, factor
tisular, trombomodulina y activador tisular del plasminégeno los cuales
intervienen en las vias de coagulacién y fibrinolisis. Los componentes
estructurales de la matriz extracelular sintetizados por estas células incluyen
el colageno, elastina, glicosaminglicanos vy la fibronectina (Sato y cols., 1987).
La composicion de la matriz extracelular estad dinamicamente modulada por
las metaloproteinasas, enzimas también sintetizas por las células endoteliales
y las células del muasculo liso (Galis y cols., 1994). Ademas, la célula
endotelial, sintetiza factores de crecimiento que regulan la proliferacién de las
células del musculo liso. Finalmente, la célula endotelial, es capaz de aclarar
los metabolitos transportados por la sangre y sustancias sintetizadas
localmente como los lipidos y las lipoproteinas plasmaticas, serotonina,
catecolaminas, bradicinina y angiotensina (Cary y Mendelsohn 1987).

También participard en el metabolismo de los lipidos plasmaticos.

1.1.2 La célula endotelial y trombosis.

Las células endoteliales quiescentes, presentan una superficie antitrombética
que inhibe la adhesion plaquetaria y la coagulacion. Es capaz de sintetizar
factores protrombéticos, especialmente cuando son estimuladas por citocinas
o factores inflamatorios. Por tanto, el endotelio representa una balanza
funcional trombosis-antitrombosis. Potentes anticoagulantes sintetizados por
estas células son la prostaciclina y el NO, que inhiben la agregacion

plaguetar, (Gryglewski y cols., 1988 ) la antitrombina Ill, moléculas heparin-
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like, trombomodulina, la cual activa a la proteina C que también se expresa
en el endotelio y factor activador del plasminégeno (t-PA). Entre los factores
procoagulantes que puede sintetizar el endotelio se encuentran el factor
tisular, factor VIII, factor Va y el Inhibidor 1 del activador del plasminégeno
(PAI-1). Situaciones de lesion endotelial o procesos inflamatorios, realzan el
estado protrombotico del endotelio estimulando el factor tisular y el PAI-1. No
todos los factores que controlan la expresibn de las moléculas
protrombéticas-antitrombdéticas/fibrinoliticas son conocidas, pero lo que si que

esta claro es que el endotelio, es un gran regulador de la homeostasis.

1.1.3 Permeabilidad de la célula endotelial.

Un papel muy importante del endotelio es regular la permeabilidad a las
macromoléculas. El transporte de estas moléculas sera diferente,
dependiendo del tamafio del vaso. En los vasos grandes, el proceso
contribuye a la nutricion del vaso y actla como una barrera selectiva. En la
microcirculacion, la permeabilidad endotelial regula la distribucion de los
nutrientes a los 6rganos y el intercambio de productos metabdlicos.

Los dos mecanismos mayores para regular la barrera endotelial, son
modulando las uniones intercelulares y el transporte transendotelial vesicular.
La regulacion de las uniones intercelulares, va a ser importante en el
crecimiento de nuevos vasos, en la extravasacion de los leucocitos y en la
filtracion de las macromoléculas. Estas uniones, tendran distintas
caracteristicas dependiendo de su localizacion y del tamafio del vaso. A nivel
capilar y postcapilar venoso, responderan a agentes vasoactivos, incluyendo
el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), histamina y
prostaglandinas. A nivel arterial, estas uniones son mas oclusivas. Todo esto,
permite al endotelio actuar como una barrera selectiva y modular el acceso de
sustancias mitdégenas, trombéticas o vasoactivas a la capa vascular de
musculo liso.

Otro mecanismo modulador de la barrera endotelial es la contraccién de la
célula endotelial, en respuesta de varios agonistas como la histamina, la

trombina y la ionomicina, probablemente, este mecanismo contractil sea uno
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de los mecanismos mas importantes en la formacion de edema, en respuesta
a la bradicinina y a la histamina. Este fendmeno ocurrirhd en respuesta a
sefiales intracelulares como la activacion de la proteinkinasa C, la

fosforilacién del canal de miosina o la activacién de las tirosinkinasas.

1.2 Formacién de la red vascular
El sistema vascular se desarrolla a través de 2 procesos distintos,

vasculogénesis y angiogénesis.

1.2.1 Vasculogénesis

Durante la vasculogénesis, las células endoteliales progenitoras

(angioblastos) forman una red vascular primitiva. Este proceso se produce

sobretodo durante el desarrollo fetal, aunque el reclutamiento de angioblastos

desde la médula 6sea y sangre periférica en respuesta a la isquemia se ha

descrito en adultos.(Risau y Flamme 1995).

La vasculogénesis comprende tres pasos (Flamme y cols 1997):

1 Induccibn de los hemangioblastos y angioblastos (mediado
principalmente a través del factor de crecimiento fibroblastico (FGF)).

2 Ensamblaje de los vasos primordiales (mediado principalmente por el
factor de crecimiento vascular endotelial / sistema receptor del factor de
crecimiento vascular endotelial VEGF/VEGF R).

3 Transiciéon de vasculogénesis a angiogénesis.

1.2.2 Angiogénesis

La angiogénesis consiste en el desarrollo de nuevos vasos a partir de vasos
preexistentes. Podemos clasificarla de varias formas; ramificada y no
ramificada (Folkman y Shing 1992), fisioldgica y patolégica o como
angiogénesis terapéutica.

Durante la gestacion, la angiogénesis ramificada la encontramos sobre todo
en el 2° trimestre, sin embargo la no ramificada predomina en el tercer
trimestre.

La angiogénesis fisioldgica juega un papel importante en la curacién de las
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fracturas de hueso, formacion del cuerpo lUteo, crecimiento endometrial, en la
implantacion del embrién y en la placentacion. La angiogénesis patoldgica
forma parte del crecimiento metastatico de los tumores, artritis reumatoide,
retinopatias, inflamaciones crénicas y psoriasis (Folkman 1995).

La angiogénesis terapéutica, se define como el uso de agentes biolégicos o
material bioactivo para estimular el crecimiento de los nuevos vasos, utilizado
en los procesos isquémicos cardiacos, en enfermedad cerebrovascular o
fracturas de hueso (Thompson y cols 2000). La inhibicién de la angiogénesis
parece ser un importante acercamiento al tratamiento del céncer (Folkman
1995).

En general, el proceso angiogénico, es iniciado por factores de crecimiento
(FGF, VEGF, factor de crecimiento placentario (PIGF), factor de necrosis
tumoral (TNFa), etc). Estos factores de crecimiento, aumentan la
permeabilidad de los vasos, estimulan la degradacién proteolitica de la matriz
extracelular (lamina basal y reticular) mediante protesasas especificas
(colagenasas y activadores del plasminégeno), causando la proliferaciéon de
las células endoteliales. ElI proceso se completa por la migracion
quimiotactica de las células endoteliales e invasion de la matriz extracelular,
formacién de la luz del vaso y maduracién funcional del endotelio
(reclutamiento de pericitos y células del musculo liso) (Risau 1997).

El proceso angiogénico de proliferacion y migracion de las células
endoteliales es facilitado por las células de adhesion molecular,
concretamente la alfa V integrinas, vitronectina vy fibrinbgeno que 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 inhibicibn efectiva de la

neovascularizacién (Hammes y cols 1996) .

20



Figura 1: cascada de la angiogenesis. 1 Produccion de factores de
crecimiento y liberacion. 2 Union a los receptores de la célula endotelial. 3
Activacion de la célula endotelial. 4 Degradacion enzimatica de la membrana
basal. 5 Proliferacion y migracion de la célula endotelial. 6 Formacién de los
tubos vasculares. (Lavaque y cols., 2006).

1.2.2.1 Regulacioén de la angiogénesis
Un amplio espectro de factores juegan un papel importante en la iniciacion y
regulacién de la angiogénesis y el paso a ésta es regulado por un cambio en
el equilibrio local entre factores angiogénicos y sus inhibidores. La lista de
factores reguladores de la angiogenesis incluye :

-Citocinas, hormonas y factores de crecimiento

-Hipoxia e hipoglucemia

-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 plasmindgeno tipo urocinasa
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(uPA) y tipo tisular (tPA))

-Fibrina

-Células inflamatorias y pericitos

-Factor de crecimiento derivado plaquetario (PDGF)

-Factor de crecimiento de transformacion TGF-R1

Los factores mas importantes en la regulacién positiva de la angiogénesis
son:

VEGF

FGF

Angiopoyetinas

PIGF

A W N P

1.2.2.1.1 Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF)

El VEGF es una glicoproteina homodimérica de 34-46 kDa producida por
varios tipos de células diferentes en respuesta a diversos estimulos. Actla
sobre las células endoteliales vasculares uniéndose a receptores
transmembrana especificos. Esta unién activa una serie de rutas de
transduccion de sefiales dando lugar a una serie de efectos como son la
proliferacion, la migracion de la célula endotelial, su supervivencia y el
aumento de la permeabilidad vascular.

Estos efectos tienen un importante papel en la angiogénesis, cuyo mediador
clave parece ser el VEGF. Ademas, el VEGF tiene efectos sobre las células
endoteliales linféticas y las células efectoras inmunitarias que también pueden
ser clinicamente importantes.

Estas proteinas forman parte de la familia de factores de crecimiento VEGF
derivados de las plaquetas.

El complejo VEGF, incluye el VEGF a nivel de mRNA, proteina circulante, asi
como sus ligandos y receptores. Se han identificado seis miembros de la
familia del VEGF (Tabla 1).
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Tabla 1: Familia del VEGF y sus funciones (Achen y Stacker 1998).

Ligando Receplor Funcion

VECF (VEGF-A) Receptores -1 y 2 del VEGF Angiogenesis, mantenimiento
nedropilina-| vascular

VEGF-B Receptor 1 del VECF No determinado

VEGFC Receptor 2y 3 del VECF Linfangiogénesis

VEGF-D Receptor 2 y 3 del VEGF Linfangiogénesls

VEGF-E (factor viral) Receptor 2 del VEGF Angiogenesis

PICF VEGFR-1, neuropilina-1 Angiogénesis & inflamacion

-El VEGF-A o VEGF es un potente factor mitdgeno y de supervivencia para
las células endoteliales.

-VEGF B, VEGF C, VEGF D VEGF E vy Factor de crecimiento placentario
(PIGF), son 5 miembros mas de la familia.

El trascrito primario del gen VEGF humano deriva de un Unico gen que
contiene 8 exones separados por 7 intrones (Tischer y cols., 1991).
Inicialmente se observé que el corte alternativo de los exones, daba lugar a 4
isoformas, obteniendo respectivamente las isoformas 121, 165, 189, 206
(Tischer y cols., 1991; Houck vy cols., 1991). Posteriormente se han descrito
isoformas menos frecuentes , como son las isoformas 145 y 183 (Neufeld y
cols., 1999).

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

El VEGF1»; y el VEGFe son los mas ampliamente expresados y son los
principales reguladores en la proliferaciobn y migracion de las células
endoteliales, al igual que de la permeabilidad vascular.

Una diferencia importante entre las isoformas es su afinidad por la heparina,
lo que afecta a su unién a la superficie celular y a la matriz extracelular

(Ferrara 1999). La isoforma de 121 aminoacidos es méas soluble, no se une a
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la heparina y es secretada de forma libre de las células productoras, 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 razén se ha sugerido que las isoformas mas cortas serian las
encargadas de desplazarse hacia los focos de lesion tisular, donde es
necesaria la neoformacion de vasos para la reparacion del tejido.

En la mayoria de las situaciones, la isoforma 165 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

la isoforma 121.

Tabla 2: Propiedades de las principales isoformas del VEGF (Ferrara 2001).

VEGF121 VEGF165 VEGF189 VEGF106
Afinidad por la heparina + ++ +++ +++
Potencia biologica ++ ++ ? ?
Difusibiliclad 4+ - + +
Unién a neuropilina-1 No Si 350 ;S

El VEGF tiene cuatro actividades bioldgicas principales que contribuyen todas
ellas a la induccion de la angiogénesis y que han sido estudiadas
exhaustivamente (Ferrara y cols., 2003; Neufeld y cols., 2001):

-crecimiento y proliferacién de células endoteliales vasculares

-migracion de células endoteliales vasculares

-supervivencia de células endoteliales inmaduras mediante la

prevencion de la apoptosis

-aumento de la permeabilidad vascular de los capilares
También se ha implicado al VEGF en la linfangiogénesis (Nagy y cols., 2002).
Ademés de estas acciones sobre las células endoteliales, existe cierta
evidencia de efectos sobre otros tipos de células [Ferrara y cols 2003]. Entre
los efectos observados sobre células obtenidas de la médula dsea, se
incluyen los siguientes:

-promocién de la quimiotaxis de los monocitos

-inhibicion de la maduracion de las células dendriticas
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-aumento de la produccion de células B y generacion de células
mieloides inmaduras
El VEGF también parece estar involucrado en la supervivencia de las células
madre hematopoyéticas durante la repoblacion hematopoyética [Gerber y
cols., 2002]. Es posible que estos efectos estén mediados a través del
receptor 1 del VEGF.
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
formacion de estructuras vasculares tubulares.
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 2001).
Dichos receptores son:
- El receptor de VEGF n°1 (VEGFRL1), también llamado Flt-1, se
encuentra fundamentalmente en las vellosidades del trofoblasto y
sincitiotrofoblasto (Helske y cols.,2001). Posee una forma soluble que
se detecta en suero durante el embarazo denominado sVEGFR1 o
sFIt-1.
- El receptor n°2 (VEGFR2), también llamado Flk-1 o KDR ( siendo el
KDR el nombre que recibe el receptor en humanos y FIk-1 el nombre
que recibe en roedores), se encuentra fundamentalmente en las
células endoteliales vasculares de la placenta y decidua (Helske vy
cols.,2001).
- EI VEGFR3 (FlIt-4) no se une al VEGF pero tiene una elevada afinidad por el
VEGF C y D, involucrado principalmente en la regulacion de la
linfangiogénesis.
-Neuropilina 1 (NP-1) y Neuroepitelina 2 (NP-2), han sido identificados en las
células endoteliales y actian como coreceptores para el VEGF. Son capaces
de unirse al VEGFes pero no al VEGF,; (Soker y cols., 1996; Gluzman-
Poltorak y cols., 2000).
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Fig 2: Esquema de la familia VEGF y sus receptores. (VEGF-A, -B, -C,-D, -E,
PIGF) y sus receptores VEGFR1, VEGFR2 Y VEGFRS3. Las neuropilinas
(NRP-1, NRP-2) actian como coreceptores para el VEGF.

La expresion del VEGFR1 es especialmente preponderante en el endotelio
arterial (Peters y cols., 1993) mientras que el VEGFR2 esta aumentado en
densidad en capilares, venas y venulas (Millauer y cols., 1993).

El VEGFR1, que tiene mayor afinidad por el VEGF que el VEGFR2,
desempefia principalmente funciones de morfogénesis y estructuracion de las
células endoteliales (Fong y cols., 1995), mientras que el VEGFR2 esti
implicado principalmente en la estimulacion de la mitosis (Shalabi 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 Davis-Smyth 1997). Se forma a
partir de un “splicing” alternativo, que contiene la regiéon extracelular del
dominio de unién del ligando, pero no la porcidn que se encuentra a nivel de
transmembrana y citoplasmética (Kendall y Thomas 1993, He y cols ., 1999).

Este sFlt-1, es capaz de bloquear los efectos del VEGF, inhibiendo su
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interaccion con sus receptores. También inhibe al PIGF, miembro de la familia
del VEGF, que es producido fundamentalmente por la placenta en forma
soluble en el suero materno durante el embarazo. La Alfa-2-Macroglobulina
(A2M) también es un secuestrador natural del VEGF circulante (Soker y cols.,
1993).

La disrupcién de ambos receptores, conlleva a una alteracion en la funcién de
los vasos sanguineos.

A diferencia del VEGFR1 y 2, el NP-1y 2 no poseen un dominio tirosin-kinasa
por lo que no son capaces por ellos mismos de inducir respuestas celulares,
sin embargo se ha visto que desempefian un papel importante en el proceso
de angiogénesis. La disrupcién del gen NP-1 resulta letal para el embrion
debido a un fallo en el desarrollo cardiovascular, de la misma manera que lo
produce su sobreexpresién (Kitsukawa y cols., 1997).

El complejo VEGF, es estimulador especifico de la permeabilidad vascular,
asi como de la produccion y migracién de las proteasas (UPA y tPA) vy
colagenasas, aumentando la quimiotaxis endotelial y la vasodilatacion.
Basado en una revisién de estudios tanto in vivo como in vitro, parece que el
VEGF, es un regulador de la angiogénesis tanto en procesos fisioldgicos
como en patoldgicos, incluyendo el crecimiento del cuerpo llteo, la curacion
de heridas, isquemia coronaria y en el crecimiento de tumores. Algunos
estudios, han implicado al VEGF en la angiogénesis fetal y placentaria. Por
ejemplo, VEGF o sus receptores, estan asociados con la angiogénesis que se
produce durante el desarrollo de los ventriculos cerebrales, en los glomérulos
renales y en los tejidos placentarios a final del embarazo en ratones (Breier y
cols., 1997, Dumont y cols., 1995).

La expresion del VEGF esta regulada por diferentes factores: hipoxia, NO,
citoquinas y regulacién 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,
también estimulado por hormonas placentarias (ej: hCG) (Zygmunt y cols.,
2000). En condiciones de hipoxia, los factores de transcripcion hipoxia

inducibles HIF-1a y HIF-2a son estabilizados y transportados al nucleo, donde
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ejercen una interaccion con HIF-R. Este complejo se une entonces a una
secuencia especifica del gen del VEGF denominada elemento de respuesta a
la hipoxia (HRE), que estimula la transcripcion del gen del VEGF. La
regulaciéon de la expresiéon del VEGF por la tensiéon de oxigeno, también
puede implicar al supresor tumoral, la proteina VHL (originalmente
identificada como el gen responsable de la enfermedad von Hippel-Lindau),
que parece suprimir la expresion del VEGF en condiciones normales de
oxigenacion.

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) (Cohen y cols., 1996), Prostaglandina E2 (PGE2) ( Ben-
Av y cols., 1995) inducen el aumento del VEGF en diferentes lineas celulares.
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Figura 3: Factores que estimulan la produccion del VEGF. IGF-1(factor de
crecimiento insulinico), PDGF (factor de crecimiento derivado plaquetario),
EGF (factor de crecimiento epidérmico), bFGF (factor de crecimiento
fibroblastico), COX-2 (ciclooxigenasa 2), NO (oxido nitrico), MMP
(metaloproteinasa), tPA (activador de plasmina tipo tisular), uPA (activador
del plasmindgeno tipo urocinasa), NOS (oxido nitrico sintetasa).

Recientemente, Arany y cols., 2008, demuestran que el PGC-1a (peroxisoma
proliferador-activador receptor-¥ coactivador 1a), aumenta los niveles de
VEGF y estimula la revascularizaciéon en situaciones de isquemia tisular,
siendo la via diferente a la utilizada por el HIF.

Por otro lado, el NO participa en la respuesta neovascular y muchos
mecanismos celulares relacionados y necesarios para la angiogénesis. EI 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 y tiempo dependiente en
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el endotelio vascular. Se ha comprobado que el VEGF seria un estimulo para
la liberacién de NO, lo que mediaria la vasodilatacion VEGF inducida (Grover
y cols.,2002; Itho y cols., 2002) ya que la adicién de L-Nitro Arginina metil
ester (L-NAME), inhibidor de la NOs, reduce la relajacion vascular uterina
promovida por VEGF en ratas con baja ingesta proteica (Itho y cols., 2002) e
inhibe la vasodilatacion pulmonar fetal (Grover y cols., 2002).

También se ha propuesto, que el VEGF produce vasodilatacion a través de la

prostaciclina (He y cols., 1999), siendo el estimulo de esta independiente de

la actividad de la NOS, como podemos ver en la figura.

Figura 4: cascada de sefales tras la union del VEGF a su receptor (FIk-
1/KDR), hasta la sintesis de NO y PGl,, en células adrticas endoteliales de
bovino (He y cols., 1999) PLC, (fosfolipasa C), PKC (proteinkinasa), MAPK
(proteinkinasa de activacién mitégena), DAG (diacilglicerol) PIP, (fosfoinositol
2 fosfato) IP3 (inositol 1,4,5 trifosfato) PGI2 (prostaciclina).

Estudios realizados con la eliminacién de determinados genes, han puesto en
evidencia la participacién del VEGF en la angiogénesis tanto fetal como
materna. En ratones, la afectacion homocigota del gen del receptor VEGFR2,

conduce a un defecto en la vasculogénesis fetal y placentaria, dando lugar a
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la muerte embrionaria alrededor del octavo dia de embarazo (Shalabi y
cols.,1995). De forma similar, se observd que la afectacion homocigota del
gen para el VEGF, era letal alrededor del onceavo dia de embarazo y el
embrion presentaba alteraciones en el desarrollo cardiaco, aorta, vasos
mayores y vasos extraembrionarios (Carmeliet y cols., 1996, Ferrara y cols.,
1996). Se puede sacar la conclusién de estos estudios que no solamente el
desarrollo de la angiogénesis feto-placentaria depende del VEGF, sino que
también los niveles de VEGF, son importantes para un desarrollo vascular

normal.

1.2.2.1.2 Factor de crecimiento fibroblastico (FGF)

FGF, representa una gran familia de factores de crecimiento y diferenciacion,
con al menos 18 miembros. Los 2 mas importantes son FGF-1 (acido FGF) y
el FGF-2 (basico FGF), los cuales comparten mas del 50% de homologia
estructural. Los 2, estimulan la proliferacion y modulan la funcion de las
células endoteliales, inhiben la apoptosis y son quimiotacticos.

Existen receptores de alta y baja afinidad por el FGF. Los de alta afinidad
estan representados por el FGFR-1-4, los cuales son receptores tirosin-
kinasas y son los responsables de realizar las funciones sefialadas. Los de
baja afinidad, estan involucrados en el secuestro y estabilizacién de los
ligandos y muchos de ellos son proteoglicanos heparan sulfatos (HSPG).
También se presentan en forma soluble en los fluidos bioldgicos y en la matriz
extracelular.

El FGF-2 es un potente mitégeno expresado durante el proceso de

embriogénesis y en los tejidos fetales (Arany y cols., 1998).

1.2.2.1.3 Angiopoyetinas

Las angiopoyetinas (Ang-1 y Ang-2) estan involucradas en la formacién
vascular durante la vasculogénesis. Las dos se unen al receptor Tie-2
(receptor tirosin-kinasa) que se encuentra en las células endoteliales y
hemangiopoyéticas. El receptor Tie-1, no tiene un ligando conocido. Las

angiopoyetinas tienen como funcién principal estabilizar y remodelar el plexo
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capilar primario, para la supervivencia de las células endoteliales (Sato y
cols., 1995, Suri y cols., 1998, Hayes y cols.,1999). Se demostr6 que la Ang-1
se expresaba en el citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto, mientras que la Ang-2
y Tie-2 se expresan predominantemente en el citotrofoblasto (Dunk y cols.,
2000).

1.2.2.1.4 Factor de crecimiento placentario (PIGF)

La expresiébn del PIGF esta restringida a la placenta y el trofoblasto
representa la mayor fuente de este factor. El PIGF es un miembro de la
familia del VEGF. Presenta 4 isoformas diferentes. El PIGF es capaz de
inducir angiogénesis in vivo y también estimula la proliferacién y la migracion
de la célula endotelial. Su receptor free tirosin kinase-1 (flt-1), al cual también
se une el VEGF se expresa en las células endoteliales (Kaipainen y cols.,
1993), monocitos (Barleon y cols., 1996), células del musculo liso y en el
trofoblasto (Ahmed y cols., 1995, Clark y cols., 1996, Vuckovic y cols., 1996).
La expresion de su receptor en el trofoblasto, sugiere que el PIGF puede

tener efectos paracrinos sobre estas células.

1.2.2.1.5 Inhibidores de la angiogénesis

Los dos inhibidores mas potentes de la angiogénesis son la angiostatina y la
trombospondina.

La angioestatina, es un fragmento proteolitico del plasminégeno, el cual tiene
accion fuertemente antiproliferativa en las células endoteliales y también
inhibe el crecimiento de tumores primarios en los ratones (O'Reilly y cols.,
1994).

La Trombospondina (TSP), se libera a partir de la trombina de las plaquetas
activadas y es producida por muchas células incluyendo las células
endoteliales y del musculo liso, macréfagos, neutréfilos y fibroblastos. La TSP
soluble, tiene funcién antiproliferativa de las células endoteliales, modula la
adhesion de las células endoteliales y tiene efecto antiquimiotactico, mientras
que la TSP unida puede actuar como promotor angiogénico (DiPietro y
Polverini 1993).
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1.2.2.2 Angiogénesis fetoplacentaria

En las vellosidades placentarias la angiogénesis tiene lugar en presencia de
un gradiente de oxigenacién y nutricibn que se extiende desde la circulacién
materna (el proveedor), por via de los trofoblastos vellosos (un consumidor
importante) y la circulacion fetal en desarrollo (que extrae el oxigeno y los
nutrientes a partir de las vellosidades), al feto en desarrollo (consumidor final).
Factores que afectan al desarrollo fetal, como son el genotipo materno, el
numero de fetos, desnutricibn materna, edad materna, paridad, un ambiente
demasiado frio o caliente, tienen los mismos efectos sobre el tamafio
placentario y por tanto también estar4 asociado con una reduccion del
oxigeno que le llega al feto (Reynolds y Redmer 1995).

Debido a estas condiciones locales peculiares de la placenta, la
vasculogénesis y la angiogénesis fetoplacentaria también difieren de la
formacion de los vasos en otros lechos vasculares humanos. La conexién
entre los capilares en desarrollo placentarios y el sistema circulatorio
embrionario, se establece por una estrecha via, alrededor del dia 32 posterior
a la concepcion. A partir de este estadio, el sumamente inmaduro lecho
vascular intravelloso debe llevar a cabo todas las funciones de transporte
placentario. Al hacerlo, nunca alcanza un estado estable, sino que se
expande continuamente para cumplir con las necesidades nutricionales y de
oxigeno del embrién en crecimiento.

El desarrollo tiene lugar en un medio ambiente de presiones de oxigeno
reducidas en relacién con los tejidos maternos, pero durante el curso de la
gestacion las presiones de oxigeno intervellosas aumentan (Rodesch y cols.,
1992). Contrariamente a la mayoria de los otros érganos en desarrollo, en los
cuales la oxigenacibn mejora con el avance de la vascularizacion, la
oxigenacion tisular en las vellosidades placentarias parece estar
inversamente relacionada con la densidad numérica de los capilares fetales,
ya que mas que liberar simplemente el oxigeno, lo extraen de las vellosidades
(Kingdom y Kaufmann, 1997). Consecuentemente, una baja densidad de
capilares fetales por causa de extraccién disminuida de oxigeno produce

aumento de los niveles de oxigeno intraplacentario, el que a su vez impacta
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sobre la angiogénesis (Charnock-Jones y cols., 2003). Por el contrario y bajo
otras condiciones constantes, densidades numéricamente altas de capilares y
elevada extraccion de oxigeno por la circulacién fetal podrian disminuir las
presiones intraplacentarias de oxigeno (Todros y cols., 1999; Sibley y cols.,
2002). Cuando se exceden ciertos limites, ambas situaciones pueden
producir circulos viciosos.

El desarrollo de la vascularizacion placentaria depende de las acciones de
factores de crecimiento angiogénicos y sus receptores, producidos por las
células y los componentes de la matriz intracelular que se encuentran dentro
de los vasos fetales 0 en sus alrededores. Estos vasos carecen de inervacion
autéonoma, por lo que la resistencia al flujo en la vascularizacién madura debe

también ser regulada por efectores locales vasoactivos.
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Figura 5: esquema del desarrollo del sistema vascular durante la
placentacion (Geva E, y cols.,, 2002). EEM (célula mesodérmica
extraembrionaria), HBL (hemangioblasto), EC (célula endotelial), PNC (red
capilar primitiva), DC (célula decidual), HS (células madre), IMV (vellosidad
intermedia inmadura), MMV (vellosidad madura intermedia), TV (vellosidad
Terminal).

1.2.2.2.1 Vasculogénesis (dias 21 a 32 postconcepci  6n)

La vascularizacién fetal de la primera generacion de vellosidades placentarias
es el resultado de la formacion local de novo de capilares (vasculogénesis).
La vasculogénesis comienza alrededor de los 21 dias tras la concepcion
(Demir y cols., 1989). Se cree que el factor basico de crecimiento fibroblastico
podria estar involucrado en el reclutamiento de las células progenitoras
hemangiogénicas y su expresiéon en las vellosidades placentarias humanas
ha sido descrita repetidamente (Ferriani y cols., 1994; Shams y cols., 1994;
Crescimanno y cols., 1995), aunque segun los autores nunca en ese estadio
temprano de la gestacién, y también se carece de datos sobre sus

receptores. Por el contrario, es bien conocido que el VEGF A o VEGF,
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responsable de la seleccidn, crecimiento y agregacion de los precursores
endoteliales para la formacion de los cordones hemangiogénicos, se expresa
intensamente en la gestacion temprana (Sharkey cols., 1993; Ahmed y cols.,
1995; Ahmed y cols., 1997; Wheeler y cols 1995; Shore y cols., 1997; Vuorela
y cols 1997).

Hacia el dia 28 los cordones hemangioblasticos de la mayoria de las
vellosidades presentan conductos poligonales largos y claramente definidos,
con células endoteliales circundantes que comienzan a aplanarse
considerablemente. Células mesenquiméticas adicionales se superponen
estrechamente con los tubulos endoteliales y sus extensiones se integran en
la red mesenquimatica y en esos tubulos endoteliales. Estas células
yuxtahemangioblasticas se considera que se transforman en pericitos (King,
1987).

Durante esta fase, las células madre hematopoyéticas se hacen visibles en la
luz de los capilares, aunque todavia no son circulantes debido a que no existe
conexion anatomica por via del corddn umbilical hacia la circulacién
embrionaria. Esta Ultima se establece unos pocos dias después (entre los
dias 32 y 35) por fusién entre los capilares vellosos con los més grandes
vasos alantoideos (Benirschke y Kaufman 2000), los que se forman dentro de
la alantoides y luego se diseminan en direccion placentaria y embrionaria,
para establecer finalmente la conexion entre los lechos vasculares placentario

e intraembrionario.

1.2.2.2.2 Formacion de la red capilar (dia 32 a sem ana 25
postconcepcion)

A partir del dia 32 tras la concepcién hasta el final del primer trimestre, los
segmentos tubulares endoteliales formados por vasculogénesis se
transforman en redes capilares primitivas por la interaccion equilibrada de dos
mecanismos paralelos: elongacion de los tubos preexistentes por
angiogénesis no ramificada y ramificacibn de esos tubos por gemacion
angiogénica vy, tal vez, por crecimiento microvascular intususceptivo. El

andlisis histomorfométrico (Jauniaux y cols., 1991) e inmunohistoquimico (Te
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Velde y cols.,, 1997) en gestaciones aparentemente normales entre la
semana 6-15, demuestra un aumento en el desarrollo vascular a partir de la
angiogénesis ramificada.

La expresion del PIGF y del sFlt-1, se incrementan hacia el momento del
término, cuando la angiogénesis ramificada estd siendo intensamente
reemplazada por los mecanismos de angiogénesis no ramificada.

En el tercer mes de la gestacién, algunos de los tubos endoteliales
localizados centralmente en las vellosidades inmaduras intermediarias
adquieren diametros mayores. En unas pocas semanas formaradn las
estructuras de tipo adventicio y la delgada capa media por fibrosis concéntrica
en el estroma circundante y por diferenciacién de los precursores de las
células musculares lisas. En las vellosidades inmaduras intermediarias
proximales mas grandes, la adventicia de los precursores ubicados
centralmente en las arterias y venas se fusionan para formar un ndcleo de
estroma fibrosado dentro de la vellosidad y este tipo de vellosidad es llamado
vellosidad madre.

El establecimiento y mantenimiento de las partes externas de las paredes
vasculares se piensa que esta controlado, al menos en parte, por el equilibrio
entre la angiopoyetina-1 y la angiopoyetina-2, interactuando con el receptor
de la angiopoyetina-2 (Hanahan y cols., 1997).

En la segunda mitad de la gestacion, el proceso fibrético dentro del estroma
de las vellosidades madre avanza en forma radial hacia los trofoblastos
vellosos. Los capilares subtrofoblasticos superficiales se transforman en una
red capilar paravascular. Junto con la expansion de la fibrosis vellosa en las
vellosidades madre y la transformacion de los capilares centrales en arterias y
venas, la red de capilares superficiales se retrotrae gradualmente. En el
momento del término, muy pocos capilares paravasculares permanecen en
las grandes vellosidades madre (Leiser y cols., 1985), aunque el mecanismo
por el que se produce esa regresion capilar es desconocido. No se sabe si la
angiopoyetina-2 y su receptor, asi como la ausencia VEGF estan
involucrados. Es interesante, que esa regresion capilar sea contemporanea

con la pérdida de trofoblastos en la superficie vellosa y la reduccion de
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macrofagos en el estroma fibrosado, siendo ambos procesos ricas fuentes de
VEGF.

Otro punto importante que ocurre durante la gestacion, es la remodelacion de
la microcirculacion de la decidua por el trofoblasto (Jaffe y cols., 1998). El
citotrofoblasto coloniza las arterias espirales donde desplazan a las células
endoteliales maternas. Este citotrofoblasto endovascular convierte los vasos
maternos de ser de alta resistencia y baja capacidad, a ser de baja
resistencia y alta capacidad (Khong TY y cols., 1986). Esta remodelacion de
las arterias espirales se inicia a final del primer trimestre y finaliza entre la

semana 18-20.

1.2.2.2.3 Prevalencia de angiogénesis no ramificada  (semanas 24 a 25
postconcepcion hasta el momento del término)

Desde la semana 25 hasta el término de la gestacion, los patrones de
crecimiento vascular velloso cambian desde la angiogénesis prevalentemente
ramificada hacia la no ramificada. Esto es debido al desarrollo de nuevos
tipos de vellosidades, las denominadas vellosidades maduras intermediarias
que se agregan a las ya existentes. El analisis de los marcadores de
proliferacion en este estadio revela una disminucién relativa de la proliferacion
trofoblastica e incremento de la proliferacién endotelial a lo largo de la
extension de esas estructuras, lo que produce angiogénesis sin gemacién por
elongacion proliferativa. Por tanto, esta angiogénesis no ramificada es debido
a la proliferacion de la célula endotelial (Mayhew 2002).

Esos capilares enrollados protruyen en la superficie del trofoblasto y
contribuyen a la formacion de las vellosidades terminales, cada una de las
cuales esta provista por 1 o 2 rollos de capilares y esta cubierta por una capa
extremadamente delgada de trofoblastos, que contribuyen a las membranas
sincitiovasculares. Estos son los principales lugares de intercambio difusional
de los gases entre la madre y el feto.

Con el avance de la gestacién, los capilares terminales se dilatan focalmente
formando grandes sinusoides de méas de 40 um de didmetro, que se cree se

contraponen a los efectos adversos de los largos y escasamente ramificados
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rollos capilares, sobre la impedancia vascular fetoplacentaria total.

Reynolds y Redmer 1995, observaron que la densidad vascular del tejido
placentario materno, va aumentando lentamente a lo largo de la gestacion,
sin embargo, la densidad vascular del tejido placentario fetal permanece
relativamente constante a lo largo de la gestaciéon, e incrementa
dramaticamente en el tercer trimestre en asociacion con el importante
crecimiento fetal. Estos patrones de angiogénesis placentaria, coinciden con
los patrones de flujo a nivel uterino y umbilical, de tal forma, que a final de
embarazo, el flujo umbilical se incrementa de forma mas rapida que el flujo a

nivel de arterias uterinas.(Reynolds y Redmer 1995).

1.2.2.2.4 La discordancia temporal entre la variaci 6n en el oxigeno y el
cambio morfolégico

En estadios tempranos y tardios de la gestacion es necesario proteger el feto
de los efectos potencialmente perjudiciales de las altas presiones de oxigeno,
el desarrollo y remodelado de la vasculatura fetoplacentaria puede ser parte
de esa proteccion. Resulta claro que existe un desfase de tiempo de
aproximadamente 2 meses entre el aumento de los niveles de la pO,
intervellosas y los indices de perfusién por un lado y los cambios morfolégicos
que son cualitativamente y cuantitativamente evidentes por el otro. Los
niveles de oxigeno aumentan tras la semana 12, mientras que los cambios
efectivos de la vascularizaciébn periférica se hacen aparentes
aproximadamente entre las 20 a 25 semanas. Este escenario permite la
posibilidad de que los factores de crecimiento angiogénico no sean los Unicos
factores que regulen y dirjan el desarrollo de las vellosidades y la
angiogénesis. Quiza la formacion de las primeras vellosidades intermediarias
maduras requiera sefales adicionales y distintas de las de los factores de
crecimiento que dependen del oxigeno. Por lo menos para las terminales
vellosas, existe evidencia de que su desarrollo es afectado directamente por
los niveles de oxigeno, la elongacién de los capilares y probablemente por los
factores de crecimiento angiogénicos.

A pesar de que el desarrollo y remodelacion de la placenta es conocida, los
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mecanismos reguladores que controlan estos procesos vasculares no son
bien conocidos. Existen cada vez méas evidencias de que la aberracion o
alteracién de la funcién del sistema vascular contribuyen al desarrollo de

diversas situaciones patologicas durante la gestacion.

1.2.2.3 Angiogénesis e hipoxia

La hipoxia fetal aguda o cronica, es un factor de riesgo que se asocia a la
mortalidad y morbilidad perinatal. Para evitar la agresion de la hipoxia, el feto
recurre a tres mecanismo de defensa fundamentalmente: redistribucion de la
masa circulante a favor de los Organos vitales (cerebro, corazon vy
suprarrenales), disminucion del consumo de oxigeno y glucolisis anaerobia,
situaciones que podemos objetivar con el estudio doppler en vasos
umbilicales y cerebral media y con la toma del EAB de sangre de corddn al
nacimiento.

Dos patologias en gestaciones humanas, HIE y CIR, constituyen dos modelos
de hipoxia por insuficiencia placentaria. En ambas situaciones, parece existir
una alteracién de la invasion trofoblastica de las arterias uterinas espirales,
pudiendo ser objetivado mediante el aumento de las resistencias en el
doppler de arterias uterinas.

En general, la angiogénesis se estimula por situaciones de hipoxia, como son
el crecimiento de un tumor o en la retinopatia diabética. Observando el
desarrollo placentario, que se produce en un ambiente con bajos niveles de
oxigeno, podemos especular, que bajos niveles de oxigeno, podria servir
para estimular la produccidon de sustancias angiogénicas. La presion de
oxigeno en el citotrofoblasto, dependera de la localizacion en la placenta asi
como de la edad gestacional. Asi en un trabajo realizado por Rodesch y cols.,
1992, se observa que la presion de oxigeno en el lado vellositario fetal, es
menor (18mm Hg) en comparacién con el lado materno de la placenta
(40mmHg), entre la 8-10 semana de gestaciéon, pero aumenta hasta
60mmHg cuando la sangre materna penetra en el espacio intervelloso (tras la
semana 12). Asi se podria hipotetizar que la presion local de oxigeno controla

la actividad necesaria por parte del citotrofoblasto, para la remodelacion
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vascular, presentando este un papel importante en la reconstitucion de la
estructura uterina vascular.

Se ha visto que la red capilar fetal se adapta a la hipoxia asociada a las
pacientes fumadoras (Khong TY y Mott C 1993), a las altitudes (Mayhew y
cols., 2003) y a la anemia materna. En general, la capacidad de difusion se
mantiene principalmente por la reduccién en el grosor de las membranas
vellositarias, aumentando el volumen capilar (Reshetnikova y cols., 1995) y/o
la densidad de superficie y longitud (Mayhew vy cols., 2003).

Diferentes morfologias de las vellosidades placentarias han sido descritas en
relacion con el tipo de hipoxia. Asi la estructura de las vellosidades
observadas en CIR por hipoxia materna 0 en situaciones de altitud se
caracteriza por un aumento de la angiogénesis ramificada y una disminucion
de la resistencia vascular (Ali y cols., 1996, Kingdom y Kaufmann 1997). Sin
embargo, las placentas de los CIR severos caracterizados por ausencia de
onda diastélica en arteria umbilical y aumento de las resistencias se ven
asociadas con un aumento de la angiogénesis no ramificada ( Ahmed y
Perkins 2000, Kingdom y cols., 2000).

Se ha visto que un determinado nimero de genes inducidos por la hipoxia y
sus productos proteicos participan en la angiogénesis y vasculogénesis.
Entre los factores mas importantes estimulados por la hipoxia se encuentran
el VEGF y el PIGF.

1.2.2.3.1 VEGF e hipoxia

El VEGF es uno de los factores estimulados por la hipooxigenacién tisular. A
pesar de que la expresién del VEGF mRNA se ve influenciada por distintos
factores de crecimiento y citocinas, parece que la hipoxia tisular es el mayor
factor que estimula un aumento de VEGF (Taylor y cols., 1997). Los
resultados de la expresion del VEGF y sus receptores en respuesta a la
hipoxia son contradictorios (Ahmed y Perkins 2000, Khaliq y cols., 1999).
Trollman y cols., 2003, realizan un estudio cuyo objetivo era valorar la
influencia de la hipoxia aguda en el complejo VEGF( VEGF, flt-1, KDR) a nivel

placentario, tanto in vitro en células BeWo (células de coriocarcinoma
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trofoblastico humano) como in vivo en nacimientos con asfixia en
comparacién con pacientes control, siendo sus criterios de inclusion,
pacientes > 36 semanas, pH de cordon< 7.10 y un exceso de bases de =
10mEg. Los resultados que se encontraron in vitro, fueron un aumento del
VEGF dentro de las 12h desde el inicio de la hipoxia siendo mayor el
aumento a las 24h, los receptores KDR vy flt-1 aumentaron significativamente,
pero no antes de las 24h. In vivo, se observé en partos que al nacimiento
sufrieron asfixia, un aumento significativo en aquellos que sufrieron una
asfixia severa de VEGF y KDR en comparacion con los que tuvieron una
asfixia leve no siendo significativo la diferencia de flt-1 entre ambos grupos.
En gestaciones con HIE, considerada una situacion de hipoxia crénica,
observaron un aumento tanto del VEGF, como de los 2 receptores, por tanto
el sFlt-1 sélo se veia aumentado en situaciones de hipoxia crénica.

Gerber y cols., 1997 demostraron un aumento del receptor flt-1 estimulado
por la hipoxia en las células endoteliales de la vena umbilical, no siendo
significativo el aumento del receptor KDR. Observaron que la diferencia entre
ambos receptores, es que el gen del flt-1 presenta una regién que es
estimulada por el factor hipoxia inducible (HIF) en situaciones de hipoxia, que
el receptor KDR no presenta.

Otros autores (Brogi y cols., 1996, Waltenberger y cols., 1996) encontraron un
aumento significativo del receptor KDR no siendo signifcativo el aumento del
flt-1 en las células endoteliales de la vena umbilical. La diferencia entre los
tejidos utilizados, las distintas condiciones experimentales pueden ser la
causa de la diferencia en los resultados (Waltenberger y cols., 1994).

El exceso de sFlt-1 puede ser secundario a la isquemia placentaria. Estudios
in vitro, han demostrado que el citotrofoblasto produce un aumento de sFlt-1
cuando existe una reduccion de oxigeno (Nagamatsu y cols., 2004).

Se ha observado que en condiciones de hipoxia, el VEGF es fuertemente
inducido por el HIF (Pugh y Rateliffe 2003) (figura 6). El aumento de este
factor en placentas de pacientes con HIE da mayor consistencia a esta
hipoétesis (Rajakumar y cols., 2003). Asi que la isquemia placentaria, podria

conducir a un aumento del sFlt-1 el cual antagoniza la actividad angiogénica
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de VEGF y PIFG.
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Fig 6: Induccion del VEGF ante situacion de hipoxia por el HIF (Pugh y
Rateliffe 2003).

1.2.2.3.2 PIFG e hipoxia

Uno de los factores reguladores del PIFG es el oxigeno. La hipoxia disminuye
la expresién de PIFG en el trofoblasto (Ahmed y Perkins 2000, Lash y cols.,
2002), sin embargo parece aumentarlo en cultivo de fibroblastos (Green y
cols., 2001) en células de glioma y en la isquemia de los miocardiocitos de
ratones normales (Carmeliet y cols., 2001). La hiperoxemia aumenta el PIFG
en el trofoblasto (Ahmed y Perkins 2000) y en las células ganglionares de la
retina (Simpson y cols., 1999). La explicaciébn molecular del efecto del
oxigeno sobre este factor no esta clara.

En gestaciones normales, los niveles de PIFG aumentan significativamente

desde el primer trimestre hasta el final del segundo trimestre y a partir de la
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semana 28-30 empieza a disminuir (Torry y cols., 1998). Varios estudios han
demostrado que los niveles de PIGF en las mujeres con HIE son
significativamente menores que aquellos en mujeres con gestaciones
normales (Taylor y cols., 2003, Torry y cols.,1998). Se piensa, que la
disminucién del PIFG en la HIE es debido a la hipoxia que ocurre durante la
HIE (Torry y cols., 1998).

1.3 HIE

1.3.1 Introduccion

Algunos autores, describen la HIE como un proceso con dos estadios
(Roberts y Cooper 2001, Roberts 2000): el primer estadio, asintomatico, se
caracteriza por una placentacién anormal, seguido por la formacion a partir de
la placenta de determinados factores solubles que entran en la circulacién
materna y consecuentemente producen disfuncion endotelial (Roberts y cols.,
1989). El segundo estadio se caracteriza por hipertensién y proteinuria,
clinica materna en la HIE.

Por otro lado, en la HIE también existirhd un sindrome fetal, a consecuencia de
la inadecuada placentacion y perfusién, dando lugar a una restriccion del
crecimiento, disminucion del liquido amnidtico y oxigenacién anormal.

La HIE ocurre en presencia de placenta, con o sin feto, como es en el caso
de la mola hidatiforme, consecuentemente, la Unica solucién para un
tratamiento con éxito es el alumbramiento de la placenta, lo que puede
conducir a una importante morbilidad para el recién nacido, incluso su muerte
. (Page y cols., 1939).

Aunque existen multiples clasificaciones, nosotros utilizaremos la establecida
por el Programa Nacional para Educaciéon e Hipertension del Instituto
Nacional de Corazén, Pulmén y Sangre, en colaboracién con el Colegio
Americano de Obstetras y Ginecélogos (ACOG) que se publicé en 1990 y que
ha sido actualizada en 2000 .

La clasificacion incluye los cuatro tipos de hipertension en el embarazo:
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1) Hipertension cronica: es una hipertension que se detecta antes del
embarazo o antes de la semana 20 del mismo y/o persiste a la 12 semana
tras el parto.

2) Preeclampsia (HIE), eclampsia: se define como el hallazgo, después de la
semana 20 de embarazo (salvo embarazo multiple, enfermedad trofoblastica
0 hidrops) de hipertension mas proteinuria. Eclampsia es la ocurrencia de
convulsiones en una paciente con preeclampsia que no pueden ser atribuidas
a otras causas.

3) Hipertension crénica con preeclampsia sobreafiadida: se define como
aparicibn o aumento subito de proteinuria, o subito aumento de la
hipertension, o desarrollo de Sindrome HELLP, en gestante con hipertensiéon
cronica.

4) Hipertension gestacional: es una hipertensién sin proteinuria, que
desaparece dentro de las 12 semanas primeras tras el parto y se denomina
también hipertension transitoria. Una hipertensién sin proteinuria que persiste
tras 12 semanas postparto es una hipertensién croénica.

Definimos hipertension como una presién arterial sistélica igual o superior a
140 mm Hg o diastolica de 90, determinadas en dos ocasiones separadas de
cuatro a seis horas, excepto en los casos que cumplen criterios de
hipertension grave tal como los definiremos.

Proteinuria se define como la existencia de 300 mg o mas de proteinas en
orina de 24 horas, que se suele correlacionar con 30 o mas mg/dl en una
muestra aislada. Si se utilizan tiras reactivas esta concentracion se
corresponde, aproximadamente, con =>1+. Existe un acuerdo generalizado
en recomendar el diagndstico de proteinuria en orina de 24 horas.

La HIE siempre es potencialmente peligrosa para madre y feto, pero son
signos de especial gravedad y se considerara que se trata de una HIE grave
si se da uno 0 mas de los siguientes criterios:

- Tension arterial de 160 y /o 110 mmHg o mas.

- Proteinuria de 2 gr o mas en 24 horas. La proteinuria deberd ocurrir por
primera vez en el embarazo y regresar tras el parto.

- Creatinina sérica mayor de 1,2 mg/dL.
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- Menos de 100.000 plaquetas/mL o bien anemia hemolitica con
microangiopatia.

- Enzimas hepéticas elevadas por encima de los niveles normales del
laboratorio.

- Cefalea, alteraciones visuales o dolor epigastrico.

- Hemorragia retiniana, exudado en fondo de ojo o papiledema.

- Cianosis 0 edema pulmonar.

1.3.2 Incidencia

La HIE es, a pesar de los avances en el conocimiento y la practica médica,
guias clinicas y conducta basada en la evidencia cientifica, una de las
principales causas de morbi-mortalidad materna y perinatal (Sibai y cols.,
2005, Magee vy cols., 1999).

Los estudios realizados en diferentes centros a nivel mundial, han mostrado
una gran disparidad en cuanto a la incidencia de los EHE (estados
hipertensivos del embarazo). Es de destacar la baja incidencia observada en
nuestro pais en relacién a la observada en paises del area anglosajona. Asi,
en estos Ultimos se ha informado de una prevalencia de hipertension crénica
del 1 al 5% y una incidencia de HIE en nuliparas de entre el 10 y el 20%. En
Espafia, aunque también existen notables diferencias entre diferentes
centros, tanto la prevalencia de hipertension crénica como la incidencia de
HIE son bajas. Asi Comino en 1986 publicé el resultado de un estudio
multicéntrico en el que se incluyeron 70073 partos procedentes de 23
hospitales espafioles, observando una frecuencia global de EHE del 2,23%,
de los cuales el 1,1% correspondian a HIE, el 0,4% a hipertension crénica, el
0,3% a hipertensién cronica mas HIE sobreafiadida y el 0,5% a hipertension
transitoria. Mas recientemente, el mismo autor ha publicado los resultados de
un estudio poblacional que recoge la mitad de los partos asistidos en
Andalucia durante 1991(Comino y cols., 2000). La frecuencia global de EHE
durante este periodo no difirid6 significativamente de la observada en el
estudio anterior, siendo del 2,59%.

Al considerar la HIE como causa de muerte, ésta representa el 19.65% de las
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muertes (4024 muertes en gestantes en USA, datos extraidos del CDC) de
edad gestacional mayor de 20 semanas. El perfil de la mortalidad en mujeres
con HIE es: edad avanzada, gestacion entre las 20 a 28 semanas, después
del primer hijo, sin cuidados prenatales o escasos, raza negra. Las causas de
muerte fueron principalmente: eventos cerebrovasculares 38.7% (de ellos la
hemorragia fue mayoritaria, 34.7%), fallo renal o hepatico 12.5%, HELLP
7.1% otras complicaciones de la hipertension 25.7%, no especificadas 15.9%
(Sibai y cols., 2005).

1.3.3 Factores de riesgo

El antecedente de HIE en una gestacién anterior es un factor de riesgo
importante. Una revision realizada por Duckitt y Harrington 2005, observa que
el riesgo relativo de HIE en mujeres con antecedentes, es de 7,19 en
comparacién con las gestantes sin antecedentes. Cuanto mas precoz y
severa es la HIE mayor es el riesgo, se han publicado hasta una incidencia de
25-75% en estas mujeres (Sibai y cols., 1986, Van Rijn y cols., 2006). La
incidencia en las mujeres con leve HIE en el anterior embarazo es de 5-7%
comparado con una incidencia de menos del 1% en mujeres con TA normal
en el primer embarazo (Campbell y Mc Gillirray 1985).

Existe mayor riesgo en las primigestas (Duckitt y Harrington 2005), aunque
no esta claro porque la primigravidad sea un factor de riesgo tan importante.
Antecedentes familiares de HIE, también estan asociados con incremento del
riesgo (Duckitt y Harrington 2005), sugiriendo un mecanismo hereditario en
algunos casos (Nilsson y cols., 2004).

La diabetes pregestacional, también incrementa el riesgo de HIE (Duckitt y
Harrington 2005), probablemente relacionado a otros factores como la
enfermedad renovascular, niveles elevados de insulina en plasma o alteracion
en el metabolismo de los lipidos.

Las gestaciones mudltiple también presentan mayor riesgo. Para una
gestacion gemelar, el riesgo relativo es de 2,93 (95% 2.04-4.21) (Duckitt y
Harrington 2005) siendo el riesgo mayor a mayor nimero de fetos.

La obesidad también es un factor de riesgo claramente establecido.
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La presencia de HTA preexistente, enfermedad renal, alteraciones del
colageno vascular, han sido descritos como factores de riesgo.

El sindrome antifosfolipidico, ha sido asociado con mdltiples complicaciones
incluyendo HIE, pérdida fetal y trombosis materna (Stella y cols., 2006). La
evidencia actual, indica que las trombofilias hereditarias no estan asociadas
con mayor riesgo de HIE.

La edad materna avanzada es un factor de riesgo independiente (edad
materna 240 RR 1.96, 95% CI 1.34-2.87 para mujeres multiparas) (Duckitt y
Harrington 2005). Ademas, las mujeres mayores, tienen factores de riesgo

adicionales como, diabetes, HTA cronica.

1.3.4 Pronéstico

El resultado materno y perinatal en la HIE depende de una o varias
circunstancias: edad gestacional al inicio, severidad de la enfermedad,
manejo de la misma y la presencia de enfermedades maternas pre-existentes
(Sibai y cols., 2005).

En general, a mayor precocidad en la presentacién, peor pronéstico (Douglas
y Redman 1994). Una aparicion de HIE antes de la semana 24 (n = 26), se
asocio con un 65% de complicaciones maternas mayores: muerte materna (n
= 1), HELLP (n = 16), eclampsia (n = 5) y edema pulmonar (n = 4). El 30% de
estas pacientes ya presentaron al ingreso morbilidad severa. La mortalidad
perinatal fue del 82% (19 muertes fetales y 4 neonatales) (Sibai y cols., 2005).
Cuando se siguié una conducta expectante, otro 35 % desarrollo morbilidad
severa (Gaugler-Senden y cols.,2006).

En un estudio de 453 gestaciones consecutivas, complicadas tras HIE o
HELLP, se observa que a mayor severidad de éstas, ya sean por criterios
clinicos o biolégicos, mayor riesgo de desarrollar complicaciones (Sibai y
cols., 2005). Las pacientes en las que existen patologias previas, hipertension
crénica, trombofilias, etc.., tienen un mayor porcentaje de complicaciones y
éstas son mas severas que en las pacientes con HIE que no tenian estas

complicaciones previas (Sibai y cols., 2005).
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1.3.5 Fisiopatologia

Un adecuado desarrollo placentario, requiere que el citotrofoblasto invada las
arterias espirales maternas. Como ya hemos dicho, esta remodelacion de las
arterias espirales se inicia al final del primer trimestre y finaliza entre la
semana 18-20 y el resultado supone una sustitucién del endotelio y de la
tdnica muscular media (Robertson y cols., 1967, Gerretsen y cols., 1981). La
invasion del trofoblasto, supone cambios en la expresion de ciertas citocinas,
moléculas de adhesion, moléculas de la matriz extracelular,
metaloproteinasas, el complejo mayor de histocompatibilidad Ib y el antigeno
leucocitario de histocompatibilidad (HLA-G). Por tanto, el término
pseudovasculogénesis representa una transformacion de caracteristicas
epiteliales (ej en las moléculas de adhesién de las integrinas &g/3, G\/l35 y E-
caderinas) a endoteliales (ej integrinas @,/B; &,/B3; , células de adhesion
endotelial y plaquetarias y VE-caderinas) (Zhou y cols., 1997). En esta
transformacion van a estar participando un gran nimero de factores de
transcripcion, factores de crecimiento y citocinas (Zhou y cols., 2003, Red-
Horse y cols., 2004). En las mujeres destinadas a desarrollar HIE, la invasion
citotrofoblastica endovascular permanece superficial llevando a una deficiente
circulacién Udtero-placentaria 'y una subsecuente isquemia placentaria
(Brosens y cols., 1972). Esto es evidente en la descripcién macroscépica de
las placentas de pacientes con HIE (De Wolf y cols., 1975, Khong y cols.,
1986). La biopsia de estas placentas, también demuestran unos vasos
estrechos y constrictos, como resultado de la insuficiente invasion
trofoblastica (Robertson y cols., 1967, Gerretsen y cols., 1981). Las pacientes
que estan predispuestas a una insuficiencia vascular, como las diabéticas,
trombofilias o hipertensas cronicas, tienen mayor riesgo de HIE (Dekker
1999). Las pacientes con un aumento de la masa placentaria y menor flujo
placentario presentan también mayor riesgo (Dekker 1999). A pesar de que
se han descrito muchas teorias sobre la insuficiente invasion trofoblastica,
incluyendo la medioambiental, la genética (Lachmeijer y cols., 2002), factores
inmunoldgicos (Saito y cols., 1999) la principal causa de la insuficiente

invasion trofoblastica aln es desconocida.
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La teoria de que factores inmunoldgicos pueden contribuir en la fisiopatologia
de la HIE se basa en parte en el hecho de que la exposicion previa de los
antigenos paternos pueden proteger frente a la HIE. En un estudio realizado a
1011 gestantes, la incidencia de la hipertension fue aproximadamente 12%
entre las primigestas, 5% entre las multigestas de una misma pareja y un
24% en las pacientes multigestas con una nueva pareja. Ademas el tiempo
de convivencia sexual previo a la concepcion, es inversamente proporcional
al riesgo de HIE, sugiriendo, que la exposicién prolongada a los antigenos del
esperma paterno, puede ser protector (Robillard y cols., 1994).

Por otro lado, las células del trofoblasto, expresan una combinacién de
antigenos de la clase HLA |: HLA-C, HLA-E y HLA-G. Las células natural
Killer (NK), que expresan varios receptores (CD94, KIR, ILT) reconocen a las
moléculas de clase I, infiltrando la decidua materna, estando en contacto con
las células del trofoblasto (Loke y King 2000). Se ha hipotetizado que la
interaccién entre las células NK y las células del trofoblasto controla la
implantacion placentaria. En la HIE se cree que la incompatibilidad entre los
genes de la madre y el padre induce alteracion en la implantacion a través de
un aumento en la actividad de las células NK. Aunque existe aun un déficit
de evidencia en esta teoria. Estudios genéticos en busca de polimorfismos en
los receptores inmunoglobulin Killer (KIR), en las células maternas NK y en el
haplotipo fetal HLA-C, sugieren que mujeres con genotipo KIR-AA y fetal
HLA-C2 tienen mayor riesgo de HIE (Hiby y cols., 2004). En una revision
sistematica realizada por Saftlas y cols., 2005, no se encontré evidencias de
que uno o varios alelos HLA especificos estuvieran envueltos en la
patogénesis de la HIE. Sus autores sugieren que la interaccion entre los HLA
maternos, paternos y fetales, mas que un genotipo aislado, es probablemente
un factor importante a considerar en el estudio de factores inmunogenéticos
determinantes de HIE. Por otro lado, se ha observado que la produccion
materna de autoanticuerpos que activan el receptor de la angiotensina Il AT1
puede producir un aumento del activador del plasminégeno 1, produciendo
una invasion trofoblastica mas superficial, similar a la vista en la HIE (Xia y
cols., 2003).
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Aungque muchos casos de HIE son esporédicos, se piensa, que los factores
genéticos pueden tener un papel en la susceptibilidad de presentar la
enfermedad. La predisposicién genética para el desarrollo de la HIE se
sospecha, en primer lugar, porque las mujeres primigestas con historia
familiar de HIE, tienen de 2 a 5 veces mayor riesgo de desarrollar HIE que las
primigestas sin historia familiar (Skjaerven y cols., 2005). La contribucion
materna para el desarrollo de HIE se puede explicar parcialmente por la
impronta genética. En un estudio realizado en hermanas con HIE, se
demostr6 que la madre desarrollaba HIE cuando el feto heredaba una
mutacién genética (10g22). Cuando el feto presentaba el homélogo paterno,
la enfermedad no se desarrollaba (Van Dijk y cols., 2005). Por otro lado, las
esposas de hombres que fueron producto de un embarazo complicado por
HIE, tienen mayor probabilidad de desarrollar HIE que aquellas mujeres
cuyos maridos no presentan este antecedente (Skjaerven y cols., 2005).
Estos datos sugieren que la contribucion tanto materna como paterna a la
genética fetal, puede tener un papel en la alteracion de la placentacion y en
consecuencia, el desarrollo de HIE. Varios genes como la variante del gen de
la angiotensina (T235), genes que producen trombofilia entre otros, han sido
relacionados con la HIE, pero grandes estudios, no han demostrado que sean
importantes para la susceptibilidad de la enfermedad (Lachmeijer vy cols.,
2002).

Tuohy y James 1992 , encontraron una relacién entre HIE y trisomia 13. Los
genes para el sFlt-1 y el FIt-1 se encuentran en el cromosoma 13. Los fetos
con una copia de més de este cromosoma deberia teéricamente producir mas
productos de este gen que en un feto normal. La incidencia de HIE en
pacientes con fetos portadores de trisomia 13 esta aumentada en
comparacién con otras trisomias o con gestantes control (Tuohy y James
1992). Bdolah y cols , 2006 comprobaron un aumento del ratio sFlt-1/PIFG en
estas mujeres.

A pesar de estos estudios genéticos, el mecanismo de la placentacion
andémala es aun desconocido.

Existen estudios de laboratorio que sugieren que las variaciones en los
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niveles de oxigeno pueden regular la invasion trofoblastica (Genbancev y
cols., 1996, Roberts y cols., 1992). M4s recientemente se ha descrito el factor
hipoxia-inducible, que se encuentra elevado de forma selectiva en las
placentas con HIE (Jaffe R, 2000, Mayhew y cols., 2003).

La isquemia placentaria puede tener un papel en la fisiopatologia de la HIE,
ya que las gestantes con enfermedades de base que las predisponen a una
insuficiencia vascular como son la HTA cronica, diabetes, lupus.. tienen
mayor riesgo de desarrollar HIE. Ademas, situaciones obstétricas, en las que
se produce un aumento de masa placentaria con una disminucion relativa de
flujo, como son la mola hidatiforme o el hidrops fetal, también tienen mayor
riesgo de HIE (Dekker 1999).

La hipoperfusién placentaria se hard mas pronunciada a medida que
progresa la gestacién, porque los vasos uterinos anormales seran incapaces
de acomodarse a la llegada del flujo de sangre. Los cambios que se
produciréan en la placenta a final de la gestacion serd de aterosis, necrosis
fibrinoide, trombosis, las arteriolas se estrechan y finalmente se produce
infarto placentario. Aunque estas lesiones no se encuentran en todas las
pacientes con HIE, parece que existe una correlacion entre la extensién de
estas lesiones y la gravedad de la enfermedad (Salafia y cols., 1998).

Aunque probablemente la hipoxia estd presente en las pacientes
preeclampticas, no esta claro, si es un fendbmeno primario o0 secundario
(Salafia y cols., 1997). Se piensa, que la alteracion de la placentacion
acompafiada por la hipoxia conduce a la sintesis de factores solubles,
citocinas, u otros factores proinflamatorios, que actian en la circulacion

materna, induciendo la disfuncién endotelial y la clinica de HIE.

1.3.5.1 Disfuncion del sistema endotelial

Muchos estudios, han indicado, que la disfuncién endotelial generalizada es
la causa de la clinica en la HIE (Roberts y Cooper 2001). Especificamente, se
pierde el control endotelial del tono vascular, dando lugar a hipertensién,
aumento de la permeabilidad vascular glomerular produciendo proteinuria y

alteracion de la expresion endotelial de los factores de coagulacion (Lam vy
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cols., 2005). Ademés la vasoconstriccibn y en consecuencia la isquemia,
puede producir disfuncién a nivel hepatico. La biopsia renal de pacientes con
HIE muestran una célula endotelial glomerular edematizada, conocido como
endoteliosis glomerular (Fisher y cols., 1981). Se ha visto que en el suero de
las pacientes con HIE existen marcadores de dafio endotelial, como
incremento de fibronectina, antigeno del factor VIII y trombomodulina
(Friedman y cols., 1995, Taylor y cols., 1991). Se ha descrito también en
pacientes preecldmpticas, mayor sensibilidad a la angiotensina, mayor
sintesis de endotelina y tromboxanos y menor produccion de los
vasodilatadores derivados del endotelio, como el NO y las prostaciclinas (Mills
y cols., 1999, Clark y cols., 1992).

Recientes estudios sugieren que su fisiopatologia podria estar relacionada
con alteracion de los niveles angiogénicos, aunque existen grandes
controversias entre ellos.

Lee y cols., 2007, comparan los niveles de VEGF,, free y su receptor sFlt-1
en gestaciones con HIE con gestaciones control y obtienen que los valores de
VEGF, y sFt-1 son significativamente mayores y los de VEGF; menores que
en las gestaciones sin patologia. Ademé&s encuentran una correlacién positiva
entre el VEGF, y sFlt-1 con TA sistélica y diastélica, siendo negativa con el
VEGF;.

Trollman y cols., 2003, refieren un aumento tanto de VEGF como de sus
receptores flt-1 y KDR a nivel placentario en gestantes con HIE, en
comparacién con gestaciones control.

Maynard y cols., 2003, observan que el aumento de sFlt-1 durante el
embarazo, se ve asociado con una disminucion del VEGF; y de la PIGF.
Estudios realizados in vitro, indican que el estado antiangiogénico en las
gestantes con HIE, inducido por el exceso de sFlt-1, podria ser “rescatado”
administrando VEGF y PIFG (Maynard y cols., 2003). La transferencia de un
gen exogeno de sFlt-1 en ratas embarazadas a través de un vector
adenovirus, produce en ellas hipertensién, proteinuria y endoteliosis
glomerular, la lesién renal clasica de la HIE (Maynard y cols., 2003). Esto

también se observé en las ratas no gestantes, sugiriendo que el efecto del
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sFIt-1 sobre la circulacion materna es directo y no depende de la presencia de
la placenta. Cuando a las ratas gestantes se les dio una forma de receptor 2
antagonista (sFlk-1), el cual no antagoniza al PIFG, no desarrollaron el
fenotipo preeclamptico, indicando que es necesario antagonista frente al
VEGF vy al PIFG para reproducir el sindrome materno (Maynard y cols., 2003).
Estos datos sugieren que el exceso de sFlt-1 producido por las placentas
preeclampticas, da lugar a una disminucion de VEGF y PIFG, creando un
estado antiangiogénico y dando lugar a la hipertension y proteinuria
caracteristica visto en la HIE (Maynard y cols., 2003). Lu y cols., 2007,
realizan un estudio similar en ratas, obteniendo ademas un descenso de las
plaguetas en aquellas ratas a las que se les transfiere el gen exdgeno de sFlt-
1 y retraso de crecimiento en los fetos.

Por otro lado, se ha visto que los pacientes oncolégicos, que reciben
sustancias antagonistas del VEGF, desarrollan hipertensién y proteinuria
(Kabbinavar y cols., 2003).

No existe unanimidad en cuanto a resultados en los distintos estudios que
relacionan estos factores con la HIE y CIR, asi en HIE se pueden encontrar
estudios en los que el VEGF se encuentra aumentado respecto a gestaciones
normales (Helske y cols ., 2001 , Vuorela y cols., 2000, Bosio y cols., 2001,
Simmons y cols., 2000, Wathen y cols., 2006, Chainworapongsa y cols.,
2004), otros estudios lo encuentran disminuido (Zhou y cols., 2002) y en otros
se observa un aumento del sFlt-1 con disminucién de la fraccion libre
(Maynard y cols., 2003, Lee y cols., 2007). En los estudios de CIR, se
observan mayores discrepancias, asi algunos estudios encuentran el VEGF
aumentado (Helske y cols., 2001), en otros no cambia (Vuorela y cols., 2000,
Lash y cols., 2001) o esta disminuido (Regnault y cols., 2002) y en otros
observan ademas un aumento del sFlt-1 (Savvidou y cols., 2006).

Las discrepancias en las determinaciones de VEGF y su patron son
atribuibles a que segun la técnica utilizada, se detecta forma libre o total, no
se tienen en cuenta las proteinas secuestradoras de VEGF (Alfa-2-
Macroglobulina (A2M) , sFlt-1), no se especifican las isoformas y sobretodo

no se tiene en cuenta la contaminacion por el VEGF almacenado en
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plaguetas (Jelkmann y cols.,, 2001). Ademas, existen diferencias
metodoldgicas: tipo de VEGF estudiado (expresion: localizacion e intensidad
de la sefial, VEGF m-RNA, isoformas, receptores, etc..), tejidos utilizados,
diferencias interespecies, determinacion de fraccion libre o total o si el
sustrato para determinaciéon del VEGF circulante es suero o plasma.

Como ya hemos dicho, la HIE se caracteriza por una disfunciéon endotelial
generalizada. Ness y Roberts 1996, proponen que el endotelio es el punto de
convergencia de las causas maternas y placentarias de la HIE y que los
factores de riesgo que estan asociados con la HIE, probablemente tengan
efecto directo sobre la integridad del endotelio. Yogev y cols., 2004,
demuestran en pacientes con diabetes gestacional que la incidencia de HIE,
se ve influenciada por la severidad de la diabetes, condiciéon asociada a la
disfuncién endotelial y que mejorando los controles glucémicos durante la
gestacion, se puede disminuir dicha incidencia. Por otro lado, las mujeres que
han desarrollado HIE durante la gestacion, presentan mayor riesgo de
desarrollar un sindrome metabdlico (Innes y cols., 2005). Este incremento
del riesgo puede no ser debido por la HIE en si pero puede estar reflejando,
que las pacientes que tienen factores de riesgo vasculares, tienen mayor
probabilidad de desarrollar HIE. Levine y cols., 2005, hipotetizan y
demuestran, que las mujeres con probable lesién endotelial, presentan un
aumento de la TA en segundo trimestre y son susceptibles a desarrollar HIE
con niveles mas bajos de sFlt-1, que aquellas mujeres cuyo endotelio es
relativamente normal y que necesitan mayores niveles de sFlt-1 para
desarrollar HIE. Ya que parte de la disminucién de la tension arterial durante
el embarazo se atribuye a los cambios hemodinamicos, entre los que forma
parte la remodelacién uteroplacentaria, el fallo de esta remodelacién puede
ser la causa de este aumento de TA que se produce antes de la aparicién de
hipertension y proteinuria. En el estudio realizado por Levine 2005, las
mujeres que presentaban HIE con valores elevados de sFlt-1, no presentaban
este incremento de la TA en el segundo trimestre, solo las que presentaban
valores de sFIt-1 bajos, siendo esto dificil de explicar, a no ser que la

remodelacion uteroplacentaria solo falle en aquellas pacientes con niveles
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bajos de sFlt-1, o que el aumento de TA a mitad trimestre fuera producido por
un mecanismo diferente. Por otro lado Xiong y cols (2000, 2002), demuestran
que muchas mujeres con HIE, tienen hijos con peso adecuado incluso con
mayor peso para la edad gestacional, lo que sugiere la presencia de un
sistema vascular uteroplacentario normal en muchas mujeres con HIE.

Lo que permanece incierto, es el mecanismo por el cual la placenta produce
un exceso de sFlt-1, el papel que juega el sFlt-1 en la placentacién normal, la
relacion que presenta el sFlt-1, PIFG y el VEGF y los factores de riesgo
conocidos para la HIE.

Por el hecho de que no se han descrito en los animales tratados con sFlt-1
hemolisis y trombocitopenia , caracteristicas observadas en el sindrome
HELLP la hipétesis que puede plantearse es que otros factores deben actuar
junto con el factor soluble para causar disfuncién endotelial y causar HIE
severa.

La endoglina (Eng), o CD105, correceptor celular del factor de crecimiento de
transformacion (TGF)-B1 y TGF- 33 se expresa de forma importante en las
células endoteliales y en el sincitiotrofoblasto y modula la accion del TGF-B1 y
TGF- 33 (Gougos y cols., 1992, St-Jacques y cols., 1994). Se ha visto que
mutaciones en el gen de la endoglina, son las causantes de enfermedades
hereditarias como la hemorragia telangiectasica tipo 1 o enfermedades
autosdmicas dominantes como malformaciones arteriovenosas (McAllister y
cols., 1994). Recientemente se ha relacionado a la endoglina con la enzima
NOs, sugiriendo que la endoglina regula su actividad y el tono vascular
(Toporsian y cols., 2005). Estos datos sugieren que la endoglina no
solamente participa en el desarrollo cardiovascular, sino también participa en
la homeostasis vascular.

El TGF- B y el VEGF, son factores cruciales en la angiogénesis. La sEng
recombinante, inhibe la formacién de las estructuras tubulares endoteliales in
vitro al mismo nivel que el sFlt-1. Mas aun, sEng potencia el efecto
antiangiogénico del sFlt-1, observandose una mayor reduccion en el nimero
de capilares en presencia de ambas proteinas. Esto sugiere que el sFlt-1 y la

sEng bloquean el efecto proangiogénico de los factores TGF- 31 y VEGF. La
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permeabilidad capilar esta aumentada en la HIE, existiendo mayor tendencia
al edema periférico y pulmonar. Asi en el estudio realizado por Venkatesha y
cols., 2006, valoran la permeabilidad microvascular en ratones pretratados
con sFlt-1, sEng, y sFlt-1+sEng, comparandolos con ratones control,
observando un aumento de la permeabilidad en los pulmones, rifiones e
higado en los ratones tratados con sFlt-1 y los tratados con sEng, mostrando
su asociacion mayor efecto sobre el higado, sugiriendo que estos factores
actlan sinérgicamente, produciendo mayor lesién a nivel endotelial. También
en el grupo de los ratones tratados con ambos factores asociados, se observa
mayor proteinuria, mayores cifras de TA y mayor evidencia bioquimica de
Sindrome HELLP asi como mayor restriccion en el crecimiento fetal.

Torry y cols., 2004 , que observan valores disminuidos de PIGF en pacientes
con HIE en comparacién con las gestantes control, realizan un trabajo
experimental para valorar si la expresion disminuida de PIFG es debido a un
defecto intrinseco en la produccién trofoblastica, cultivando trofoblasto
aislado tanto de pacientes con HIE como pacientes control, observando que
en los cultivos, el trofoblasto de las pacientes con HIE, es capaz de sintetizar
niveles similares de PIFG que el trofoblasto de gestantes normales. Estos
datos soportarian la idea de que es un factor extrinseco al trofoblasto el que
inhibiria la expresion de PIFG. También observan que el receptor flt-1 esta
elevado en el trofoblasto de las pacientes con HIE. Por tanto, sus resultados,
sugieren que factores extrinsecos a nivel de la interfase materno-fetal, que
son desconocidos, son los responsables de la alteracion en la expresion de
este receptor.

El r4pido declive de las concentraciones de sFlt-1 tras el parto encontrado por
Maynard y cols., 2003 y Koga y cols., 2003 soporta la teoria del origen
placentario del factor soluble, a pesar de que no pueden excluir al feto como
una fuente adicional de este factor. Staff y cols., 2005, valoran los niveles de
sFlt-1 a nivel de la circulacion materna y fetal, observando que este factor
estd aumentado en la circulacion fetal durante la HIE, pero a niveles menores
que en la circulacién materna, concluyendo que el feto no contribuye de forma

importante a la elevacion del sFlt-1 a nivel materno.
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1.3.6 Factores predictores de HIE.

Parece ser, que en la fisiopatologia de la HIE, un punto muy importante, es la
alteracion de los factores angiogénicos.

Estas anormalidades en los niveles de de estas proteinas angiogénicas no
estan solamente presentes durante la clinica de HIE sino que parece ser que
también anteceden varias semanas antes de la aparicion de los sintomas. Por
tanto, la posibilidad de medir estos factores angiogénicos en la sangre,
podrian ser una buena herramienta para el screening de HIE. La posibilidad
de tener un test predictor de HIE seria una gran herramienta para la
prevencion de HIE.

Vamos a estudiar el comportamiento de estos factores angiogénicos durante

las gestaciones con HIE.

1.3.6.1 sFlt-1

En varios estudios, se ha demostrado que el factor soluble presenta una
correlaciéon positiva con la edad gestacional y a partir de la semana 35 el
aumento de este factor es mucho mayor (Maynard y cols., 2003 , Tsatsaris y
cols., 2003) En un estudio prospectivo, en el cual se recogian muestras a
intervalos de 4-5 semanas en gestantes sanas desde la semana 8, se
observé que los valores de sFlt-1 no variaban hasta la semana 33-36,
aumentando los valores a partir de este momento. En las pacientes que
desarrollaron HIE el sFlt-1 empez6 a estar elevado en la semana 20 (Levine y
cols., 2004). En varios estudios, valoran el sFlt-1 antes de la semana 20 y se
observa que no existen diferencias entre las pacientes que desarrollan HIE y
las que presentaban un embarazo normal (Bowers y cols., 2004, Thadhani y
cols., 2004, Unal y cols., 2007).Sin embargo Vatten y cols., 2007, en otro
estudio con 30.000 gestantes, observan que entre el primer y segundo
trimestre, existe una disminucién del PIGF y un mayor incremento de sFlt-1
en las gestantes que desarrollan HIE en comparacion con las gestantes
control, pudiendo utilizar los cambios de estos factores como predictores de
HIE.

Realizando un estudio entre subgrupos, se observa que no existe diferencias
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entre las pacientes nuliparas y multiparas, con o sin HIE, aunque las
pacientes con antecedentes de HIE, si que presentaban valores mas
elevados (Chaiworapongsa y cols., 2004). Sin embargo, un estudio mas
reciente, demostrd niveles mas elevados en pacientes nuliparas que en
multiparas, en la misma mujer, lo que ofrece una explicacién para el riesgo
aumentado de HIE en las pacientes nuliparas.

Levine y cols., 2004, en un estudio valoran los niveles de VEGF;, PIGF y su
receptor sFlt-1, tanto en mujeres que desarrollan HIE como en mujeres
control, obtienen que en las mujeres con HIE los niveles de sFlt-1 estaban
aumentados significativamente y los niveles de PIFG disminuidos. Ademas,
estos cambios ocurrian antes de la aparicién de la enfermedad: el sFlt-1
estaba aumentado 5 semanas antes del desarrollo de la enfermedad. Por otro
lado, la alteracion de los niveles de estos factores, fue mayor en las pacientes
que desarrollaron antes la enfermedad y en las pacientes que presentaban
asociado un feto pequefio para la edad gestacional.

Ademas, Chaiworapongsa y cols., 2004, realizan un estudio en el que se
observa que ademas de que el sFlt-1 estd aumentado en las gestaciones con
HIE, éste se correlaciona con la gravedad de la enfermedad, presentando
mayores concentraciones las gestaciones de inicio mas precoz de la
enfermedad, con mayores cifras de TA y proteinuria y menor recuento de
plaguetas, asi como menores pesos fetales.

A pesar de las publicaciones en las que se observa una fuerte correlacion
entre la presencia de niveles elevados de sFlt-1 y la presencia de HIE,
muchas mujeres preeclampticas presentan valores de sFlt-1 dentro de los
rangos normales y viceversa (Powers y cols., 2005), por lo tanto, la utilidad de
las concentraciones de sFlt-1 como un método de screening, permanece adn

en investigacion.

1.3.6.2 PIGF
En numerosos estudios, se ha demostrado una disminucion del PIFG en las
pacientes preeclampticas (Maynard y cols., 2003, Levine y cols., 2004). Esto

es probable, por su union el sFlt-1 que se encuentra elevado (Maynard y
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cols., 2003) mas que por una disminucion en su sintesis por la placenta
preeclamptica.

La tendencia esperada de las concentraciones de PIGF en gestaciones
normales, es un aumento ininterrumpido durante los dos primeros trimestres
de embarazo, con un pico maximo en semana 29-32, disminuyendo
posteriormente (Levine y cols., 2004). Su disminucién, se piensa que se
produce por un aumento del sFlt-1 entre la semana 33-36 hasta final del
embarazo y de hecho, los niveles de ambos son reciprocos, es decir, cuanto
mayor son los niveles de sFlt-1 menores son los de PIGF (Levine y cols.,
2004). Numerosos estudios han documentado que el descenso de PIGF se
puede iniciar al principio del segundo trimestre, incluso en semana 10-11 en
pacientes que van a desarrollar HIE, en comparacién con las pacientes
control (Levine y cols., 2004, Thadhani y cols., 2004, Torry y cols., 2003, Unal
y cols., 2007). En el estudio randomizado realizado por Levine y cols 2004,
se observa que los niveles de PIFG entre la semana 21 y 32, fueron menores
en las pacientes con HIE de inicio mas temprano (<37 semanas) en
comparacion con las de inicio tardio y también fueron menores en pacientes
con fetos pequefos para la edad gestacional, en comparacién con aquellos
que presentan una tamafo adecuado para la edad gestacional (Levine y
cols., 2004). También se ha observado que los niveles de PIFG son
inversamente proporcionales a la gravedad de la enfermedad. Otros
estudios, no confirman esta reduccion de PIFG en pacientes con HIE
(Livingston y cols., 2001, Ong y cols., 2001). Estas diferencias pueden ser
debidas a la diferencias en las caracteristicas de la poblacién, en los distintos
grados de gravedad de HIE o en el almacenaje de las muestras (Ong y cols.,
2001).

Recientemente se ha explorado el PIFG urinario como otra posible
herramienta para el diagnéstico de HIE (Ong y cols., 2001). Aunque el sFlt-1
es una molécula muy grande para ser filtrada por el rifibn sano, el PIFG es
una proteina considerablemente pequefia y de hecho se observé una
disminucién de su concentracion en la orina de mujeres con HIE en

comparacién con gestantes normales (Levine y cols., 2005).
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En un estudio reciente (Buhimschi y cols., 2005), se midieron los marcadores
angiogénicos a nivel urinario, en mujeres con clinica de HIE. Durante la
enfermedad activa, se produce la disrupcién del endotelio glomerular, lo que
conduce a proteinuria y una pequefia cantidad de sFlt-1 pasa a la orina. En
este estudio, se observd que el sFlt-1 estaba significativamente aumentado
en orina en mujeres con HIE, en comparacién con las gestantes control. El
PIFG, también estaba significativamente disminuido en la orina de las
gestantes con HIE, en comparacion con las gestantes control.

Una revision sisteméatica que engloba 10 estudios que analizan el sFlt-1 y 14
estudios analizando el PIGF, concluye que los niveles de estos factores tras
la semana 25 de gestacion son predictores de desarrollo de HIE severa, pero
no existe suficiente evidencia para recomendarlos como test de screening
(Widmer y cols., 2007)

1.3.6.3 Endoglina

Ademas del sFlt-1 y PIFG, es probable que existan factores que actien de
forma sinérgica junto los dos anteriores en la patogénesis de la HIE.

Como ya hemos dicho previamente, la sobreexpresion de sFlt-1 en ratas,
produce hipertensién proteinuria y endoteliosis glomerular, las
manifestaciones clasicas de la HIE, sugiriendo que este exceso de sFlt-1
tiene un papel importante en la HIE (Maynard y cols., 2003), sin embargo, los
animales tratados con sFlt-1 no desarrollan hemdlisis y trombocitopenia,
signos observados en el sindrome de HELLP, por tanto, se establece la
hip6tesis como hemos sugerido antes de que existen otros factores que
acttan junto con el sFlt-1 que favoreceran la lesion endotelial, dando lugar a
HIE severa.

Se ha observado, que los niveles de sEng, estan aumentados de dos a tres
veces en gestaciones normales, en comparacién con mujeres no gestantes,
sugiriendo que la sEng tiene un papel en la gestacion normal (Venkatesha y
cols., 2006). Ademas en este estudio, niveles de seng fueron de 3 a 10
veces mayor en las mujeres con HIE que en las gestaciones normales. Las

concentraciones de sEng se correlacionaban con las de sFlt-1 excepto en los
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casos con sindrome de HELLP, donde los niveles de sEng eran mayores que
los de sFlt-1. Los niveles de SEng, se reducian en un 70% 48h tras el parto.
(Venkatesha y cols.,2006).

Levine y cols., 2006, observan que la endoglina esta elevada de 2 a 3 meses
antes del desarrollo de la HIE y este aumento se acompafia de un aumento
del cociente sFlt-1/PIGF, pudiendo ser la combinacion de estos tres factores

Gtil para la prediccién de HIE.

1.4 CIR

1.4.1 Introduccion

Crecimiento fetal restringido, es el término utilizado para referirse a un feto
que no ha alcanzado su potencial de crecimiento por causas genéticas o
medioambientales. Este término, es inexacto para describir aquellos fetos que
son pequefios constitucionalmente y que estan sanos. Si lo definimos como
aquel que no ha alcanzado un umbral de peso (hormalmente definido como el
percentil 10) el 10% de la poblacién que se incluya seran recién nacidos
pequefios constitucionalmente, pero sanos. Valorar si un feto tiene riesgo de
restriccién del crecimiento o si esta restringido, es muy importante, ya que en
estos fetos, existe una relacién inversa entre el percentil del peso fetal y la
mortalidad perinatal. Los fetos que mayor riesgo tienen de presentar
resultados adversos son aquellos que presentan pesos por debajo del
percentil 3 para la edad gestacional. Por ello, es necesario distinguir entre el
feto constitucionalmente pequefio (PEG) y aquel cuyo crecimiento se
restringe intradtero, por tanto estos fetos constituyen un grupo heterogéneo
desde el punto de vista de la etiologia, conducta y prondstico (Gardosi y
cols.,1998, Garite y cols., 2004). Los errores mas frecuentes en el diagnéstico
de CIR son la incorrecta datacion de la edad gestacional y los fetos
constitucionalmente pequefios pero sanos. El feto con CIR, es aquel que
tiene una limitacion del potencial de crecimiento intrinseco. Comparados con
los fetos desarrollados de forma adecuada, los CIR presentan mayores tasas
de muerte, asfixia al nacimiento, hipotermia, hipoglucemia, aspiracion de

meconio y secuelas neuroldgicas.
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La correcta datacion de la gestacion es uno de los aspectos mas importantes
para descartar un CIR. Al principio de la gestacién, la longitud cefalo-nalga
(LCN) es el parametro que nos permite estimar adecuadamente la edad
gestacional. Cuando existe una discrepancia entre la LCN y la edad
gestacional por fecha de ultima regla de mas de 5 dias, se debe corregir la
edad gestacional de acuerdo con la biometria fetal ( Robinson y Fleming
1975). Cuando la biometria no es acorde en el tercer trimestre, nunca se
debe cambiar la edad gestacional. Algunos autores han propuesto otros
parametros que son dependientes de la edad gestacional pero que no se ven
afectados por el CIR para datar la gestacién como es el diametro del cerebelo
(Reece y cols., 1987, Goldstein y cols., 1987).

El peso fetal dependera fundamentalmente de la interaccion de estas 4
variables: la predisposicion genética, el feto, la placenta y la madre. La
implantacion adecuada de un feto y placenta genéticamente normal en una
gestante sana, tiene mayor probabilidad de dar lugar a un neonato sano. Por
otro lado, si algunos de estos factores se altera es posible que de lugar a una
restricciébn del crecimiento fetal. Por tanto, el CIR no es una enfermedad
especifica per se, sino que puede ser la manifestacion de varias condiciones.
Las causas de CIR se han subdividido tradicionalmente en causas fetales,

placentarias y maternas.

1.4.2 Factores de riesgo para CIR (Bamberg y Kalach e 2004).

MATERNO PLACENTA FETAL
Hipertension Patologia 12 Cromosomopatias
placentaria
Patologia renal Mosaicismo Malformaciones
congénitas
Trombofilias Placenta previa Infecciones
Diabetes Gestacion multiple
Drogas/tabaco/teratégenos
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La causa mas frecuente de CIR en un feto bien formado, es la enfermad
materna vascular asociada con HIE (Odegard y cols.,, 2000) y como
consecuencia, afectacion de la perfusion uteroplacentaria (Ounsted y cols.,
1985).

Las causas maternas como enfermedad renal, hipertension crénica (Ounsted
y cols., 1985), enfermedad del colageno vascular, lupus, diabetes, trombofilia
0 situaciones como malnutricién, tabaco o drogas, pueden contribuir aunque
con menor intensidad. El mecanismo por el cual las enfermedades
tromboembdlicas son causa de CIR no estd claro. Se ha sugerido que la
mutacién del gen de la protrombina puede jugar un papel importante
(Kupfermine y cols., 2000).

Una vez se ha descartado cualquier tipo de enfermedad materna, se debe
descartar una cromosomopatia, ya que representa una de las causas mas
frecuentes de CIR (Van Vugt y cols., 1991). Los fetos con anomalias
cromosémicas autonomicas tales como la trisomia 13, 18 y 21,
frecuentemente presentan un CIR (Khoury y cols., 1988). Las alteraciones de
los cromosomas sexuales, aunque frecuentemente son letales, también
producen CIR en los supervivientes. El porcentaje de anomalias
cromosomicas entre los CIR es 7-20% (Snijders y cols., 1993). Cuanto mas
precoz se diagnostica el CIR, mas posibilidades de tener asociada una
cromosomopatia. La asociacibn de anomalias estructurales asi como
polihidramnios, también nos deben hacer pensar en una cromosomopatia.
Ante la ausencia de lo anterior, hay que descartar una infeccién congénita,
frecuentemente producida por el CMV (Fowler y cols., 1992). También se
debe descartar las infecciones por toxoplasma, parvovirus y rubeola.

Rara vez la causa de retraso de crecimiento es la alteraciéon de la perfusién
debida a desprendimiento parcial de la placenta, pequefos infartos, placenta
previa 0 hematomas.

Por otro lado, las pacientes fumadoras tienen de 3-5 veces mas riesgo de
presentar un CIR que las pacientes no fumadoras. La toma de drogas como
la cocaina se asocia a un 30% de CIR, siendo hasta del 50% en las pacientes

gque toman heroina. También el abuso de alcohol esta asociado a CIR.
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Por tanto, una vez se sospecha el CIR, se debe realizar un estudio ecogréfico
cuidadoso, combinandolo con el cariotipo, serologias maternas para descartar
una infeccion virica, PCR en liquido amniético, descartando la posibilidad de
HIE o trombofilias.

1.4.3 Consecuencias fetales de un insuficiente desa rrollo vascular
placentario.

El desarrollo fetal adecuado, depende de una adecuada difusién de los
nutrientes desde la madre al feto y por tanto, requiere una adecuada
perfusion uterina, un adecuado intercambio transplacentario de nutrientes y
residuos y una adecuada perfusiéon umbilical. La glucosa y los aminoacidos
esenciales son activamente transportados a través de la placenta y
metabolizados activamente por el feto. El eje glucosa/factor de crecimiento
insulin like (ILF) juegan un papel importante en el desarrollo fetal (Fant y
Weisoly 2001). Por el hecho de que el 70% de la glucosa y el 45% del
oxigeno son utilizados por la propia placenta, la adecuada difusién de
nutrientes y oxigeno al feto dependera de la perfusion uterina, del area de
intercambio fetoplacentaria y de la afinidad por el oxigeno de la hemoglobina
fetal. Son necesarios cambios importantes en el flujo materno y fetal que se
acomoden al rapido crecimiento fetal a medida que avanza la gestacion. Con
una invasion trofoblastica adecuada y el aumento en la capacidad de las
arterias espirales se crea un lecho placentario con bajas resistencias. Como
resultado, aumenta la proporcidon de gasto cardiaco materno que llega a los
cotiledones placentarios, llegando a volimenes de flujo sanguineo de hasta
500-600 mL/minuto a término. En el compartimento fetal, este proceso es
paralelo aumentando la superficie vellositaria y capilar, dando lugar a una
disminucién de las resistencias a nivel de la arteria umbilical y un aumento de
la superficie de intercambio. Al mismo tiempo, la funcién cardiaca fetal
aumenta exponencialmente, produciéndose un aumento de 5-10 veces el flujo
a nivel arteria y vena umbilical con el avance de la gestacion. Este incremento
es necesario para mantener una relacioén constante entre el volumen de flujo

sanguineo/peso fetal a través de la gestacion (Sutton y cols., 1990). Una vez
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los nutrientes han entrado en la circulacion fetal a través de la vena umbilical,
su distribucibn a o6rganos vitales como son el higado, corazén, cerebro,
rifiones, es asegurado por la circulacion fetal. El shunt venoso a nivel del
ductus venoso madifica la proporcion de sangre rica en nutrientes que se
distribuye a través del higado y el corazon. A nivel de la auricula derecha, las
diferentes direcciones de la corriente sanguinea permiten que los nutrientes
sanguineos se distribuyan a nivel del corazon y cerebro mientras que el
retorno venoso es distribuido hacia la placenta para la reoxigenacion e
intercambio de nutrientes y residuos. Las consecuencias de la insuficiencia
utero-placentaria son complejas, ya que la funcidon respiratoria feto-
placentaria puede verse afectada en distintos niveles.

En los CIR, la transferencia de oxigeno, glucosa y aminoéacidos esta
afectada, asi como la respuesta insulinica pancreatica. La hipoinsulinemia
relativa puede disminuir la transferencia placentaria de glucosa. Esto hace
gue el feto se encuentre en una situacion donde el aporte de oxigeno y
substratos y por tanto la posibilidad de un metabolismo aerébico y en
consecuencia el crecimiento fetal estén limitados. La eritropoyesis puede
mejorar el transporte de oxigeno aumentando las células rojas y la
concentracion de la hemoglobina (Weiner y Williamson 1989). La demanda de
otros nutrientes son mas dificiles de adaptarse. El glucégeno hepatico
almacenado inicialmente puede proporcionar un aporte limitado de glucosa.
Una alternativa eventual puede ser la neoglucogénesis a partir del
catabolismo tisular. Con estas limitaciones, la produccion de lactato a traves
del metabolismo anaerodbico va aumentando. Aunque la glucosa es la primera
fuente energética para el cerebro y el corazén, el lactato y los cuerpos
ceténicos se convierten en los sustitutos en las hipoglucemias prolongadas.
Al mismo tiempo, se produce una redistribucion sanguinea a favor de los
Organos vitales. Secuencialmente se produce una alteracion de las variables
de dinamica del feto, como la variabilidad de la frecuencia cardiaca,
movimientos y tono, para poder conservar energia (Vintzileos y cols., 1991).
Por tanto, la adaptacion fetal se realizard a distintos niveles y si los

mecanismos de compensacion tienen éxito el feto sobrevivirg, incluso sera
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posible el crecimiento fetal. La descompensacion fetal se producird cuando la
adaptaciéon no pueda mantener la funcién de los érganos y se caracteriza por
el fallo cardiaco, acidosis metabdlica, pérdida del comportamiento normal del

feto, y finalmente muerte fetal.

1.4.4 Utilidad de doppler en los CIR.

El doppler ayuda a distinguir los fetos PEG constitucionales de los CIR. El
doppler de arteria uterina, tiene un valor limitado en la prediccion del CIR
tanto en poblacibn de bajo como de alto riesgo, con una razon de
verosimilitud positiva 3.6 y 2.7 y negativa de 0.8 y 0.7 respectivamente
(RCOG 2002). En la 23 — 24 semanas el notch protodiastélico bilateral de las
arterias uterinas tiene una sensibilidad hasta del 85% para la prediccién de
CIR y HIE. EIl doppler en arteria umbilical (AU), es la Unica prueba de
bienestar fetal que utilizada en poblacién de alto riesgo se asocia con una
tendencia a mejora de la mortalidad perinatal. Es la prueba de eleccién en el
seguimiento de los CIR (RCOG 2002). Es muy poco frecuente la presencia de
morbilidad en fetos pequefios con percentil<10 pero con AU normal.

Solo el 20% de los fetos PEG, presentan CIR, es decir tienen afectacién
cardiovascular. En un estudio de fetos PEG (McCowan y cols., 2000), sélo el
10% de los fetos presentdé una ratio ACM/AU andémalo dentro de las dos
semanas al parto, lo que muestra que la redistribucion del flujo sanguineo
(brain-sparing effect) objetivado en fetos PEG es un hecho infrecuente
cuando la OVF umbilical y el liqguido amniético son normales (Baschat y cols.,
2000, Baschat y Weiner 2000). Sin embargo, el flujo ausente o reverso en
arteria umbilical se asocia a elevada mortalidad perinatal (Kingdom, Burrel y
cols., 1997, Kingdom , Rodeck y cols., 1997).

La evaluacion mediante doppler es un instrumento importante para graduar la
severidad del CIR ya que con la obtencién de la OVF arterial y venosa, se
puede objetivar el grado de afectacion placentaria, el nivel redistribucién y el
grado de compromiso cardiaco (Baschat y Hecher 2004).

El flujo diastélico en la AU en caso de la insuficiencia placentaria esta

disminuido (para ello estarian afectadas un 30% de vellosidades terciarias). El

67



IR umbilical aumenta o disminuye en funciébn del nimero de arteriolas
funcionales propias de las vellosidades terciarias, si disminuye el nimero de
arteriolas aumenta el IR de la arteria umbilical (Giles y cols., 1985). Se estima
que hace falta un 60 a 70% de vellosidades terciarias dafiadas para que el
flujo sea ausente o reverso (Weiner y Baschat 1999). Conviene no obstante
resefiar que, cerca de término incluso con OVF AU normal si las resistencias
cerebrales estdn disminuidas o el cociente cerebro — placentario alterado
puede sugerir la presencia de un CIR.

Parece existir una secuencia de deterioro de la oxigenacion y nutricion fetal
(Baschat y Hecher 2004) concomitante con los cambios en la OVF, de
manera que inicialmente se observaria un aumento de la resistencia en AU,
reflejo del aumento de éstas a nivel placentario, lo que iniciaria la
redistribucién a nivel cerebral con disminuciéon de las resistencias (brain-
sparing effect). Posteriormente las OVF venosas se alterarian, lo que explica
su mejor correlacion con la acidosis fetal umbilical (Rizzo y cols., 1996).
Finalmente la ausencia o inversion atrial en el ductus venoso (DV) o la
pulsatilidad a nivel umbilical, seria la manifestacion de la descompensacion
fetal y esta asociado a una elevada probabilidad de muerte perinatal.

Ferrazzi y cols., 2002 valoraron el doppler de 5 vasos en fetos con CIR y
observaron que las alteraciones ocurren de forma secuencial. Los cambios
precoces se dan en la periferia (AU y ACM; 50% se afectaron 15 — 16 dias
antes del parto), mas tardiamente aparece el flujo reverso y cambios
anomalos en DV, tractos de salida aortico y pulmonar (50% de pacientes
afectas 4 a 5 dias antes del parto), concluyen que los cambios tardios son
mejores predictores de la mortalidad perinatal.

La HIE y el CIR posiblemente se asocien a una alteracion del flujo
uteroplacentario que se atribuye a un defecto en la invasion trofoblastica
(Khong y cols., 1986, Divon 1996). La flujometria Doppler permite estudiar la
circulacién uteroplacentaria durante la gestacion, son las arterias uterinas las
mas frecuentemente estudiadas. (Coleman y cols., 2001, Robertson y cols.,
1986, Farré y cols., 2001) A través de la medicion de las velocidades de la

sangre durante la sistole y la didstole se han propuesto varios indices:
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resistencia  (IR), pulsatiidad (IP) y relacién sistole/diastole (S/D);
generalmente el valor de estos pardmetros es directamente proporcional a la
resistencia inmediata al vaso evaluado. (Papageorghiou y cols., 2001, Gémez
y cols., 2005) La invasion trofoblastica normal hacia las arterias espirales
produce a nivel uteroplacentario un sistema de alta perfusion y baja
resistencia, la ecografia Doppler de las arterias uterinas “evalta” el éxito de
esa invasion.(Gémez y cols., 2005).

El patron caracteristico de la flujometria Doppler de las arterias uterinas en el
primer trimestre de la gestacion es la presencia de una muesca diastolica
junto con una alta pulsatilidad. La persistencia de la muesca més alla de las
24 semanas se considera anormal (Gomez y cols.,, 2005). Varias
investigaciones han evidenciado asociacion entre la persistencia de la
muesca diastélica con un riesgo incrementado de complicaciones obstétricas
como HIE, CIR, desprendimiento de placenta, entre otras. (Divon, 1996,
Coleman y cols., 2001, Farré y cols., 2001). La persistencia de la muesca
diastélica después de la semana 24 implica la existencia de un flujo
placentario anormal, que puede ser consecuencia de una insuficiente
migracion trofoblastica. Es precisamente este evento la posible causa de la
isquemia uteroplacentaria y de la activacién endotelial.

1.4.5 Factores angiogénicos alterados en el CIR

En la fisiopatologia de la HIE observamos que una insuficiente placentacion y
decidualizacion del sistema vascular precede a la clinica de HIE. Defectos
vasculares similares ocurren en las gestantes cuyos embarazos acaban con
un crecimiento intrauterino restringido sin HIE. Esto implica que
probablemente ambas patologias tengan un origen vascular comun.

Wathen y cols., 2006 valora la posibilidad de utilizar el sFlt-1 como factor
predictor en primer trimestre de aquellas gestantes que evolucionan a HIE o
CIR y observa que valores elevados de sFlt-1 en semana 16-20 estan
asociados con un aumento del riesgo de desarrollar HIE pero no de
desarrollar CIR de forma aislada. A diferencia de Smith y cols., 2007, que

también valoran los niveles de PIFG y sFlt-1 al inicio de embarazo (semana
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10-14 semanas) como posibles marcadores de riesgo de resultados
perinatales adversos y obtienen que niveles elevados de sFlt-1 no estan
asociados con un aumento de riesgo de desarrollar HIE y si que estan
asociados tanto los niveles elevados de sFlt-1 como de PIFG con una
disminucién del riesgo de resultados adversos perinatales.

Savvidou y cols., 2006, analizan en gestantes de 23-25 semanas los valores
de sFlt-1 en gestantes normales, gestantes con doppler de arterias uterinas
alterado y en gestantes con CIR establecido. Observa que el sFlt-1 esti
aumentado de forma significativa en aquellas gestantes con CIR establecido
no siendo asi en aquellas con gestaciones normales o doppler alterado que
posteriormente evolucionan a CIR o HIE, concluyendo que aunque el sFlt-1
tenga un papel importante en el desarrollo de estas dos situaciones, es
improbable que este factor antiangiogénico juegue un papel importante en el
inicio de estas patologias.

Wallner y cols., 2007, valora los niveles de sFlt-1 y PIFG en el momento del
parto tanto en suero materno como en cordén umbilical y observa que en las
gestaciones con CIR el sFlt-1 estd aumentado mientras que el PIFG esti
disminuido en suero materno. Se observa que tanto en las gestantes
normales como en las gestaciones con CIR los niveles de VEGF fueron
mayores Yy los niveles de sFlt-1 fueron menores en el suero de vena y arteria
umbilical en comparacién con los niveles maternos. Esto sugiere que en las
gestantes con CIR existe un desequilibrio de los factores angiogénicos a favor
de los antiangiogénicos y que el feto no contribuye a este desequilibrio de
factores.

Boutsikou y cols., 2006, analizan en gestantes con CIR , los valores de sFlt-1
en el momento del parto, a nivel materno, en cordén umbilical y a nivel
neonatal el primer y cuarto dia tras el nacimiento y observan que tanto a nivel
materno como a nivel neonatal, sFlt-1 es significativamente mayor en los
casos de CIR que en los casos control, correlacionandose de forma negativa
el sFIt-1 con los percentiles neonatales, demostrando el estado
antiagiogénico en los casos de CIR. También observan una disminucion

progresiva desde la toma sanguinea de corddn, a la toma sanguinea neonatal
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en el cuarto dia de nacimiento, tanto en los CIR como en las gestaciones
control, prevaleciendo en el neonato los factores angiogénicos para su
crecimiento.

El hecho de que la endoglina soluble, tenga un efecto antiangiogénico in vitro
y que esté elevado en las pacientes con HIE, hace pensar si este factor, esta
elevado también en las gestaciones con CIR.

Stepan y cols., 2007, valoran los niveles de endoglina tanto en gestantes con
HIE como con CIR, observando que las gestantes con CIR presentan niveles
de endoglina significativamente mas elevados pero no alcanzan los niveles de
endoglina de las gestantes con HIE. Ademas, se observa una correlacion
positiva de la endoglina con el sFlt-1 tanto en la HIE como en las gestantes
con CIR.

Nuestra hipétesis se basa en:
e La determinacién del sistema VEGF en plasma materno puede ser
un marcador bioquimico de compromiso fetal
e El feto hipéxico aumenta sus niveles de VEGF, aumentando la
angiogénesis para compensar la hipoxia
¢ Una disminucién del VEGF o una mayor inactivacion de éste puede
jugar un papel en la patogénesis de la preeclampsia y CIR.
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2. OBJETIVOS

El propdsito de este estudio es evaluar el papel del VEGF en respuesta a la
hipoxia fetal y la posibilidad de utilizar el nivel plasmatico materno como

marcador de esta hipoxia .

2.1. Generales

- Evaluar la importancia de de la expresion, produccion y secrecién del
complejo VEGF (materno y fetal) como mecanismo en la fisiopatologia de la
HIE y CIR.

- Evaluar la importancia de la expresion, produccién y secrecion del complejo
VEGF (materno y fetal) como mecanismo compensatorio de la hipoxia
cronica.

- Evaluar si el aumento del VEGF plasmatico materno es un indicador de la

hipoxia fetal.

2.2. Especificos

- Determinar la secrecion del complejo VEGF en sangre materna durante la
gestacion en embarazos Unicos.

- Determinar las variaciones del complejo VEGF en gestaciones con HIE y
CIR.

- Determinar la relacion entre los pardmetros ecograficos que determinan una
hipoxia durante el embarazo y la secrecion del complejo VEGF materno.

- Determinar la relacion entre los parametros que objetivan la hipoxia fetal
mediante el EAB en el parto con la expresién y produccion placentaria del

complejo VEGF y la secrecion materna y fetal del mismo.
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3. MATERIAL Y METODO

3.1. Disefio del estudio

El presente trabajo es un estudio observacional prospectivo, de casos-
controles, que forma parte del proyecto de investigacion “ La hipoxia fetal
valorada mediante métodos objetivos y su relaciébn con el Factor de
Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF)”, que ha sido subvencionado por
el Ministerio de Educacion y Ciencias con referencia n° “ FISS” Exp
P1030059.

3.1.1 Pacientes
Las pacientes que forman parte del estudio, se reclutaron entre las gestantes
atendidas en los Servicios de Obstetricia y Ginecologia del Hospital La Fe y
Dr. Peset de Valencia.
Reclutamos a pacientes que acudieron para control a consultas externas de
nuestro hospital con criterios de oportunidad, siendo el intervalo de
seguimiento entre semana 12 y 42, o que ingresan por HIE o CIR.
Criterios de exclusion:

-Gemelaridad

-Malformaciones fetales o cromosomopatias.

-Muerte fetal anteparto.

-Gestantes con cardiopatia o insuficiencia respiratoria.
Recogimos como variables epidemioldgicas:

-Edad matena

-Paridad

-Edad gestacional en el momento de la exploracion.

-Semana de parto.

-Via de parto.

-Peso del recién nacido (RN)

-Peso placentario
Realizamos una exploracion cada 4-5 semanas en el 2°y 3% trimestre y en
la semana que antecede al parto. En cada visita, estimamos los indices

velocimétricos de arterias uterinas derecha e izquierda, arteria umbilical (AU),
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arteria cerebral media (ACM), el cociente cerebro/placentario (CCP),
valorando el crecimiento fetal y la cantidad de liquido amniotico . De forma
concomitante, realizamos un extraccion de sangre materna, que
posteriormente centrifugamos para separar el plasma y almacenarlo a -20°C
para posterior medicion del complejo VEGF.

En el parto obtuvimos sangre materna y fetal (arteria y vena) para las
posteriores mediciones en plasma del complejo VEGF y a partir de la sangre
fetal (arteria y vena), medimos los valores del EAB.

Para analizar la asociacion del complejo VEGF materno sobre el bienestar
fetal anteparto, utilizamos todas las estimaciones de velocimetria que
obtuvimos de forma concomitante. Cuando se valoré el estado del RN en
relacién con el complejo VEGF materno o fetal, tan sélo utilizamos la

exploracion que estuvo dentro de los 7 dias antes del parto.

Clasificando las gestaciones de nuestro estudio por grupos obtenemos 16
tipos de gestaciones:

A-. 61 gestaciones control, sin ningun tipo de patologia

B-. 11 con HTA sin proteinuria.

C-. 27 con preeclampsia

D-. 25 con PEG.

E-. 27 con CIR

F-. 6 con AUU

G-. 3 con diabetes gestacional insulindependientes

H-. 9 con diabetes tipo I.

I-.1 con HTA + PEG

J-. 5 con HTA +CIR

K-. 7 con preeclampsia+PEG

L-. 18 con preeclampsia+CIR

M-. 2 con preeclampsiatdiabetes |
N-. 1 AUU +CIR

O-. 5 AUU+PEG
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De estas 208 gestaciones obtenemos un total de 272 muestras de sangre
materna a lo largo de la gestacion y conseguimos recoger muestra de cordon

en el momento del parto en 103 de estas gestaciones.

Las gestaciones fundamentalmente objeto de nuestro interés son las 61
gestaciones control, 52 HIE, 27 CIR y 24 gestaciones con Hipoxia (pH< 7.20
en arteria umbilical). Si bien estas dltimas no son estudiadas en ciertos
resultados ya que este grupo esta compuesto por gestaciones que han sido
normales asi como por gestaciones que pueden estar afectadas por cualquier

patologia, seran descritas y analizadas posteriormente.

3.2 Bienestar fetal
Para valorar el estado fetal, hemos utilizado diferentes aproximaciones,
directas e indirectas.
e Estimacién indirecta o subrogados de bienestar fetal in Gtero:
- Onda de velocidad de flujo (OVF) de arterias uterinas que 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 posicion se busca la ubicacion
de ambas arterias uterinas a nivel de su nacimiento desde la
division 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 de arteria umbilical, que nos informan de las resistencias
placentarias y sugieren redistribucion.
En orden a minimizar errores, se deben visualizar al menos 3
ondas de velocidad de flujo pulsatil, para obtener mejores

complejos.
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- OVF, que es un reflejo de la redistribucién vascular fetal y el CCP.
Es sabido, que la reactividad de la ACM es exquisita en su respuesta
al déficit de O,
Para medir las OVF se coloca el transductor en un plano
estandar del diametro biparietal (DBP), incluyendo el tdlamo y
el cavum del septum pelacidum. La ACM se ve pulsando a
nivel de la insula. En esta posicion se mueve el transductor
hacia la base del craneo, logrando una vision 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 direccion
anterolateral hacia el borde lateral de la orbita.
- El CCP es un indicador hemodinamico resumen del estado fetal,
existiendo un cociente disminuido cuando existe un fenémeno de
redistribucién vascular que es el fiel reflejo de la hipoxia fetal.
Cuando determinamos la onda de velocidad de flujo en cualquier territorio,
estimamos el indice de resistencia (IR), el indice de pulsatilidad (IP) y
calculamos el cociente sistole/diastole, utilizando un ecdgrafo Toshiba ECCO
CCE.
e Estimacién directa:
- Peso fetal y placentario que nos informan si se trata de un feto
eutrofico o no.
- Indices de Apgar al 1° y 5° minuto, este Ultimo, que dentro de
limitaciones, es el que mejor se relaciona con la morbilidad
neurolégica del RN. Describimos a los RN como severamente
deprimidos a los que obtienen valores del test de Apgar a los 5
minutos entre 0 - 3, moderadamente deprimidos entre 4 - 6 y
vigorosos con una puntuacion del Test de Apgar = 7.
- EAB de vasos umbilicales, el de AU, es el patrén oro del estado del
RN vy de la posible existencia de la hipoxia. Incluye el pH , el exceso
de bases (EB), la pO, y la pCO, .
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La obtencion de sangre de corddn umbilical se realiz6 pinzando doblemente
el cordén de forma inmediata tras el nacimiento de los recién nacidos. La
extraccion se realiz6 de forma aséptica empleando jeringas
preempaquetadas y heparinizadas (Arterial Blood Sampler 1x2mL PICO 50.
Radiometer Copenhagen).

Se obtuvo 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 determinacion del pH, EB, PO, y PCO, de ambos vasos umbilicales
empleando un microanalizador de gases sanguineos Radiometer ABL 77 y el

segundo para la determinacion del complejo VEGF.

3.3 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 determinacion se realiz6 dentro de la
semana previa al parto o en el momento del mismo.

En el plasma de estas pacientes (ambos grupos) se determiné el VEGF
circulante (free y total) y el sFlt-1.

Asimismo, se obtuvo sangre de los vasos del cordén umbilical de cada RN
(arteria y vena) donde también se determind el VEGF circulante (free 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 — 20°C para la posterior determinacion del sistema
VEGF.
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3.3.1. Determinacién del VEGF y su receptor soluble  (sFlt-1)

Para la determinacion cuantitativa de VEGF; y el sFlt-1 se utilizé la técnica de
ELISA (Enzyme Linked Immunoabsorbent Assay) en sandwich (Prepotech,
Rocky Hill,NJ). EI kit empleado para su cuantificacion fue el de Bender
MedSytems (Vienna, Austria) segun instrucciones del fabricante.

Basicamente la técnica consiste en una reaccién colorimétrica mediada por
una reaccién antigeno-anticuerpo entre el VEGF y el sFlt-1 y un anticuerpo
especifico contro 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 vy el sFlt-1: asi cualquier
VEGF o sFlt-1 presente en el plasma es inmovilizado en el pocillo.

Después de lavar los pocillos para eliminar cualquier sustancia que no haya
sido fijada por el anticuerpo monoclonal se afiade un anticuerpo policlonal
unido a un enzima. Se vuelve a lavar y se afiade una solucién substrato
desarrollandose color en forma proporcional a la cantidad de VEGF o sFlt-1
que haya quedado 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 Ooptica (fotbmetro) 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 deteccion de estos test fue de 32pg/ml.

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

La sensibilidad para el VEGF; y sFlt-1 fue de 11pg/ml y 0.06pg/ml

respectivamente.

Para la cuantificaciéon del VEGF; se empleé el Kit Quantikine (R&D)
(Mineapolis USA) segun instrucciones del fabricante y siguiendo los mismos
pasos previamente descritos.

Los valores de los tres componentes se expresaron en pg/ml.
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3.4 Definicion de HIE, CIR, Hipoxia.

Definiremos:

- HIE a la presencia de TA=140/90 y proteinuria en orina (medida por la tira
reactiva LABSTIX) de = a 2 cruces.

- CIR, a un crecimiento fetal menor al percentil 10 y que presente alteracion
hemodinamica (Doppler en AU > p95). Para la clasificacion en percentiles del
peso del RN utilizamos las tablas de Alexander y cols., 1996. Para clasificar
los valores del doppler en AU en percentiles, utilizamos las tablas de Acharya
y cols 2005.

- Consideramos feto hipéxico al que tiene un pH < 7.20 en AU, conocedores
de que puede tener un componente respiratorio, metabdlico o mixto la
acidosis por debajo de este valor. La hipoxia puede ser aguda (intraparto), o
cronica.

Para valorar la severidad de la HIE, utilizaremos como parametros la HTA
(sistélica, diastélica y media), proteinuria y otros indicadores que pueden
asociarse y muestran la posible afectacion sistémica, como son las plaquetas,
enzimas hepaticos, fibrindgeno, acido Urico, hemoglobina y hematocrito y las
resistencias a nivel placentario estimadas por el doppler de las arterias

uterinas tanto de forma cuantitativa como cualitativa (notch).

3.5 Andlisis 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 alguin valor observado fue menor de uno, se realizé el
test exacto de Fisher.

Cuando describimos las variables, expresamos los datos como la media mas
su error estandar.

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 comparan valores dentro del mismo
sujeto, se realiz6 un test de t de muestras pareadas. El analisis comparativo

entre grupos, se realizé utilizando un andlisis de la varianza (ANOVA),
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seguido de una prueba de rango mdltiple Student Newman Keuls (SNK).
Cuando se analizan variables que pudieran estar influenciadas por otras (por
ejemplo la edad gestacional), se estudia la posible influencia haciendo un
andlisis de regresion introduciendo las variables a estudio y las que pudieran
influenciar (Creando Dumy variables) y aceptamos la existencia de influencia
si hay una variacion que siendo significativa, implica un aumento del 20% de
coeficiente de correlacion.

Eventualmente, cuando las observaciones fueron pocas, realizamos un test
de diferencias no paramétricas: U Mann Withney o test de Wilcoxon si las
observaciones eran pareadas.

Para estudiar la asociacién entre diferentes parametros, hemos calculado el
coeficiente de correlacion de Pearson. Eventualmente, si alguna variable no
se distribuye normalmente o su nimero era reducido, se realizé un analisis de
Spearman.

El tratamiento estadistico de los indices de Apgar se realiz6 tras una
transformacion logaritmica en base 10 para normalizar los valores.

Hemos utilizado curvas ROC (caracteristicas del operador receptor), para
analizar el area bajo la curva (ABC), asi como la sensibilidad, especificidad y
razén de veronimilitud positiva y negativa para identificar el punto de corte de
los niveles de sFlt-1 asi como del cociente VEGF; /sFlt-1, que maximicen su
utilidad diagnéstica

Se considera la existencia de significacion estadistica valores de p<0.05.

Los calculos se han realizado utilizando el programa estadistico SPSS 15 y
MedCalc v4.20.021.
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4.- RESULTADOS
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4. RESULTADOS
Para alcanzar nuestros objetivos, realizaremos el estudio de la siguiente
manera:
-En primer lugar analizaremos globalmente, es decir, en todos los casos, el
comportamiento del complejo VEGF.
-En segundo lugar, estudiaremos el comportamiento del complejo VEGF por
grupos de patologias:

-HIE

-CIR

-Hipoxia
Para ello, utilizaremos en los 2 primeros casos un grupo control para
compararlo con las gestaciones con HIE y CIR, afiadiendo en cada uno de los
estudios como situaciones intermedias las gestantes con hipertension sin
proteinuria y las que parieron RN etiquetados de PEG respectivamente. En
cada uno de los estudios realizaremos en primer lugar un andlisis global con
todas las gestaciones ya descritas anteriormente y posteriormente el analisis
lo haremos por subgrupos ((control, HIE e HTA sin proteinuria) y (control,
CIR y PEG)).
En el caso de la hipoxia y puesto que el patrén oro para valorar la hipoxia es
un pH al nacimiento en arteria menor de 7.20, utilizaremos todos los casos ya
que la existencia de patologia materna o fetal pueden alterar el medio interno
fetal y esto ser instrumental en la posible relacion de la hipoxia,
independientemente de su origen con un EAB anémalo. Sélo consideramos
las gestaciones que tengan una determinacion materna dentro de la semana
de parto cuando realicemos andlisis de la hipoxia o cuando analicemos datos
bioguimicos que impliguen la proximidad o simultaneidad de las

determinaciones de la madre y su hijo.
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4.1. Variables epidemioldgicas
Las variables epidemiologias en todas las gestantes que han participado en
nuestro estudio se presentan en las tablas 1y 2:

Tabla 1: valores medios de las siguientes variables; edad, semanas de parto,
peso del recién nacido y peso placentario.

N Media + ES Minimo | Maximo
Edad (afios) 198 31,67+0,39 15 48
Semana de parto 190 37,22+0,22 26 42
(semanas)
Peso RN (g) 197 | 2706,57 + 63,95 500 4950
Peso placenta (g) 188 532+13,70 200 1150

Tabla 2: andlisis descriptivo de las siguientes variables; sexo del recién

nacido (RN), paridad y finalizacion de la gestacion.

Sexo RN
Mujeres 95 (48,2%)
Varones 102 (51,8%)
Paridad
Primigestas 101 (70,1%)
Multigestas 43 (29,9%)

Finalizacion de gestacion

P. Espontaneo

52 (26,5%)

P.Instrumentado

17 (8,7%)

Ceséarea

127 (64,8%)

A continuacién exploraremos las variables epidemiolégicas atendiendo a los

grupos CIR, HIE y control.
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4.1.1 Edad materna

Las pacientes con HIE tuvieron mayor edad (Tabla 3).

Tabla 3: analisis de la edad por grupos.

SNK

GRUPOS N Edad (afios) p<0.05
CIR 27 | 29,37+1.08
Control 52 | 30,42+0.73
HIE 51 33,14+0.72

4.1.2 Peso del Recién Nacido

Al analizar los pesos de RN, observamos que aumentan de forma escalonada

en 3 grupos, siendo los mas pequefios los RN de gestaciones con CIR,
menores que

los de gestaciones con HIE y todos menores que las

gestaciones control que fueron los RN con mayor peso (Tabla 4).

Tabla 4: diferencias de pesos de los recién nacidos en los distintos grupos.

(SNK)

GRUPOS N Peso RN (g) p<0.05
CIR 27 1955+103
HIE 51 2358+149
Control 52 335168

4.1.3 Peso placentario

Como era de esperar el peso fetal y placentario se comporta de forma

semejante, siendo la diferencia significativa para los 3 grupos (tabla 5).

Tabla 5: diferencias de los pesos placentarios en los distintos grupos.

(SNK)

GRUPOS N Peso placenta (g) p<0.05
CIR 23 380+27
HIE 51 517429
Control 44 608+21
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4.1.4 Semana de parto
Podemos observar dos grupos, las gestaciones con HIE y CIR en las que el

parto acontecié mas precozmente que las gestaciones control (Tabla 6).

Tabla 6: semana media de parto por grupos.

GRUPOS N Semana parto p<0.05
(SNK) HIE 51 35,61+0,56
CIR 27 36,44+0,54
Control 49 38,7610,26

4.1.5 Semana de extraccion del Complejo VEGF

La semana media de extraccion de VEGF fue inferior en gestaciones control
que en gestaciones con HIE. En gestaciones con CIR, no hubo diferencia
significativa respecto a las gestaciones control o HIE (tabla 7).

Este resultado es esperable ya que los fetos con patologia se reclutaron a
medida que aparecia ésta y con menos frecuencia, pudo aparecer alguna
derivada de una gestacion inicialmente normal.

Tabla 7: semana media de extraccion del Complejo VEGF en los distintos
grupos.

GRUPOS N semana extraccion VEGF p<0.05
(SNK) Control 105 30,99:0,84
CIR 39 32,55+0,97 32,55+0,97
HIE 65 34,29+0,50
4.1.6 Paridad

No existe diferencias entre la proporcién de primigestas y multigestas cuando
lo consideramos por grupos (tabla 8). Tampoco si agrupamos las gestaciones

control versus los otros 2 grupos juntos.
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Tabla 8: proporcion de primigestas y multigestas en los distintos grupos.

paridad
GRUPOS Primigesta | Multigesta
control 61,8% 38,2%
CIR 83,3% 16,7%
HIE 73,5% 26,5%

4.1.7 Sexo
Tampoco existe diferencias en la proporcion del género al considerarlo por
grupos (Tabla 9).

Tabla 9: proporcion de género en los distintos grupos.

sexo RN
GRUPOS nifia varén
control 44.9% 55,1%
CIR 61,5% 38,5%
HIE 45,1% 54,9%

4.1.8 Finalizacion del parto

Al realizar un andlisis Chi cuadrado, como en los dos ultimos analisis, en éste si
observamos diferencias significativas y al realizar un ajuste de Bonferroni,
constatamos que la cesarea es la forma mas frecuente de finalizacion del parto
en las gestantes con HIE, en comparacion con las gestantes control, nho siendo

significativa la diferencia en el CIR (Tabla 10).

Tabla 10: diferencias en la forma de finalizacion del parto en las distintas

gestaciones.

GRUPOS Cesérea | Parto vaginal X2
Control 28 21
CIR 16 11 NS
HIE 42 9 x2=6.41 p<0.01
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4.2 Analisis del complejo VEGF materno-fetal.

4.2.1 VEGF materno

4.2.1.1 Estudio del complejo VEGF materno en todos  los casos.
Analizando todas las gestaciones sin diferenciar entre grupos, valoramos la
asociacion del complejo VEGF con los siguientes parametros: edad
gestacional, edad materna, paridad y via de parto.

-Edad gestacional: existe una asociacion positiva entre el sFlt-1 y la edad
gestacional (r=0,29 n=272 p<0.001) (Figura 1), es decir, a mayor edad
gestacional mayor concentracion de sFlt-1, no existiendo correlacion ni con el
VEGF; ni con el VEGF, También observamos que existe una relacion
negativa entre las semanas de gestacién y el cociente VEGF{/sFlt-1 (r=-0.28
n=272 p<0.001), es decir a mayor edad gestacional, menores cocientes, lo
que sugiere un mayor potencial antiangiogénico.
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Figura 1: correlacion entre la semana de gestacion de extracciéon del VEGF y
sFlt-1 (r=0,29 p<0,001)
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Al estratificar el complejo VEGF en funcién de la semana de gestacion no se
observan diferencias cuando utilizamos el punto de corte en 37 semanas, en
tanto que si que existen diferencias significativas cuando utilizamos como
punto de corte la semana 34 para el VEGF; y el sFlt-1 (tabla 11), siendo en
ambos casos mayores los valores a mayor edad gestacional. Estas
diferencias persisten tanto utilizando el punto de corte en semana 32 y 28, si

bien en la semana 28 sélo persiste la diferencia para el sFlt-1.

Tabla 11: diferencias en los valores de los distintos parametros del complejo

VEGF segun edad gestacional, utilizando como punto de corte la semana 34.

sem extracc VEGF p
materno N mediatES

VEGF; 234 160 99,10+6,69

(pg/ml) 0.02
<34 112 78,37+4,72

VEGF, 234 156 62,89+6,09

(pg/mi) NS
<34 107 70,74+8,45

sFIt-1 >34 160 | 319,66+15,06

(pg/ml) 0.001
<34 112 | 227,38+21,69

La existencia de una correlacion positiva entre la edad gestacional y el sFlt-1
y negativa con el cociente VEGF{/sFlt-1 asi como las diferencias de sFlt-1 y
VEGF; en funcion de las semanas (32 y 34), nos sugiere que estos elementos
del complejo VEGF son edad gestacional dependiente. Esto es importante ya
gue si las determinaciones se realizan antes en los grupos patologicos (por la
necesidad de terminar antes estas gestaciones), tendran valores medios
menores tedricamente o en caso de ser mayores, la diferencia sera
infraestimada. Es decir, un andlisis realizado sin tener en cuenta la edad
gestacional, infraestimaria las diferencias en el complejo VEGF en caso de
ser discrepantes las semanas de gestacion entre los grupos en el momento

de las extracciones de sangre.
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-Edad materna: no existe asociacién entre el sistema VEGF y la edad
materna. Tampoco existen diferencias si agrupamos a las gestantes en
mayores y menores de 35 afios.

-Paridad: observamos que las multigestas presentan de forma significativa
mayor cantidad de VEGF; (p<0.001) y menor cantidad de VEGF; y sFlt-1 asi
como menor cociente VEGF{/ sFlt-1, existiendo por tanto una situacion mas
antiangiogénica en las primigestas (Tabla 12), lo que explicaria porque las
HIE son mas frecuentes en primigestas.

Tabla 12: diferencias en los distintos parametros del complejo VEGF en
funcion de la paridad.

paridad N Media+ES p
VEGF; multigesta | 35 85,55+1,55
(pg/ml) primigesta | 94 94,57+1,64 0.001
VEGF, multigesta 34 82,26+2,84
(pg/mi) imigesta R 0.001
primiges 89 48,74+0,82
sFlt-1 multigesta 35 308,2645,6
(pg/ml) primigesta | 94 | 324,77+3,70 0.001
multigesta 35 0,79+0.04
VEGF{ sFlt-1 primigesta 94 0,52+0.01 0.001

Al analizar el VEGF materno (Ultima determinacién, una semana antes del
parto) en funcién de la via de parto, las gestaciones que terminaron mediante
cesarea, presentaron mayores niveles de todos los componentes del
complejo. Sin embargo, sélo alcanz6 significacion estadistica en caso el sFlt-
1, siendo éste en partos vaginales 307,27+3,71 pg/ml (n=53) versus 372,6 +
3,79 pg/ml (n=89) en las cesareas. Como era de esperar, las cesareas se
realizaron antes que los partos vaginales 36,27+0,33 vs 37,93+0,32
respectivamente p<0.001, lo que nos hace sugerir que las diferencias estan
minimizadas por efecto de la edad gestacional.
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4.2.1.2 Estudio por grupos del complejo VEGF matern  o.

4.2.1.2.1 Complejo VEGF-semana de gestacion.

En gestaciones control, observamos que existe una asociacion positiva entre
el sFlt-1 y la semana de gestacion (r=0.46 p<0.001 n=86), y una asociacion
negativa entre la semana de gestacion y el cociente VEGFy/sFlt-1 (r= -0.34

p<0.01) no apreciandose esta asociacion en los grupos con HIE, CIR.

4.2.1.2.2 Valores del Complejo VEGF materno
Hemos realizado un ANOVA entre los diferentes valores del complejo VEGF
dentro de cada grupo estudiado asi:

4.2.1.2.2.1 VEGF;
Al analizar el VEGF; materno por grupos observamos que no existen
diferencias significativas entre los distintos grupos (Tabla 13).

Tabla 13: valores de VEGF; a nivel materno en los distintos grupos.

GRUPOS N | VEGF (pg/ml) p<0.05

SNK control 86 82,85+5,27
HIE 51 91,77+10,04
CIR 39 103,91+17,84

Al ponderar por semanas de determinacion del complejo VEGF, tampoco se

observan diferencias.
4.2.1.2.2.2 VEGF,

Al analizar el VEGF,, observamos que las gestaciones con CIR son las que
mayor cantidad de VEGF; presentan (Tabla 14).
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Tabla 14: valores de VEGF; a nivel materno en los distintos grupos.

GRUPOS N VEGF; (pg/ml) p<0.05
SNK control 82 48,24+4,92
HIE 49 65,26+14,28 65,26+14,28
CIR 38 86,95+14,36

Resultado que no se ve influenciado por la edad gestacional en las que se

hicieron las determinaciones.

4.2.1.2.2.3 sFlt-1
Cuando analizamos el sFlt-1 observamos un incremento en los valores de

forma creciente desde controles, CIR a HIE (Tabla 15).

Tabla 15: valores de sFlt-1 en los distintos grupos.

GRUPOS | N sFIt-1 (pg/ml) p<0.05
Control 86 | 193,13+17,03
SNK CIR 39 298,13+31,97
HIE 51 458,92+31,01

Como en las ocasiones anteriores no observamos cambios en la significacion

de las diferencias a causa de la edad gestacional.

4.2.1.2.2.4 VEGF; / sFlt-1

Cuando analizamos el cociente en funcion del grupo estudiado, observamos
gue este cociente es mayor en gestaciones control que en gestaciones con
CIR y HIE de tal forma que las gestaciones con HIE y CIR difieren

estadisticamente de las gestaciones control .

Tabla 16: cociente VEGF{/ sFlt-1 en los distintos grupos.

GRUPOS N VEGF;/ sFlt-1 p<0.05

HIE 51 ,40+0,14

SNK CIR 39 ,45+0,29
control 86 1,64+0,29
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La edad gestacional tampoco influye en la significacién estadistica.

En su conjunto, estos resultados sugieren que existe un predominio de
inhibicién de la vasculogénesis en los casos de HIE y CIR lo que es
concordante con los hallazgos clinicos y experimentales de una hipoperfusion

placentaria y un aumento de las resistencias placentarias.

4.2.1.3 Relacién entre los distintos parametros del complejo VEGF
materno.

4.2.1.3.1 Andlisis de la muestra en su conjunto

Al considerar globalmente todos los casos estudiados, observamos que
dentro del complejo VEGF, los parametros que se asocian significativamente
son el VEGF;y el sFlt-1 (r=0.34 n=272 p<0.001), no existiendo relacién entre

el VEGF, y estos parametros.

4.2.1.3.2 Andlisis por grupos

En las gestaciones control se observa que el sFlt-1 se asocia de forma
positiva con el VEGF; (r=0,58 p<0,001) y de forma negativa con el cociente
VEGF;/sFlt-1 (r= -0,54 p<0.01).

La relacién negativa entre sFlt-1 y el cociente sugiere que hay un incremento
mayor de sFlt-1 que de VEGF; dado que como hemos apuntado antes en
gestaciones control hay una relacion positiva entre el sFlt-1 y el VEGF; el
aumento del sFlt-1 es proporcionalmente mayor que el VEGF; al observar
esta asociacion negativa.

En los casos de HIE y CIR, no existe asociacién entre el sFlt-1 y el VEGF;,
Observamos una asociacion entre el sFlt-1 y el cociente de forma negativa
(HIE r= -0,40 p< 0,01) (CIR r= -0,37 p<0,01), observandose solo en el caso
de CIR una asociacién positiva entre el VEGF; y el cociente.

El VEGF; no se asocia con ningln parametro.
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4.2.2 VEGF fetal en vasos umbilicales

4.2.2.1 Estudio del complejo VEGF fetal en relacion con la semana de
parto, peso del RN y placentario.

Al estudiar en todas las gestaciones descritas al inicio el complejo VEGF fetal
en relacién con la semana de parto, el peso del RN y placentario, observamos
que a nivel de arteria umbilical existe una correlacion negativa entre el sFlt-1
con la semana de parto ( r=-0.34 p<0.001 n=90) y con el peso del RN (r=-0.27
p<0.05 n=94), es decir, hay mayor cantidad de sFlt-1 a menor semana de
parto y menor peso fetal. A nivel de vena umbilical, observamos las mismas
correlaciones, aunque sélo es significativo la correlacion con el peso del RN
(r=-0.23 p<0.05 n=98).

El cociente VEGF{/sFlt-1 no se correlaciona ni en vena ni en arteria, ni con la

semana de parto, ni con el peso del RN ni placentario.

4.2.2.2 Valores del complejo VEGF fetal por grupos
Al analizar lon niveles fetales del complejo VEGF mediante un ANOVA,
observamos que no existen diferencias significativas entre los distintos grupos

de patologia, tanto en arteria como en vena (Tabla 17 y 18).

Tabla 17: Niveles del complejo VEGF a nivel de arteria umbilical en el

momento del parto.

VEGF; V EGF, sFlt-1 arteria

GRUPOS N arteria(pg/ml) arteria(pg/ml) (pg/ml)
Control | 24 | 126 57+2,48 180,97 +4,8 78,58 +2,47
CIR 17 1 129,5845,6 241,07 £7,53 103,21 5,05
HIE 18 | 163,10¢541 | 223,22+11,32 | 136.02 +6,55

Como puede apreciarse, en arteria, los niveles de los integrantes del
complejo VEGF son menores en gestaciones control. Estos datos, pueden
estar influenciados por la semana de parto. La semana de gestaciéon media
para las gestaciones control es de 38,76%0,26, para los CIR es de 36,44+0,54

y para las HIE 35,61+0,56 (p<0.001) diferentes estas dos Ultimas de la

97



gestaciones control, sin embargo, al controlar el efecto por las semanas de

gestacion, estas no influyen en los resultados.

Tabla 18: Niveles del complejo VEGF a nivel de vena umbilical en el

momento del parto.

VEGF; V EGF, sFlt-1 arteria

GRUPOS N vena(pg/ml) vena(pg/ml) (pg/ml)
Control | 24 | 147 74+384 | 141,69+3,46 | 111,30 +3,34
CIR 18 | 109,19 +4,59 | 206,34#8,08 | 120,12 +4,77
HIE 20 | 129,15+4,71 | 86,88 +2,88 146,47 +8,4

En vena umbilical, como ya avanzamos, tampoco existen diferencias
significativas, si bien el grupo control muestra mayores niveles de VEGF; y

menores de sFlt-1 que en las gestaciones patolégicas.
Un comportamiento paralelo a los resultados anteriores se observa en el
cociente tanto en arteria como en vena, siendo menor en ambos casos en las

gestaciones con HIE.

Tabla 19: valores del cociente VEGF{/ sFlt-1 en arteria umbilical en el

momento del parto.

VEGF{/sFlt-1 VEGF{/sFlt-1
GRUPOS N . N
arteria vena
HIE 16 3,45+0,17 20 2,28+0,1
CIR 17 4,66+0,22 18 3,32+0,17
Control 22 4,79+0,19 24 3,06+0,1

Si bien no hemos observado diferencias significativas, llama la atencién la
constancia de los datos de manera que puede sugerir una potencia mas

antiangiogénica en gestaciones patoldgicas.
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4.2.3. Relacién materno-fetal del complejo VEGF

Hemos analizado la relacion que puede tener el complejo VEGF a nivel
madre-feto, para estudiar mejor el comportamiento de este complejo,
utilizando aquellas gestaciones en las que tenemos muestra materna en el
momento del parto o dentro de la semana previa al parto y hemos observado
que el VEGF; y total materno se correlacionan con sus homénimos en el feto
a nivel de arteria y vena (Tabla 20) (Figuras 2-5).

Tabla 20: relacion marterno fetal del complejo VEGF

VEGF; materno VEGF materno
VEGF;arteria r=0,78 p< 0.001 n=87
VEG ; arteria r=0.35 p< 0.001 n=83
VEGF;vena r=0.80 p<0.001 n=89
VEGF (vena r=0,24 p<0.05 n=87

Sin embargo el sFlt-1 no se correlaciona con su correspondiente en arteria y
vena, pero éste, si que se correlaciona con el VEGF; a nivel de arteria y vena.
Recordemos que el sFlt-1 tiene un comportamiento de direccién contraria en
madre y feto en funcion de la edad gestacional, esto es, el sFlt-1 se
correlaciona con la semana de gestacién positivamente a nivel materno y de

forma negativa a nivel de arteria umbilical.
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Figura 2: relacion VEGF; materno y arterial (r=0,78 p<0.001)
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Figura 5: relacion VEGF, materno y venoso (r= 0.25 p<0.05).
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Al realizar el andlisis por grupos para observar si existen diferencias entre
ellos en el comportamiento del complejo VEGF observamos los siguientes
resultados:

Tanto en los controles como en los CIR, observamos que existe una
asociacion significativa entre el VEGF; materno y su correspondiente en
arteria y vena sin que exista asociacion entre el VEGF; y el sFlt-1 con sus
correspondientes.

Sin embargo, en las HIE, si que observamos un comportamiento distinto del
complejo VEGF, observando asociacion significativa entre madre y arteria-
vena, tanto para el VEGF; como para el total y el sFlt-1 (tabla 21). Como
hemos adelantado esto supone un elemento diferencial del factor soluble en
las gestaciones con HIE respecto a las gestaciones control y las afectas por
CIR.
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Tabla 21: relacion por grupos de los distintos parametros del complejo VEGF

a nivel materno-fetal.

Controle CIR HIE
Vi \Z Vs V sFIt-1
m m m m m
. r=0,50 r=0.94 r=0.76
Arteria
p<0.05 p<0.001 | p<0.001
\Z
=1
n=19 n=15 n=16
. =0.88
Arteria '
p<0.001
Vi
n=14
. =0.68
Arteria r
p<0.01
sFit-1
n=16
r=0.48 r=0.86 r=0.71
Vena
p<0.05 p<0.001 | p<0.001
Vi
n=19 n=16 n=1r
=0.56
Vena '
p<0.05
Vi
n=16
Vena r=0.79
p<0.001
sFit-1
n=17

4.2.4. Gradiente materno-fetal del complejo VEGF.

Analizamos el gradiente que existe entre madre y feto del complejo VEGF,
estudiando solo aquellas gestaciones de las que tenemos muestra materna
una semana previa al parto y observamos que existe un gradiente negativo

materno-fetal (madre-vena umbilical) de VEGF; y VEGF, en tanto, que este se
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invierte en el caso del sFlt-1, por tanto, la madre tiene mayor cantidad de sFlt-
1 que el feto y éste, mayor cantidad de VEGF; y total (Tabla 30). La media

que obtenemos en las tablas es la media de las diferencias.

Tabla 30: andlisis global del gradiente materno-fetal de los distintos

parametros del complejo VEGF.

Gradiente materno-fetal mediates n p
VEGF; materno - vena VEGF ; -21,05+7,93 88 | ,009
VEGF; materno - vena VEGF ; -57,45+16,08 | 86 | ,001
sFlt-1 materno - vena sFlt-1 233,11+21,75 87 | ,000

En términos generales podemos decir que cuando se analiza por grupos,
obtenemos los mismos gradientes materno-fetales, sin embargo, difiere la
significacién estadistica.

En el grupo control observamos que estas relaciones persisten de forma
significativa.

En el resto de grupos solo resulta significativo el gradiente materno-fetal de
sFIt-1, solo llegando a alcanzar la significacion estadistica el VEGF, en las
gestaciones con CIR. Quiz4 estas relaciones no persisten al analizarlo por
grupos por el escaso poder estadistico (tablas 31,32, 33).

Tabla 31: gradiente materno-fetal de los distintos pardmetros del complejo

VEGF en el grupo control.

Gradiente materno-fetal. Control mediates n p
VEGF; materno - vena VEGF ; -57,88+25,36 18 | ,035
VEGF; materno - vena VEGF -81,93+25,59 | 18 | ,005
sFlt-1 materno - vena sFlt-1 151,49+37,88 | 18 | ,001
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Tabla 32: gradiente materno-fetal de los distintos pardmetros del complejo
VEGF en el grupo con CIR.

Gradiente materno-fetal. CIR mediates n p

VEGF; materno - vena VEGF; -12,31+14,37 15 NS

VEGF; materno - vena VEGF ; -121,89+49,28 | 14 ,027
sFlt-1 materno - vena VEGF R1 108,37+38,70 | 15 ,013

Tabla 33: gradiente materno-fetal de los distintos parametros del complejo

VEGF en el grupo con HIE.

Gradiente materno-fetal. HIE mediazes n p

VEGF; materno - vena VEGF; -23,86+22,09 16 NS

VEGF; materno - vena VEGF; 5,49+34,04 15 NS
sFlt-1 materno - vena VEGF R1 414,34435,47 | 16 | ,000

Al analizar los gradientes en funcion de los diferentes grupos (control, CIR e
HIE), se observa que en las gestaciones con HIE el gradiente madre-vena
umbilical del sFlt-1 es mayor significativamente que en el resto de los grupos.
Estos datos confirman el hecho diferencial de la HIE respecto al binomio

materno-fetal respecto a las gestaciones control y afectados por CIR.

4.2.5. Relacién arterio-venosa del complejo VEGF

Al analizar la relacién arterio-venosa para valorar los posibles cambios del
paso de la sangre venosa a nivel fetal y la posible participacién del feto en los
niveles del complejo VEGF observamos que en el feto, existe una asociacion
positiva arterio-venosa entre los pardmetros VEGF; (r=0.74 p<0.001 n=93),
VEGF; (r=0.44 p<0.001 n=91) y sFlt-1 (r=0.23 p<0.05 n=89), cuando

analizamos todos los grupos (fig 6, 7, 8).
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Figura 6: relacién global de VEGF;a nivel arterio-venoso (r=0.74 p<0.001
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Fig 8: relacion global de sFlt-1 a nivel arterio-venoso (r=0.23 p<0.05 n=89).

Al estudiar la asociacion arterio-venosa por grupos observamos que tanto el
VEGF; como el VEGF; pero no el sFlt-1 se asocian en los casos de CIR,
siendo la asociacion significativa en los tres parametros en los casos de HIE.
En los grupos control, la correlacion arterio-venosa es significativa para el
VEGF; y el sFlt-1 (tabla 34).
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Tabla 34: asociacion arterio-venosa del complejo VEGF por grupos

Controles CIR HIE
Vena Vena Vena Vena Vena Vena Vena
VEGF; sFlt-1 VEGF; VEGF; VEGF; VEGF; sFlt-1
Arteria r=0.58 r=0.82 r=0.84
VEGF; | p<0.01 p<0.001 p<0.001
n=22 n=16 n=16
Arteria r=0.7 r=0.57
VEGF, p<0.01 p<0.02
n=15 n=15
Arteria r=0.66 r=0.81
sFlt-1 p<0.001 p<0.001
n=20 n=16

4.2.6 Gradiente arterio-venoso del complejo VEGF

Al analizar las diferencias arterio-venosas de los distintos componentes del

complejo VEGF, observamos que soélo existen diferencias arterio-venosas de

VEGF, al analizar el total de la muestra (tabla 35) y por grupos en el caso de

las gestaciones con HIE (tabla 36).

Tabla 35: gradiente arterio-venoso entre de los distintos parametros del

complejo VEGF, al realizar un estudio global de todos los grupos.

Gradiente arterio-venoso mediates n p
arteria VEGF; - vena VEGF; -3,2149,04 92
arteria VEGF, - vena VEGF, | 117,39+28,66 | 90 | ,000
SFlt-1 - vena sFlt-1 10,05+16,53 88
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Tabla 36: gradiente arterio-venoso entre de los distintos parametros del

complejo VEGF en el grupo con preeclampsia.

Gradiente arterio-venoso. HIE mediates n p
arteria VEGF e - vena VEGFjee 19,29+18,26 15 NS
arteria VEGF - vena VEGF, 146,28+65,31 | 14 | ,042
arteria sFlt-1 - vena sFlt-1 -5,10+12,75 15 NS

Tampoco se observan diferencias entre las diferencias de gradiente entre los
3 grupos.
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4.3. HIE y Complejo VEGF.

Para valorar que papel tiene el complejo VEGF en la HIE, analizaremos los
niveles del complejo VEGF tanto a nivel materno como fetal, asi como su
relacién con la gravedad de la enfermedad.

Dentro de las pacientes con HTA, tenemos dos subgrupos, las que presentan
proteinuria (HIE n=52) y las gestantes con HTA pero sin proteinuria (n=17),
estudiaremos si existen diferencias entre estos subgrupos, comparandolo con

el grupo control.

4.3.1 Variables epidemioldgicas

Analizamos 3 variables, la edad materna, la semana de parto y la semana en
que se determiné el VEGF.

Al comparar la edad materna entre los distintos grupos, observamos que no
existen diferencias significativas entre ellos, si bien las pacientes con HIE e
HTA tuvieron 2 afios mas de media (33,14+0,72 n=51) y (33,06 +1,16 n=17)
respectivamente que las pacientes del grupo control (30,42+0,73 n=52).

Con respecto a la semana de parto, como era de esperar, las pacientes con
HIE, parieron antes de forma significativa (35,61+0,56 n=51) en comparacion
con el grupo control (38,7+0,26 n=49) (p<0.001) estando las gestantes con
HTA en un grupo intermedio que no es diferente a ninguno de los anteriores
(37,2+0,5 n=15). Sin embargo, si agrupamos las pacientes hipertensas
(proteindricas o no) y las comparamos al grupo control, las diferencias son
significativas tanto para la edad (30,42+0,73 vs 33,12+0,61 afios) como para
la semana de parto (38,75+0,25 vs 35,98+0,48 semanas).

Al analizar las semanas de extraccion de VEGF, no se observan diferencias
entre los distintos grupos, sin bien en el grupo control se observa una menor
edad de gestacion que en el grupo de HTA o HIE. La explicacién a este
hecho, es que tenemos mas controles en semanas mas precoces, que de HIE
e hipertensién que se recogieron cuando estas se manifestaron. Grupo
control (30,99 +0,84) HTA (32,38+0,5) HIE (34,310,5).
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4.3.2 VEGF materno

Al analizar los niveles de los distintos parametros del complejo VEGF en
sangre materna en los 3 grupos (control, HTA, HIE) analizando todas las
determinaciones que hemos tomado a lo largo de la gestacién, observamos
gue no existen diferencias significativas entre los distintos grupos, ni para el
VEGF; ni para el VEGF; existiendo niveles de sFlt-1 mas elevados en
gestaciones con HIE que en las gestaciones control y en las HTA sin
proteinuria (Tabla 37). El cociente VEGF{/sFlt-1 a nivel materno sera menor
en las pacientes con HIE, lo que se puede traducir en un potencial
antiangiogénico mayor.

Tabla 37: niveles de sFlt-1 en los distintos grupos (control, HTA, HIE).

GRUPOS | N sFlt-1 (pg/ml) p<0.05
Control 86 | 193,13+17,03
SNK HTA 23 | 236,28+44,68
HIE 51 458,92+31,01

Tabla 38: Cociente VEGFf/sFIt-1 en los distintos grupos (control, HTA, HIE).

GRUPOS N | Cociente VEGFf/sFIt-1  p<0.05

HIE 51 0,39+0,39
SNK Control 86 1,64+0,29
HTA 23 2,21+2,2

Al ajustar por semanas de gestacion en el momento de la extraccion, no se
observa la influencia de ésta como factor confusor en la existencia de

diferencias.

Realizamos curvas ROC para poder obtener un punto de corte tanto de los
niveles de sFIt-1 como del cociente VEGF¢/sFIt-1 que nos permita diagnosticar
la HIE.

En primer lugar, realizaremos una curva ROC (tanto para el sFlt-1 como para
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el cociente), tomando 2 grupos, por un lado las gestantes con HIE y por otro
lado las gestantes control y aquellas con HTA sin proteinuria.

Para el sFlt-1 obtenemos una ABC de 0.78, error estandar 0.04 Intervalo de
confianza (IC) del 95% [0.73-0.83]. Punto de corte > 291.61.
Sensibilidad 80.4% IC [66.9-90.2], Especificidad 71.4% IC [75-77.2], LHR (+)
2.81, LHR (-) 0.27. (Fig 9)
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Fig 9: curva ROC de niveles de sFlt-1, para diagndstico de HIE.

Cuando realizamos la curva ROC para el cociente VEGF/sFIt-1 ,obtenemos
una ABC 0.75, error estandar 0.03, IC [0.69-0.80]. Punto de corte < 0.24,
sensibilidad 68.6% IC [54.1-80.9], especificidad 72.8% IC [66.4-78.5], LHR
(+) 2.52, LHR (-) 0.43 (Fig 10).
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Fig 10: curva ROC de niveles de VEGF/sFlt-1, para diagnéstico de HIE.

Es decir, estas curvas son significativas,y nos posibilitan identificar los puntos
de corte de sFlt-1 y del cociente VEGF/sFIt-1, que nos permitan diferenciar
entre las gestantes control y las gestantes con HIE.

Cuando dividimos a las gestantes con HIE segun la precocidad de la
enfermedad, es decir de inicio precoz (< 34 semanas) y de inicio tardio (por
encima de la semana 34), obtenemos para el sFlt-1 un ABC de 0.81 con un
error estandar de 0.06 y un IC de [0.76 — 0.85]. El punto de corte es = 404.13,
sensibilidad 80% IC [56.3 — 94.1], especificidad de 70.7% IC [70.8 - 81.5],
LHR (+) 3.40,LHR (-) 0.26. (Fig 11)
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Fig 11: curva ROC para el sFlt-1 de gestantes HIE de inicio precoz versus

inicio tardio.

Hacemos lo mismo para el cociente VEGFy/sFIt-1 y obtenemos ABC 0.75
error estandar 0.05, IC [0.69 — 0.80]. Punto de corte < 0.18, sensibilidad 70%
IC [45.7 - 88], especificidad 70.7% IC [72 — 82.6], LHR (+) 3.13, LHR (-) 0.39.
(Fig 12).

114



VEGF/sFIt-1

100

80

60

Sensibilidad

40

20

0 20 40 60 80 100
100-Especificidad
Fig 12: curva ROC para el VEGF{/sFIt-1 de gestantes HIE de inicio precoz

versus inicio tardio.

Es decir, podemos obtener unos puntos de corte tanto del sFlt-1 como para el
cociente, que nos permite diferenciar entre una HIE de inicio precoz de una
de inicio tardio.

Para poder diferenciar entre las gestantes con HTA sin proteinuria de las
gestantes con HIE, realizamos una curva ROC con estos 2 grupos,
obteniendo de forma significativa para el sFlt-1 una ABC de 0.78, error
estandar 0.53, IC [0.77 — 0.87]. Punto de corte = 356.15, sensibilidad 68.6, IC
[54.1 -80.9], especificidad 82.6% IC [71.2 — 94.9], LHR (+) 3.95, LHR (-)
0.38.
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Fig 13: curva ROC para el sFlt-1 de gestantes HIE versus gestantes con
HTA.

Cuando realizamos lo mismo para el cociente VEGF{/sFIt-1 obtenemos un
ABC de 0.75, error estandar 0.07 IC [0.74 — 0.84]. Punto de corte < 0.19,
sensibilidad 60.8% IC [46.1 — 74.2], especificidad 82.6% IC [61.2 — 94.9],
LHR (+) 3.5, LHR (-) 0.47. (Fig 14).
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Fig 14: curva ROC para el VEGF{/sFlt-1 de gestantes HIE versus gestantes
con HTA.

4.3.3 VEGF fetal

Al analizar los niveles de complejo VEGF a nivel fetal (arteria y vena), en los
distintos grupos, observamos que no existen diferencias significativas en
ninguno de los 3 parametros tanto en arteria como en vena. Tampoco existen
diferencias en el cociente VEGF/sFlt-1.
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Tabla 39: niveles de los 3 parametros del complejo VEGF a nivel arteria y

vena fetal
Control ( n=24) HTA (n=10) HIE (n=20)
VEGF; arteria 126,03+15,17 100,38+17,70 156,82+30,31
VEGF; vena 137,80+24,19 94,70+14,79 126,60+27,57
VEGF, arteria 174,79+30,17 191,78+36,99 249,63+71,18
VEGF,; vena 135,78+21,38 89,36+18,38 86,83+16,55
sFIt-1 arteria 74,83£15,25 236,83+112,18 | 142,99+38,69
sFlt-1 vena 107,68+21,04 85,28+15,68 148,80+50,16

4.3.4 Relacién del complejo VEGF materno y parametr
la HIE.

os de gravedad de

Para valorar la situacion de gravedad en que se encuentra una gestante con
HIE, utilizamos parametros bioquimicos y hemodinamicos.

Los pardmetros bioquimicos que utilizamos para valorar el grado de
afectacion de la enfermedad a nivel materno son las enzimas hepéticas
(GOT, GPT, LDH), creatinina, ac urico, urea, proteinas, hemograma (Hb, Hto,
plaguetas) y fibrindbgeno en sangre y proteinuria.

Los parametros hemodinamicos que nos informan de la gravedad a nivel
materno son la TA sistélica, TA diastélica y media. También analizamos el
bienestar fetal a través del doppler de arteria umbilical, ACM vy arterias

uterinas.

4.3.4.1 Relacion de la TA con marcadores putativos
HIE.

de gravedad en la

Analizamos la relacion entre la TA y los parametros de gravedad, obsevando
que no se puede descartar que exista un sesgo en algunos parametros ,
donde no podemos diferenciar que estad mediado por la HTA vy que esti
mediado por el VEGF vy alrevés, cuando uno se asocia y el otro no a un

parametro, probablemente se trata de relaciones independientes.
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Tabla 40: correlacion de HTA con los parametros de gravedad de HIE.

TA sistdlica TA diastdlica TA media
Plaguetas r=-0.18 p<0.05 r=- 0.17 p<0.05 r=-0.17 p<0.05
GOT r=0.16 p<0.05 r=0.17 p<0.05 r=0.17 p<0.05
GPT r=0.16 p<0.05 r=0.17 p<0.05 r=0.17 p<0.05
LDH r=0.31p<0.001 | r=0.19 p<0.05 | r=0.25p<0.01
Creatinina r=0.32 p<0.05 r= 0.34 p<0.05 r=0.34 p<0.01
Acido Urico r=0.86 p<0.001 | r=0.75p<0.001 | r=0.82 p<0.001
Urea r=0.34 p<0.001 | r=0.32 p<0.001 | r=0.34 p<0.001
Proteinas en r=-0.33 p<0.05 r=-0.31 p<0.05 r=-0.33 p<0.05
sangre
Proteinuria NS NS NS

4.3.4.2 Andlisis global del complejo VEGF en todos los grupos a nivel
materno.

Cuando realizamos un estudio en conjunto de todos los grupos (Tabla 41),
observamos que existe una correlacion positiva del sFlt-1 tanto con la TA
sistdlica (r=0.28 p<0.001 n=186) TA diastdlica (r=0.29 0<0.001 n=186) como
con la TA media (r=0,3 p<0.001 n=186), asi como con la proteinuria (r=0.42
p<0.001 n=71).

El sFlt-1 también se asocia de forma positiva con la LDH (r=0.25 p<0.01
n=119), creatinina en sangre (r=0.29 p<0.001 n=136) y urea (r=0.34 p<0.001
n=117). Es decir peores parametros se asocian a mayor cantidad de sFlt-1.
Por otro lado el VEGF; presenta una asociacion positiva con la Hb (r=0.19
p<0.05 n=135) Hto (r=0.17 p<0.05 n=135) y una asociacion negativa con el
fibrindgeno (r=-0.19 p<0.05 n=133) y con las proteinas en sangre ( r=-0.18
p<0.05 n=126).

El VEGF; presenta al contrario que el sFlt-1 una asociacién negativa con la
LDH (r=-0,19 p<0.05 n=119) al igual que el cociente VEGF;/sFlt-1 con la LDH
(r=-0.20 p<0.05 n=119). También el VEGF; presenta una correlacién positiva
con la proteinuria (r=0.24 p<0.05 n=71).
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Tabla 41: correlacidn del complejo VEGF con parametros de gravedad de la
HIE.

VEGF; VEGF, sFit-1 VEGF; /sFlt-1
Plaguetas NS NS NS NS
GOT NS NS NS NS
GPT NS NS NS NS
LDH r=-0.19 NS r=0.25 r=-0.19
p<0.03 p<0.01 p<0.05
Hb NS r=0.19 NS NS
p<0.05
Hto NS r=0.17 NS NS
p<0.05
Creatinina NS NS r=0.29 NS
p<0.001
Acido urico NS NS NS NS
fibrinégeno NS r=-0.19 NS NS
p<0.05
Urea NS NS r=0.34 NS
p<0.001
Proteinas en NS r=-0.18 NS NS
sangre p<0.05
Proteinuria NS NS r=0.42 NS
p<0.001
TA sistélica NS NS r=0.28 NS
p<0.001
TA diastélica NS NS r=0.29 NS
p<0.001

Al analizar la relacién que tienen los parametros del complejo VEGF materno
con los valores del doppler en los tres territorios (uterinas, umbilical, cerebral
y cociente cerebro/placentario) (tabla 42) observamos:

El sFlt-1 materno, presenta una correlacién positiva con el IP de arteria
umbilical, una correlacién negativa con todos los parametros a nivel de ACM y
presenta una asociacién positiva con todos los parametros a nivel de arterias
uterinas. También con el cociente cerebro-placentario tiene una asociacion
negativa en los dos parametros (IR, IP) , es decir, tenemos mayor cantidad de

sFIt-1 cuanto peores son los valores de doppler en los tres territorios, es

120



decir, mayores resistencias a nivel de arteria umbilical y arterias uterinas y
menores resistencias a nivel de ACM, por tanto mayor vasodilatacion
cerebral.

El VEGF; presenta correlacion negativa con los parametros de ACM vy
cociente cerebro-placentario. Sin embargo, cuando analizamos el cociente
VEGF/sFIt-1, observamos que existe una correlaciéon positiva con los
parametros a nivel de ACM, lo que significa que existe mayor potencial
vasculogénico cuanto mayores son las resistencias a nivel de ACM o al
contrario, un menor potencial vasculogénico o una inhibicién global de la
vasculogénesis, se asocia a una mayor redistribucion del flujo, con aumento
de éste a nivel de ACM. Tanto el sFlt-1 como el VEGF;, presentan una
correlacién negativa con los parametros de ACM. Esto se podria explicar
porque ambos factores aumentan de forma paralela durante la gestacion,
manteniendo una situaciébn estable en la angiogénesis (entre un factor
inhibidor y un factor estimulador de la angiogénesis), sin embargo, en
situaciones patoldgicas, es posible que llegue un momento en que este
equilibrio entre ambos factores se pierda, existiendo un aumento mas rapido
del sFlt-1, creando una situacién mas antiangiogénica y por tanto existiendo
cocientes de VEGF/sFIt-1 menores.

El VEGF,; sélo presenta una correlacion negativa con el IR e IP del cociente

cerebro-placentario.
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Tabla 42: relacion que tienen los parametros del complejo VEGF con los
valores del doppler en los tres territorios (uterinas, umbilical, cerebral y

cociente cerebro/placentario), en un estudio global.

VEGF; VEGF sFlt-1 VEGF/sFlt-1
materno materno materno materno
umbilical IP r=0.15
p<0.05
n=212
ACM IR r=-0.18 r=-0.38 r=0.17
p<0.01 p<0.001 p<0.01
n=211 n=211 n=211
ACM IP r=-0.20 r=-0.41 r=0.25
p<0.01 p<0.001 p<0.001
n=210 n=210 n=210
Uterinas IR r=0.23
p<0.001
n=221
Uterinas IP r=0.14
p<0.001
n=212
CCP IR r=-0.19 r=-0.30
p<0.01 p<0.001
n=205 n=210
CCPIP r=-0.16 r=-0.17 r=-0.39
p<0.05 p<0.05 p<0.001
n=208 n=203 n=208

Al igual que antes, también analizamos la relacién entre la TA y el doppler a
nivel de los 3 territorios (uterinas, umbilical y ACM) (Tabla 43) observando
que no se puede descartar que exista un sesgo en algunos parametros ,
donde no podemos diferenciar que esta mediado por la HTA vy que esta
mediado por el VEGF, por ello, para valorar el factor mas implicado en el
resultado hemodinamica (doppler), hemos realizado un analisis de regresién
multiple, donde se introduce como variables predictoras la TA sistélica,
diastélica y media, asi como el VEGF;, VEGF; sFlt-1 y cociente VEGF/sFIt-1 y
observamos que el UOnico factor que se asocia de forma positiva
significativamente es el sFit-1 con el IP de arterias uterinas (p=0.027),

estando préximos a la significacion estadistica en la asociaciéon negativa entre
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el sFlt-1 con el CCP (p=0.078) (n=53). En su conjunto, estos resultados, nos

permiten afirmar que al menos el sFlt-1 jugaria un papel en la regulacion del

flujo Gtero-placentario.

Tabla 43: correlacién de TA con el doppler en los 3 territorios (umbilical,

ACM, uterinas).

TA sistolica TA diastdlica TA media

Umbilical IR r=0.25 p<0.001 | r=0.23 p<0.001 | r=0.25 p<0.001
Umbilical IP r=0.26 p<0.001 | r=0.24 p<0.001 | r=0.26 p<0.001

ACM IR NS NS NS

ACM IP NS NS NS
Uterinas IR r=0.27 p<0.001 r=0.28 p<0.001 r=0.29 p<0.001
Uterinas IP r=0.34 p<0.001 r=0.32 p<0.001 r=0.34 p<0.001

CCP IR r=-0.26 p<0.001 r=-0.27 p<0.001 r=-0.28 p<0.001

CCPIP r=-0.28 p<0.001 r=-0.28 p<0.001 r=-0.29 p<0.001

4.3.4.3 Estudio por grupos del complejo VEGF matern o

4.3.4.3.1 Gestaciones control

Al analizar los mismos parametros por grupos, en el grupo control
observamos que s6lo se mantiene la relacién positiva entre la TA sistélica al
ingreso y el sFlt-1 (r=0.38 p<0.05 n=42), es decir mayor TA, mayor cantidad
de sFlt-1.

A nivel de doppler s6lo observamos a nivel de ACM las mismas correlaciones
que en el estudio global, no siendo significativas las relaciones en el resto de
territorios (Tabla 44). Observamos que existe una correlacion positiva entre el
doppler a nivel de arteria umbilical y arterias uterinas con el cociente

VEGF{/sFlt-1, para lo que no tenemos una explicacion.
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Tabla 44: relacion que tienen los pardmetros del complejo VEGF con los
valores del doppler en los tres territorios en el grupo control.

VEGF; VEGF ; sFlt-1 VEGF/sFlt-1
materno materno materno materno
AU IR r=0,37
p<0.01
n=61
AU IP r=0.44
p<0.001
n=60
ACM IR r=-0.37 r=-0.41 r=0.37
p<0.001 p<0.001 p<0.01
n=60 n=60 n=60
ACM IP r=-0.41 r=-0.52 r=0.47
p<0.001 p<0.001 p<0.001
n=59 n=59 n=59
Uterinas IR r=0.34
p<0.01
n=69
Uterinas IP r=0.26
p<0.05
n=69
CCPIR r=-0.3
p<0.05
n=60
CCPIP r=-,39 r=-0.27
p<0.01 p<0.05
n=59 n=59

4.3.4.3.2 Gestaciones con HTA

En las pacientes con HTA sin proteinuria, observamos que la TA diastdlica se
asocia de forma negativa con el VEGF; (r=-0.52 p<0.05 n=19) y de forma
positiva con el sFlt-1 (r=0.44 p<0.05 n=19), sin presentar asociacion con
ninguno de los otros parametros analiticos.

A nivel de doppler, se observa que el sFlt-1 presenta una asociacién negativa
a nivel de ACM con el IR (r=-0.60 p<0.05 n=17) y con el IP (r=-0.48 p<0.05
n=17) y con el cociente cerebroplacentario del IR (r=-0.59 p<0.05 n=17) y del

IP (r=-0.57 p<0.05 n=17). No existiendo mas asociaciones.
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4.3.4.3.3 Gestaciones con HIE

En las gestaciones con HIE solo observamos a nivel analitico una asociacion
positiva entre el sFlt-1 y la proteinuria (r=0.28 p<0.05 n=50), es decir, a mayor
proteinuria, mayor cantidad de sFlt-1.

A nivel de doppler, las relaciones que observamos son entre el sFlt-1 y el IR
de AU (r=0.38 p<0.01 n=42) asi como el IP de AU (r=0.4 p<0.01 n=42), y con
el cociente cerebroplacentario IR (r=-0.35 p<0.05 n=41) e IP (r=-0.40 p<0.01

n=41), es decir, a mayor cantidad de sFlt-1 peores pardmetros.

4.3.5 Relacién del complejo VEGF fetal y parametros  de gravedad de la
HIE.

Al realizar un analisis de los parametros del complejo VEGF en relacion con
los parametros de gravedad tanto a nivel hemodinamica (utilizando el doppler
de los 3 territorios) como bioquimico, en todos los grupos, encontramos a
nivel del territorio de arterias uterinas, una correlacion positiva entre el IP de
arterias uterinas con el sFlt-1 a nivel venoso (IR r=0.26 p<0.01 n=60), es
decir, a mayor cantidad de sFlt-1 peor perfusion Utero-placentaria. No
observamos ninguna correlacién entre el complejo VEGF a nivel arterial y
venoso con los parametros del doppler en arteria umbilical. Sin embargo
observamos una correlacion negativa entre el sFlt-1 de arteria umbilical con el
IP del CCP (r=-0.25 p<0.05 n=64) como con el IR del CCP (r=-0.26 p<0.05
n=65), es decir, a mayor sFlt-1 menor cociente y por tanto, mayor
redistribucion fetal. A nivel bioquimico, no encotramos ninguna correlacion.

En el analisis global, también observamos una correlacion negativa entre el
sFIt-1 a nivel arterial y las semanas de parto ( r=-0,28 p<0.001).

Al realizar el analisis por grupos, se minimiza tanto el nimero de casos, que

las asociaciones que se observan son minimas y no consistentes.
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4.4. CIR y complejo VEGF.

Para valorar que papel tiene el complejo VEGF en las gestantes con CIR,
analizaremos los niveles del complejo VEGF tanto a nivel materno como fetal,
asi como su relacion con la gravedad de la enfermedad, de forma semejante
a como hemos hecho con las pacientes con HIE.

Subdividimos las pacientes en 3 grupos, las gestantes control (n=61) las

gestantes con PEG (n=25) y las gestantes con CIR (n=27).

4.4.1 Variables epidemiologicas

Al analizar la edad media de estos 3 grupos no se observan diferencias
significativas, siendo la edad media de 29,91 + 0,52 afios.

Con respecto a la semana de parto, como era de esperar, las pacientes con
CIR de forma significativa, parieron antes (36.44+0.54 n=27) que el grupo
control (38,7+0,25 n=49) y que las gestaciones con PEG (38.44+0.37 n=25).
Al analizar las semanas de extraccion de VEGF, el grupo control presenta
menor semana de extraccion que en las gestaciones con PEG y CIR, aunque
la diferencia no es significativa. La explicaciéon a este hecho, al igual que en la
HIE, es que tenemos mas controles en semanas méas precoces y de PEG y
CIR cuando estas se diagnosticaron. Grupo control (30,99 +0.84) PEG
(33,71+0.89) CIR (32.55+0,97)

Al valorar el peso del RN, como era de esperar, es menor de forma
significativa en las gestaciones con CIR (1955+103g), siguiéndole las
gestaciones con PEG (2558+62,47g), siendo las de mayor peso las
gestaciones control (3351+68,23Q).

4.4.2 VEGF materno

Al analizar los niveles de los distintos parametros del complejo VEGF en
sangre materna en los 3 grupos (control, PEG y CIR), observamos que no
existen diferencias significativas entre los distintos grupos para el VEGF;. De
forma consistente, se observa una diferencia significativa en los fetos con CIR
respecto a gestaciones control en términos de VEGF, , sFlt-1 y VEGF/sFlt-1.

En las tablas siguientes (45-48) observamos estos resultados:
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Tabla 45: Niveles de VEGF; materno .

SNK

GRUPOS | N | VEGF(pg/ml) p<0.05
Control 86 82,8515,27

PEG 40 103,67+12,93
CIR 39 103,91+17,84

Tabla 46: Niveles de VEGF; materno

SNK

GRUPOS N VEGF, (pg/ml) p<0.05
Control 82 | 48,24+4,92

PEG 39 | 50,07+9,78

CIR 38 86,95+14,36

Tabla 47: Niveles de sFlt-1 materno.

SNK

GRUPOS | N sFlt-1(pg/ml) p<0.05
Control 86 | 193,13+17,03
PEG 40 | 245,37+26,97 | 245,37+26,97
CIR 39 298,13+31,97

Tabla 48: Valores del cociente VEGF/sFlt-1 materno.

SNK

GRUPOS | N VEGF/sFlt-1 p<0.05
CIR 39 | ,45+0,29
PEG 40 | 1,204+0,41 | 1,20+0,41
Control 86 1,64+0,29

El valor del sFlt-1 materno, pudiera estar influenciado (interaccion) por la
semana de extraccion de la muestra ya que al realizar los andlisis de
regresion lineal, la ecuacién que introduce los valores de PEG y CIR respecto
la que introduce en el segundo paso la semana de extraccion, son ambas
significativas p<0.005 y p<0.001 respectivamente. Se observa una variacion
sustancial del coeficiente de correlacién que pasa de 0,25 a 0,41, mas del
20%. Otro tanto puede afirmarse cuando hablamos del cociente VEGF{/sFIt-1.
Hemos realizado un analisis homogeneizando las semanas de extraccion del
complejo VEGF, estudiando sélo aquellos casos de 223semanas, no siendo

diferentes en este caso las semanas de extraccion del VEGF entre los 3
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grupos. Al repetir el andlisis del complejo VEGF en funcién de los grupos
control, PEG y CIR, observamos que son significativos los analisis de la
varianza para VEGF; y sFlt-1 (p<0.05) siendo las gestaciones con CIR las
que mayor sFlt-1 tienen respecto al grupo control (SNK p<0.05), ocupando
una situacion intermedia las gestaciones con PEG y con menores valores las
gestaciones control. Un orden de potencia semejante ocurre con el cociente

VEGF/sFlt-1 siendo de menor a mayor el cociente CIR < PEG < Control

Cuando intentamos buscar un punto de corte diagnéstico para CIR en los
niveles de sFlt-1, asi como del cociente VEGF/sFIt-1, para el primero no
obtenemos un ABC significativa y para el segundo a pesar de ser significativa
el 4rea no es una curva adecuada para obtener un buen rendimiento

diagndstico.

Curva ROC de sFlt-1 para CIR versus PEG y controles: ABC 0.53, error
estandar 0.05 IC [0.47 — 0.60]. Punto de corte = 285.17, sensibilidad 72.5%
IC [56.5 — 85.4], especificidad 41.3% IC [34.9 -47.9], LHR (+) 1.23, LHR (-)
0.67. (Fig 15).
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Fig 15: Curva ROC de sFlt-1 para CIR versus PEG y controles

Curva ROC para VEGFy/sFlt-1 para CIR versus PEG y controles: ABC 0.57
error estandar 0.05, IC [0.51 — 0.63]. Punto de corte = 0.20, sensibilidad 85%

IC [70.2 — 94.3], especificidad 31.9% IC [26 — 38.3], LHR (+) 1.25, LHR (-)
0.47. (Fig 16)
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Fig 16: Curva ROC de VEGFy/sFlt-1 para CIR versus PEG y controles.

4.4.3 VEGF fetal.
Cuando analizamos los distintos parametros del complejo VEGF a nivel de
arteria y vena, observamos que no existen diferencias significativas para

ninguno de los 3 parametros, tanto a nivel arterial como venoso (tabla 49).

130



Tabla 49: niveles de los 3 parametros del complejo VEGF en arteria y vena

umbilical

Control ( n=25)

PEG (n=16)

CIR (n=20)

VEGF;arteria

122,39+15

122,03+21,33

133,30+30,85

VEGF; vena

133,53+23,60

137,31+32,96

131,91+34,42

VEGF, arteria

177,64+29,08

400,21+150,54

236,25+37,84

VEGF, vena

138,78+20,73

150,72+47,42

205,15+42,75

sFlt-1 arteria

71,84+14,88

77,31+16,23

100,95+25,68

sFlt-1 vena

103,53+20,58

133,30+35,84

117,5+26,27

4.4.4 Relacion del complejo VEGF materno y parametr
del CIR.

Para valorar el bienestar fetal anteparto, utilizamos el doppler tanto a nivel

os de gravedad

materno (arterias uterinas) como a nivel fetal (arteria umbilical, arteria
cerebral media) y valoraremos la relaciébn que tienen estos parametros con
los distintos componentes del complejo VEGF.
4.4.4.1 Andlisis global del complejo VEGF en todos los grupos a nivel
materno.

El estudio global de la relacién del complejo VEGF con los parametros del
doppler, ya lo hemos realizado cuando hemos estudiado a las gestantes con
HIE (apartado 4.3.4.2) donde hemos observado que a mayor cantidad de sFlt-
1 materno existe un aumento de las resistencias a nivel de arteria umbilical y
una disminucion de las resistencias a nivel de ACM, lo que sugiere una mayor
redistribucion fetal y por tanto, un mayor compromiso fetal desde el punto de
vista hemodinamico. Ademas existe mayor cantidad de sFlt-1 a menor
cociente VEGF/sFIt-1 (menor potencial vasodilatador materno) y en
consecuencia, posible peor estado fetal.
También observamos que a mayor potencial vasodilatador materno
(objetivado con el cociente VEGF/sFlt-1), mas resistencias a nivel de ACM y
por tanto mejor estado fetal.

El VEGF; no se correlaciona con ningin parametro del doppler.
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4.4.4.2 Analisis por grupos del complejo VEGF mater  no

4.4.4.2.1 Gestaciones control

El estudio en las gestaciones control del doppler en relacién con el VEGF
materno, ya lo hemos realizado cuando hemos hecho el estudio de las

gestaciones con HIE. Tabla 44.

4.4.4.2.2 Gestaciones con PEG

En la gestaciones con PEG se mantiene la correlacién negativa entre el sFlt-1
y el doppler a nivel de ACM (IR (r=-0.61 p<0.01 n=32) IP (r=-0,55 p<0.01
n=32)) y con el IP del cociente cerebro/placentario (r=-0.38 p<0.05 n=32), no
existiendo mas relaciones.

4.4.4.2.3 Gestaciones con CIR

En las gestaciones con CIR la Unica relacién que objetivamos es una
correlacién positiva entre el sFIt-1 y el doppler a nivel de arterias uterinas (IR,
r=0,37 p<0.05 n =30), es decir, a mayor cantidad de sFlt-1 peor perfusién
Utero-placentaria.

Por otro lado, hemos considerado como parametro de gravedad el peso fetal,
expresado de forma bruta, su percentil, asi como el peso placentario y lo
relacionamos con aquellas muestras maternas que tenemos dentro de la
semana de parto.

Al estudiar la asociacion del complejo VEGF vy el peso del RN en todos los
grupos, se observa que el sFlt-1 materno, se asocia de forma negativa con el
peso del RN (r=-0.25 p<0.01 n=119) no presentando relacion con el peso
placentario.

Al realizar el analisis por grupos, en las gestaciones control observamos una
correlacién negativa entre el peso del RN y el sFlt-1 (r=-0,41 p<0,05 n=25).

En las gestaciones con CIR, ademéas de observar una asociacion negativa
entre el sFlt-1 materno y el peso del RN (r=-0.25 p<0.01 n=27) también existe

una asociacion negativa entre el sFlt-1 y el peso placentario (r=-0,51 p<0,03
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n=17) . No se observan estas asociaciones en los casos con PEG.

4.4.5 Relacién del complejo VEGF fetal y parametros de gravedad del
CIR.

4.4.5.1 Andlisis global del complejo VEGF en todos los grupos a nivel
fetal.

Este andlisis que relaciona el doppler materno-fetal con el complejo VEGF, ya
lo hemos realizado en el apartado 4.3.5 de HIE.

4.4.5.2 Analisis por grupos del complejo VEGF fetal
4.4.5.2.1 Gestaciones control

A nivel de las gestaciones control, no observamos ninguna relacion.

4.45.2.2 Gestaciones con PEG

En las gestaciones con PEG, no observamos ninguna relacion.

4.4.5.2.3 Gestaciones con CIR

En las gestaciones con CIR, observamos una correlacion positiva a nivel de
vena fetal, entre el sFlt-1 con los indices velocimétricos a nivel de arteria
umbilical (IR r= 0.68 p< 0.01 n=13) (IP r=0.65 p<0.05 n=13) y de arterias
uterinas (IR r=0.73 p<0.01 n=11) (IP r=0.84 p<0.001 n=11).

El complejo VEGF a nivel de corddén umbilical (arteria y vena), no presenta

una asociacion consistente con el peso fetal, su percentil y con el peso
placentario.
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4.5. Hipoxia fetal y Complejo VEGF.

Para valorar el estado fetal, utilizamos unos pardmetros directos (peso fetal y
placentario, indice Apgar y pH de vasos umbilicales) otros indirectos (doppler
a nivel de arterias uterinas, umbilical y ACM) y valoraremos si existe relacion
entre estos parametros y el complejo VEGF. Estudiaremos aquellas
pacientes que tengan muestra materna, dentro del la semana de parto.
Definimos hipoxia fetal cuando existe un pH < 7,20 a nivel de arteria umbilical.
Nosotros dividimos en dos grupos utilizando como punto de corte este valor
de pH, para valorar si existen diferencias en los niveles del complejo VEGF y
observamos que no existen diferencias para ningun parametro tanto a nivel

materno, como a nivel fetal (arteria y vena).

4.5.1 Complejo VEGF materno

4.5.1.1 Parametros directos de bienestar fetal y complejo VEGF

Existe una correlacion negativa entre el peso del RN (r=-0.25 p<0.001 n=119)
y el sFlt-1 no existiendo correlacién con el peso placentario, ya dicho
anteriormente.

Por otro lado, el VEGF; presenta una correlacion negativa con el indice de
Apgar al primer (r=-0,25 p<0,001 n=119) y quinto minuto (r=-0,26 p<0,01
n=119), observando también una correlacién negativa entre el sFlt-1 y el
indice de Apgar al quinto minuto (r=-0,2 p<0,05 n=119). Es decir a peor
indice de Apgar, mayores niveles de sFlt-1 y mayores de VEGF;,
probablemente el aumento de éste Ultimo, sea secundario a la situacion de
hipoxia.

No existiendo ninguna correlacion de estos parametros con el VEGF,.

No observamos ninguna asociacién con el EAB.

4.5.1.2 Parametros indirectos de bienestar fetaly =~ complejo VEGF

Como ya hemos visto antes (tabla 42), cuando relacionamos el complejo
VEGF con los parametros del doppler observamos que existe mayor cantidad
de sFlt-1 a peor perfusion uteroplacentaria y peor circulacion feto-placentaria,

existiendo mayor cantidad de sFlt-1 a mayor redistribucion fetal (Fig 17-19).
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Fig 17: Relacion sFlt-1 con IP de arterias uterinas (IP r= 0.22 p< 0.001
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Fig 19: Relacion sFlt-1 con IP de ACM (IP r=- 0.38 p<0.001 n=210).

También observamos (tabla 42) que a mayor potencial vasculogénico a nivel
materno (valorado con el cociente), existe mayores resistencias a nivel de
ACM o viceversa, a mayor inhibicion de la vasculogénesis, mayor
redistribucién del flujo fetal, con un aumento de flujo a nivel de cerebral.

A nivel de arterias uterinas, también valoramos de forma cualitativa la
morfologia de la onda, es decir, la presencia o no de notch tanto unilateral
como bilateral. Su presencia nos estard indicando mayores resistencias a
nivel de este territorio vascular. Agrupamos las gestaciones segun la
presencia de notch y si este es unilateral o bilateral y valoramos en primer
lugar los niveles del complejo VEGF en estos tres grupos, observando que no
existen diferencias significativas para el VEGF;, ni para el VEGF, pero si que
existen diferencias significativas con el sFlt-1, siendo las gestaciones con
notch bilateral las que mayor nivel de sFlt-1 presentan (507.69+£195.6 pg/ml)
vs gestaciones sin notch (296.51+211.46 pg/ml) y gestaciones con notch
unilateral (299.04+147.96 pg/ml), es decir, a mayor cantidad de sFlt-1 peor

perfusion uteroplacentaria.
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También observamos que la presencia de notch bilateral se asocia con pesos
de RN menores, asi como de percentil de peso, menores pesos placentarios,

presentando mejores valores a nivel de EAB.

4.5.2 complejo VEGF fetal

4.5.2.1 Parametros directos de bienestar fetal y complejo VEGF fetal
Observamos una asociacion negativa entre el pH arterial con el sFlt-1 de
arteria umbilical (r=-0.22 p<0.05 n=85). Asimismo, el pH arterial se asocia de
forma positiva con el cociente VEGF{/sFIt-1 tanto de arteria(r=0,26 p<0.01
n=85) como de vena (r=0,21 p<0,05 n=88), lo que sugiere que existe peor pH
con niveles mayores de sFlt-1 asi como a menor potencial vasculogénico
objetivado con el cociente. También observamos una correlacion negativa
entre el pH venoso con el sFlt-1 de arteria umbilical (r=-0.3 p<0.01 n=84).

Por otro lado, el VEGF; y el sFlt-1 a nivel de arteria umbilical presenta una
correlacién negativa con el logaritmo del indice de Apgar al quinto minuto (r=-
0,21 p<0,05 n=90) y (r=-0.26 p<0.05 n=87) respectivamente. Es decir a peor
indice de Apgar, mayores niveles de sFlt-1y mayores de VEGF;,
probablemente el aumento de éste Ultimo, sea secundario a la situacion de
hipoxia.

No existiendo ninguna correlacion de estos parametros con el VEGF,.

No existe relacién entre ningln parametro del VEGF a nivel umbilical con el

peso del RN o placentario.

4.5.2.2 Parametros indirectos de bienestar fetaly comple  jo VEGF fetal

Cuando analizamos los componentes del complejo VEGF en funcion de la
via de parto (vaginal o cesarea), observamos que los valores de VEGF; y
sFIt-1 son mayores cuando se utilizé la via abdominal, existiendo significacion
estadistica en el caso del sFlt-1 en vena umbilical. Tampoco observamos
diferencias en el VEGF, Estos resultados sobre el sFlt-1 pueden estar
sobreestimados ya que la semana media de las ceséareas fue 36,27+0.33 vs
37,93+0,32 en partos vaginales. Recordemos que existe una asociacion

negativa entre las semanas de parto y el sFlt-1 a nivel fetal. Asimismo las
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cesareas se realizaron con mayor frecuencia en gestaciones con patologia
(con mayor sFlt-1) que los partos vaginales p< 0.05.

Observamos a nivel del territorio de arterias uterinas, una correlacion positiva
entre el IP de arterias uterinas con el sFlt-1 a nivel venoso (IR r=0.26 p<0.01
n=60), es decir, a mayor cantidad de sFlt-1 peor perfusién Utero-placentaria.
Cuando analizamos los niveles del complejo VEGF segln la presencia o
ausencia de notch en arterias uterinas, observamos que no existen
diferencias entre los distintos parametros del complejo VEGF tanto en arteria
como en vena.

No observamos ninguna correlacién entre el complejo VEGF a nivel arterial y
venoso con los parametros del doppler en arteria umbilical. Sin embargo
observamos una correlacion negativa entre el sFlt-1 de arteria umbilical con el
IP del CCP (r=-0.25 p<0.05 n=64) como con el IR del CCP (r=-0.26 p<0.05
n=65), es decir, a mayor sFlt-1 menor cociente y por tanto, mayor

redistribucion fetal.
En su conjunto, estos datos sugieren que existe una asociaciéon entre el

potencial vasculogénico con el pH y el grado de redistribucion hemodinamica
fetal.
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5. -DISCUSION
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5. DISCUSION

Un adecuado aporte de nutrientes es esencial para el desarrollo fetal normal
intrauterino. Alteraciones a nivel de la circulacion utero-placentaria, se han
visto asociadas con mayor morbi-mortalidad perinatal , debido al desarrollo de
patologias como son la HIE o CIR.

La adaptacion de la circulacién uterina a las necesidades crecientes del
desarrollo fetal se realiza gracias a la formacion de nuevos vasos y su
vasodilatacion. La angiogénesis, es el proceso de neovascularizacion a partir
de vasos preexistentes en respuesta a la hipoxia, o debido a un aumento de
la demanda tisular de nutrientes para el desarrollo. El endometrio, decidua y
placenta son fuentes ricas en factores de crecimiento angiogénicos. En
general, el proceso de angiogénesis se inicia gracias a factores de
crecimiento como el VEGF, PIGF o FGF.

La HIE y el CIR, tienen en comdn una alteracién de la placentacion y esta
vascularizacion deficiente, podria facilitar la aparicion de hipoxia. Recientes
estudios, establecen como posible causa de estas 2 patologias, una
alteracién en los niveles angiogénicos, tales como el aumento del sFlt-1,
aunque el origen de la placentacion anormal no esté clara.

En nuestro estudio, valoramos los distintos componentes complejo VEGF
tanto a nivel global como por patologias, tanto a nivel materno como fetal,
para poder dilucidar su forma de actuacion y su posible relacion con estas

patologias.

En la gestante, al estudiar el complejo VEGF de forma global en todos los
grupos, observamos una asociacion positiva entre el sFlt-1 y la edad
gestacional. Ademas, observamos una correlacion negativa entre el cociente
VEGF{/sFlt-1 y las semanas de gestacion, lo que sugiere, que a medida que
avanza la gestacién existe un predominio del factor inhibidor del crecimiento
vascular.

Desde un punto de vista teleolégico, el aumento del sFlt-1 en gestaciones
normales, o la progresiva disminucion del cociente, tendrdn por objetivo

modular la proliferacion vascular y el crecimiento fetal. Es decir, el hecho de
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gue las concentraciones de sFlt-1 son mayores a lo largo de la gestacion
(Chaiworapongsa 2004) junto con el incremento de VEGF tanto total como
VEGF; (Bosio 2001), hace pensar que el sFlt-1 puede actuar como un
inhibidor natural del VEGF durante la gestacién para prevenir un crecimiento
excesivo de la célula endotelial (Hornig 2000).

Tsenga y cols., 2006, observan que en las pacientes con placenta acreta,
existe niveles disminuidos de uno de los receptores (VEGFR2), siendo
normales los niveles de sFlt-1, llegando a la conclusion que los niveles de
estos receptores son importantes para un adecuado desarrrollo placentario.
En varios estudios, se ha demostrado que el factor soluble presenta una
correlacién positiva con la edad gestacional y a partir de la semana 35 el
aumento de este factor es mucho mayor (Maynard y cols., 2003 , Tsatsaris y
cols., 2003). McKeeman y cols., 2004, analizan el sFlt-1 y VEGF desde
semana 12 hasta final de la gestacién en gestaciones control y en HIE,
observando que tanto el sFlt-1 como el VEGF son mayores desde el principio
de la gestacion en las gestaciones con HIE , siendo las diferencias
significativas para el sFlt-1 en semana 30 y previo al parto y para el VEGF en
semana 37 y previa al parto. Sin embargo, en nuestro estudio, cuando
desglosamos por grupos a las pacientes, observamos que esta correlacion
entre el sFlt-1 y la semana de gestacién s6lo se mantiene en las pacientes
control, perdiéndose en las pacientes con HIE y CIR. Esta falta de
asociacion, podria interpretarse en dos sentidos, una no asociacion por la
patologia existente o una falta de poder estadistico por la fragmentacion de la
muestra. Sin embargo, no parece probable esta segunda opcion, ya que al
analizar de forma conjunta estos dos grupos (HIE, CIR), no se observa
ninguna asociacién entre los parametros del complejo VEGF con la semana
de gestacibn. Ademas en las gestaciones control, observamos una
correlacién negativa entre la semana de gestacion y el cociente VEGFy/sFIt-1,
es decir, a lo largo de la gestacidn, el aumento de sFlt-1 es mas rapido que el
de VEGF;. Al utilizar un punto de corte en la edad gestacional para valorar los
niveles del complejo VEGF, observamos que utilizando como punto de corte

la semana 37 no obtenemos diferencias significativas entre los distintos
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parametros del complejo VEGF, pero si que la observamos al utilizar como
punto de corte la semana 34 siendo los niveles de VEGF; y sFlt-1 mayores
por encima de la semana 34, que por debajo de estas semanas. Las
diferencias se mantienen cuando utilizamos el punto de corte en 32 semanas,
si bien cuando utilizamos como punto de corte la semana 28 sélo persiste la
diferencia para el sFlt-1. Chaiworapongsa y cols., 2004 observan una
correlaciéon negativa entre el sFlt-1 y la semana de inicio de la HIE, es decir,
a mas precocidad y por tanto mayor gravedad de la HIE, los niveles de sFlt-1
son mayores. Nosotros no encontramos diferencias en funcion de la
precocidad de la HIE. También Wikstrém y cols., 2007 observan que las HIE
de inicio precoz, tienen niveles de sFlt-1 43 veces mas que las gestaciones
control y las HIE de inicio tardio tienen 3 veces niveles mayores de sFlt-1 que
las gestaciones control. También observan estas diferencias con el PIFG
presentando niveles menores en las HIE. Levine y cols., 2004, observan en
gestantes normotensas, que los niveles de sFlt-1 son estables al inicio y
mitad gestacion y que existe un aumento entre la semana 33 y 36. Nosotros
observamos en gestaciones control, que este aumento se inicia alrededor de
la semana 28. También observan que este aumento corresponde con una
disminucién de la PIGF. Durante el 2° trimestre, observan que el PIGF es
mayor que el sFlt-1, creando una situacion proangiogénica. Al final de la
gestacion, probablemente, como ya se ha dicho antes, actla como un
inhibidor natural del VEGF, dando lugar a una disminucion del VEGF y PIGF.
Levine y cols 2004 observan que en gestaciones con HIE, se establece esta
situacion antiangiogénica de forma mas precoz y mas intensa (empezando el
aumento del factor antiangiogénico entre las semanas 21 y 24)
produciéndose una exacerbacion del estado antiangiogénico. Esta situacion
antiangiogénica, podria favorecer una alteracion de la placentacion.

Por otro lado, a pesar de que las pacientes con HIE tienen una edad media
mayor que el resto de los grupos, observamos que no existe ningun tipo de
relacion entre la edad materna y el complejo VEGF. Staff y cols 2009, si que
observan que las pacientes normotensas con mayor edad, presentan un perfil

mas antiangiogénico, valorando el cociente (sFlt-1+sEng/PIGF).
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En nuestro estudio, no valoramos el indice de masa corporal (IMC) de las
pacientes, factor de riesgo para la HIE, pero Levine y cols., 2004, Staff y cols.,
2005, Staff y cols 2009, observan que no existe relacién entre los niveles
angiogénicos y el IMC en las gestaciones con HIE.

Ya que en algunos estudios (Duckitt y Harrington 2005) se observa que las
pacientes primigestas tienen mas riesgo que las multigestas a desarrollar HIE
durante la gestacién, nosotros dividimos a las pacientes segun paridad y
encotramos que las gestantes primigestas presentan niveles mayores de
VEGF; y sFlt-1 asi como menor cociente VEGF/sFIt-1, es decir existe una
situacién antiangiogénica mayor en las gestantes primigestas que
multigestas. ElI VEGF, es mayor en las pacientes multigestas.
Chaiworapongsa y cols., 2004 no observan diferencias entre las gestantes
nuliparas y las multiparas. Thadhani y cols., observan que las gestantes
multiparas presentan niveles menores de sFlt-1 en comparacién con las
gestantes nuliparas, al igual que nosotros.

Tampoco hemos tenido en cuenta si las pacientes eran fumadoras o no.
Levine y cols 2006, si que observan que las pacientes fumadoras con bajo
riesgo de HIE, presentaban un perfil mas antiangiogénico que las gestantes
no fumadoras, lo que estaria en contradiccién teérica con el hecho de que las
gestantes fumadoras tienen menor riesgo de HIE (Newman y cols., 2001), ya
que las gestantes con HIE presentan un perfil mas antiangiogénico.

Al analizar el complejo VEGF materno en funciéon de la via de parto,
observamos que las gestaciones que finalizan mediante cesérea, presentan
niveles mayores de sFlt-1 en comparacién con las gestaciones que acaban
via vaginal. Ya apuntamos, que las gestaciones que acaban via cesérea son
las gestaciones que se asocian a patologia y adicionalmente, con una menor
edad gestacional al parto, o que se asocia a menor sFlt-1, lo que refuerza la
idea de mayor potencial antiangiogénico, ya que las gestaciones con
patologia, como decimos a continuacién, presentan semanas de parto mas
precoces que las gestaciones control.

Cuando analizamos la semana de parto, observamos que en las gestaciones

con HIE y CIR el parto aconteci6 mas precozmente que las gestaciones
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control, es decir, en gestaciones patolégicas, el parto fue més precoz.

Al analizar los valores de los distintos pardmetros del complejo VEGF, hemos
hecho un andlisis de regresién lineal para determinar si la edad gestacional
influye en los niveles de los distintos elementos del complejo VEGF , ya que
como hemos visto, puede existir una dependencia con este parametro.
Ademas, las distintas patologias se han captado en distintas semanas de
gestacion, como es en el caso de la HIE, que por término medio las muestras
de esta patologia se toman 2 semanas después y dado que el sFlt-1 tiene
una relacién positiva con las semanas de gestacion, es de esperar, que los
valores que estdn tomados 2 semanas después sean mayores a los de 2
semanas anteriores.

Al analizar los niveles de sFlt-1, observamos como de forma escalonada
existe mas cantidad de sFlt-1 en las gestaciones con HIE, siguiéndole las
gestaciones con CIR y por ultimo las gestaciones control, es decir, las
gestaciones con HIE son las que presentan més factor antiangiogénico (sFlt-
1), observandose que este incremento escalonado, se asocia con la gravedad
de la afectacion vascular, maxima en la HIE, siendo menor y de forma
decreciente en las gestaciones con CIR y controles.

La limitacién de nuestro estudio es que no tenemos exploraciones desde el
inicio de la gestacion de las pacientes con HIE, solamente desde el momento
del diagndstico y no podemos valorar la capacidad predictiva de los factores
angiogénicos, asi como las tensiones medias al inicio de la gestacién de las
pacientes que posteriormente desarrollaran HIE. La presencia de HTA al
inicio de la gestacion, asi como factores predisponentes como la diabetes tipo
I, probablemente refleja el estado de las células endoteliales y su capacidad
disminuida de sintetizar factores relajantes del muasculo liso, asi como su
susceptibilidad de ser lesionados por los factores antiangiogénicos. Levine y
cols., 2005, observan que las pacientes con TA mas elevadas al inicio de la
gestacion, desarrollan HIE con niveles menores de sFlt-1 que aquellas con
TA menores al inicio de la gestacion. Las TA de estas Ultimas, fueron iguales
al inicio de la gestacién que en las gestaciones control. Estos datos sugieren

que el potencial antiagiogénico seria mayor a mayor grado de lesion vascular
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inicial.

Aunque las gestaciones con CIR presentan niveles de VEGF; mayores que
las gestaciones con HIE y las gestaciones control, las diferencias no son
significativas entre los distintos grupos. Si observamos de forma significativa
que las gestaciones con CIR y HIE tienen niveles mayores de VEGF; que las
gestaciones control. Nagamatsu y cols 2004, observan que en ambiente
hipoxico existe un aumento de sFlt-1, un aumento a su vez de VEGF; y una
disminucién de VEGF; probablemente producido por el efecto bloqueo del
sFIt-1, esto dltimo difiere de nuestros resultados. Purwosunu y cols., 2008,
también observan un aumento de VEGF en las gestantes con HIE. Por otro
lado, el cociente VEGFy/sFIt-1, que nos informa del perfil angiogénico o
potencial vasculogénico de cada gestacion, es decir a mayor cociente, existe
un perfil antiagiogénico menor o un potencial vasculogénico mayor, se
encuentra disminuido en las gestaciones con patologia, siendo por orden de
menor a mayor cociente, las gestaciones con HIE, siguiéndole los CIR y por
Gltimo las gestaciones control, o que sugiere que en las gestaciones con HIE
y CIR existe mayor predominio de inhibicion de la vasculogénesis,
concordante con los hallazgos clinicos de una hipoperfusion placentaria y un
aumento de las resistencias placentarias. Recientes estudios (Maynard y
cols., 2003, Levine y cols., 2004), obtienen como resultados en pacientes con

HIE que el VEGF; esta disminuido a consecuencia de un aumento de sFlt-1.

Aunque el VEGF,; se ha visto aumentado en las gestaciones con HIE
(Tsatsaris y cols., 2003), al igual que en nuestro estudio, el VEGF se une al
sFIt-1, produciendo una disminucion del VEGF activo o VEGF;, como hemos
dicho anteriormente. Los niveles normales de VEGF circulante son < 30pg/ml,
siendo estos niveles menores que los detectables con el Kit de ELISA
(Thadhani y cols., 2004, Taylor y cols., 2003). Aunque se ha publicado un
estudio en el que considera al VEGF como un marcador prometedor para la
prediccién precoz de HIE (Polliotti y cols., 2003), muchos estudios encuentran
indetectable los niveles de VEGF ((Thadhani y cols., 2004, Taylor y cols.,
2003,) y VEGF; (Shibata y cols., 2006) y por tanto no puede servir como

145



screening de HIE hasta que los Kits de ELISA sean tan sensibles como para
detectar valores de VEGF de un solo digito. En nuestro estudio el limite de
deteccion para VEGF, es de 32pg/ml. Tras comparar los niveles de VEGF; y
VEGF; nos cuestionamos exactamente que estamos determinando cuando
analizamos el VEGF; , ya que por ldgica los niveles de éste deberian ser
mayores que los de VEGF; no siendo asi en nuestros resultados y no
teniendo respuesta para ello. La inconsistencia observada, podria deberse a
un aspecto metodoldgico, ya que se utilizan técnicas diferentes para
determinar cada uno de los parametros y diferentes fabricantes.

Queda también por demostrar, si los cambios en los niveles de VEGF;,
realmente reflejan la actividad funcional del VEGF in vivo, o si hay que tener
en cuenta el porcentaje que se degrada o que se une a proteinas. Las dos
proteinas que se unen al VEGF son el sFlt-1 y la a2-Macrogobulina. Mientras
que el sFlt-1 se ha comprobado que es un antagonista del VEGF, no esta
claro como la a2-Macrogobulina puede afectar a la funcion del VEGF.
(Jelkmann 2001). Bhattacharjee y cols., 2000 demuestran que bajo
condiciones fisiolégicas la a2-Macrogobulina no afecta la capacidad del VEGF
de inducir la proliferacion de la célula endotelial, por tanto, el VEGF unido a la

a2-Macrogobulina probablemente preservaria su actividad bioldgica.

En resumen, las gestaciones con HIE y CIR, presentan niveles mayores de
VEGF, y VEGF; (aunque no de forma significativa) en comparacion con las
gestaciones control, probablemente en respuesta a la hipoxia de ambas
situaciones, sin embargo, al valorar el estado angiogénico mediante el
cociente VEGF/sFlt-1 observamos que estas gestaciones presentan peor

estado angiogénico que las gestaciones control.

Pero, ¢cual es el origen de este sFlt-1? Las concentraciones de sFlt-1 en
gestaciones normales, son mayores que en mujeres no gestantes (Barleon y
cols., 2001), y disminuye draméticamente después del parto (Koga y cols.,
2003) orientando su origen a la placenta. Purwosunu y cols., 2008 observan

que en las gestantes con HIE, en las que encuentran aumentado tanto el sFlt-
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1 como el VEGF,; como la endoglina, disminuyen los tres factores tras el
parto. Una fuente alternativa o complementaria de sFlt-1 es la célula
endotelial ya que puede liberar sFlt-1 en respuesta a determinados agentes
(Hornig y cols., 2000). Por tanto, el aumento de sFlt-1 en las gestaciones con
HIE, podria estar relacionado con la disfuncion de la célula endotelial que
ocurre en esta patologia, sin embargo, es dificil establecer esta hipotesis, ya
que después del parto existe una disminucién dramatica de este factor (4360
vs 95pg/dl) ( Koga y cols., 2003). Munaut y cols., 2008 tras someter a hipoxia
células del trofoblasto y a células endoteliales de vena umbilical, observan en
las primeras que existe un aumento del sFlt-1, de VEGF y una disminucion
del VEGF; , observando en las células endoteliales Unicamente un aumento
de VEGF no existiendo modificacién en los niveles de sFlt-1.

Maynard y cols., 2003 sugieren que el suero de mujeres con gestaciones
normales es capaz de inducir a las células endoteliales a sintetizar
estructuras tubulares, efecto biolégico inhibido al afiadir sFlt-1. Es mas, el
suero de mujeres con HIE inhiben la formacién de estas estructuras tubulares
endoteliales y este efecto puede revertirse afiadiendo VEGF y PIFG. El efecto
inhibidor del suero de estas mujeres con HIE desaparece tras el parto,
sugiriendo que este factor es liberado por la placenta (Maynard 2003).

Se ha propuesto en otros estudios que este aumento de sFlt-1, el cual tiene
mas afinidad por el VEGF que el VEGFR-2, produce una disminucion de
VEGF;, por tanto, menores niveles de este para unirse al VEGFR2 ( Lyall y
cols., 1997) y consecuentemente esto podria interferir en la funcion de la
célula endotelial (Gerber y cols., 1998). Sin embargo, en nuestro estudio, son
las gestaciones control las que menores niveles de VEGF; y VEGF, presentan
a nivel materno, menores que las gestaciones con HIE, asi como las
gestaciones con CIR, nuestra hipétesis, es que estos factores podrian estar
estimulados por la situacion de hipoxia que encontramos en gestaciones con
HIE y CIR y a pesar de que presenten niveles mayores de estos parametros,
su situancién angiogénica es peor que las gestaciones control valorado con el
cociente VEGF/sFlt-1.

Otra fuente de sFlt-1 que expone Rajakumar y cols., 2005, son las células
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mononucleares de sangre periférica, tanto en gestantes normales como en
preeclampticas. Observan que las células mononucleares que provienen de
gestantes con HIE, sintetizan niveles mayores de sFlt-1 que las gestantes sin
patologia y si son sometidas a un ambiente hipéxico, los niveles aln son
mayores. Ademas, el estudio de mujeres con antecedentes de HIE en el afio
previo, demuestran un aumento persistente de sFlt-1, hipotetizando que estas
células podrian ser una fuente extraplacentaria de sFlt-1, que contribuiria a la

patogénesis de la HIE.

Para estudiar el comportamiento del complejo VEGF, analizamos si existe
algun tipo de relaciébn entre sus parametros y observamos que cuando
analizamos la muestra en su conjunto, existe una correlacion positiva entre el
sFlIt-1 y el VEGF;, y negativa del sFlt-1 con su cociente (VEGF; /sFlt-1), es
decir a mayor cantidad de sFIt-1 mayor cantidad de VEGF;, sin embargo la
relacion negativa de este factor con el cociente, nos indica que el aumento del
sFIt-1 es proporcionalmente mayor que de VEGF; a medida que el sFlt-1
aumenta. Cuando realizamos el estudio por grupos las gestaciones control
mantienen ambas relaciones, sin embargo, las gestaciones con HIE y con
CIR s6lo mantienen la correlacion negativa entre el sFlt-1 y el cociente |,
probablemente esto se debe a que el aumento de sFlt-1 en estas gestaciones
presenta un aumento desproporcionado, perdiéndose la correlacion positiva
con el VEGF; , reflejando de nuevo, que estas gestaciones presentan un
estado antiangiogénico mayor que las gestaciones control.

Lee y cols., 2007, obtienen una correlaciébn negativa entre el sFlt-1 y el
VEGF; en las gestaciones con HIE, que no encontramos en nuestros
resultados, pero nos puede dar la explicaciéon a la pérdida de la correlacion
positiva entre el sFlt-1 y el VEGF; que observamos en las gestaciones control
y que se pierde en las gestaciones con HIE y CIR. En sus resultados
obtienen que el sFlt-1, el VEGF; son mayores en las gestaciones con HIE
que en las gestaciones control, al igual que nosotros, sin embargo, el VEGF;
es menor en gestaciones con HIE, esto ultimo difiere de nuestros resultados.

Ahmad y Ahmed 2004, observan que en gestaciones con HIE, el cociente
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VEGF/sFIt-1 disminuye hasta en un 70% en comparacion con gestaciones
normales, a pesar de que en gestaciones con HIE observan un aumento de
VEGF, mostrando que el aumento de VEGF no es suficiente para compensar
el efecto antiangiogénico del sFlt-1. En nuestro estudio también observamos
que en gestaciones con HIE y CIR, a mayor cantidad de sFlt-1 el cociente
VEGF/sFlt-1 es menor, es decir, al igual que en el estudio realizado por
Ahmad, el VEGF aunque es mayor que en gestaciones control, no es

suficiente para contrarrestar el efecto antiangiogénico del sFlt-1.

Cuando analizamos los valores del complejo VEGF a nivel fetal, observamos
que a nivel arterial existe mayor cantidad de sFlt-1 cuanto mas precoz es el
parto y menor es el peso del RN, es decir, parametros que directa (en caso
del peso del RN) e indirectamente (en caso de la semana de parto) nos
informan de mayor gravedad.

Cuando hacemos el estudio por grupos, observamos que no existen
diferencias entre los distintos pardmetros tanto a nivel arterial como venoso,
aunqgue las gestaciones con HIE, tanto en arteria como en vena son las que
mayor nivel de sFlt-1 presentan. El cociente VEGFy/sFlt-1 tampoco presenta
diferencias significativas tanto en arteria como en vena, sin embargo este
cociente es menor en ambos casos en las gestaciones con HIE. Si bien no
hemos observado diferencias significativas, llama la atencion la constancia de
los datos de manera que se puede sugerir una potencia mas antiangiogénica

en gestaciones patolégicas.

Para continuar con el estudio de su comportamiento, analizamos la relacion
del complejo VEGF a nivel materno-fetal, observando que cuando se estudia
la muestra en su conjunto, existe una correlaciéon entre el VEGF; y VEGF,
materno y sus correspondientes a nivel de arteria y vena. Sin embargo,
cuando desglosamos la muestra por grupos, las gestaciones control y las
gestaciones con CIR, presentan correlacién positiva solamente entre el
VEGF; materno con el arterial y venoso. Sin embargo en las gestaciones con

HIE existe correlacion positiva entre los 3 parametros a nivel materno, con
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sus correspondientes a nivel arterial y venoso, es decir, las gestaciones con
HIE presentan un comportamiento diferente al resto de gestaciones. En estas
gestaciones, los 3 componentes del complejo VEGF aumentan al mismo
tiempo en toda la circulacion materno-fetal. La asociacién entre los
componentes homdlogos del complejo VEGF en la madre y en el feto que se
observa en las gestaciones con HIE, podria ser una expresion de la
existencia de patologia a nivel materno (HTA) y reflejo a nivel fetal (
insuficiencia placentaria), en tanto que la no correspondencia a nivel de
VEGF, y sFlt-1 en los casos de gestaciones control y CIR, seria manifestacion
de normalidad en las gestaciones control y de patologia a nivel fetal en caso
de CIR (insuficiencia placentaria). Adicionalmente, estos datos irian en contra
de un transporte materno-fetal del complejo VEGF, porque sino deberia existir
correlacion en todos los casos.

Al analizar el gradiente materno-fetal en todas las gestaciones en conjunto,
observamos que a nivel materno existen niveles mayores de sFlt-1 y a nivel
fetal mayores niveles de VEGF; y de VEGF; , sin embargo, cuando lo
analizamos por grupos, las gestaciones control presentan los mismos
gradientes, pero en el resto de grupos sdélo se mantiene de forma significativa
el gradiente del sFlt-1, es decir, existe mayor cantidad de sFlt-1 a nivel
materno en todas las gestaciones, que a nivel fetal, esto es acorde con el
estudio de Staff y cols., 2004 que observan que el sFlt-1 esta aumentado en
las HIE tanto a nivel materno como a nivel de vena umbilical, sin embargo, los
niveles a nivel materno son mayores que a nivel fetal. Staff y cols también
observan una correlacion positiva entre el sFlt-1materno y fetal, al igual que
nuestros resultados.

Al analizar la relacion arterio-venosa del complejo VEGF, observamos que
cuando se estudia la muestra en su conjunto, existe una correlacion positiva
de los 3 parametros a nivel arterio-venoso. Sin embargo, al desglosar por
grupos, sélo las gestaciones con HIE mantienen las 3 correlaciones, es decir,
los 3 factores aumentan al mismo tiempo en arteria como en vena, tal vez el
escaso numero de casos al desglosar por grupos pueda explicar la pérdida de

correlaciéon. Cuando estudiamos el gradiente arterio-venoso, en conjunto se
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observa que existe mas cantidad de VEGF; a nivel arterial que venoso, no
observando diferencias en el resto de parametros. Cuando desglosamos por
grupos, este gradiente s6lo se mantiene en las pacientes con HIE, es decir, el
feto es productor de VEGF; en mujeres con HIE, posiblemente en respuesta a
la hipoxia. Staff y cols., 2004 observan en pacientes con HIE, que existe
mayor cantidad de sFlt-1 en arteria umbilical que en vena, sin embargo, los
niveles bajos de sFlt-1 tanto en arteria como en vena umbilical, les hace llegar
a la conclusién que el feto no contribuye de forma importante en el aumento
de esta proteina a nivel materno. Schelembach y Beinder 2003 tampoco
observan, como en nuestro estudio, mayor cantidad de sFlt-1 a nivel de
arteria fetal que en vena. Por tanto, es poco probable que el feto contribuya al

aumento del sFlt-1.

5.1 HIE y complejo VEGF

La preeclampsia es un problema obstétrico grave que complica hasta el 8%
de todos los embarazos y causa morbi-mortalidad materna y fetal severa.
Aunqgue la fisiopatologia del sindrome se comprende relativamente bien en la
actualidad, la causa desencadenante sigue siendo desconocida. La
preeclampsia es un sindrome caracterizado por hipertension arterial y
nefropatia proteindrica que aparece de novo en embarazos normales o
molares y que se resuelve espontaneamente tras el alumbramiento
(Hladunewich y cols., 2008), por lo que se cree que el érgano responsable es
la placenta. El acontecimiento patogénico que parece ser central es la
aparicién de isquemia placentaria, que induce al factor de hipoxia HIF-1a y
hace que la placenta segregue a sangre en gran cantidad una serie de
factores antiangiogénicos como el sFlt-1, que neutraliza al VEGF y al PIGF y
también la endoglina, que neutraliza al TGF- (Makris y cols., 2007; Maynard
y cols., 2008). Estos factores de crecimiento parecen ser fundamentales en la
vasculogénesis placentaria (durante el proceso de placentacién) y en el
mantenimiento del endotelio normal materno durante el embarazo, con lo que

su reduccion en la preeclampsia podria ser una de las causas determinantes
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de la deficiente placentacién inicial que produce mas tarde isquemia
placentaria y también desencadena la disfuncion endotelial y la endoteliosis
glomerular renal que caracterizan al sindrome en la madre (Makris y cols.,
2007; Maynard y cols., 2008; Mutter y cols., 2008).

En nuestro estudio, como ya hemos dicho antes, las gestaciones con HIE son
las que mas sFlt-1 presentan y estos resultados son consistentes con otros
estudios (Chaiworapongsa y cols., 2004, Maynard y cols., 2003, Koga y cols.,
2003). Schelembach y cols 2007, también encuentran un aumento de sFlt-1
en gestaciones con HIE y dentro de ellas, no encuentra diferencia en los
niveles de este factor entre las gestaciones que desarrollan CIR y las que no.
La HIE a menudo se acomparia de hipoxia a nivel placentario (Ishioka y cols.,
2007), lo que podria alterar la sintesis de de VEGF y en consecuencia a sus
niveles.

Cuando estudiamos las gestaciones con HIE, HTA en comparacion con las
gestaciones control, observamos con respecto a la edad de las gestantes
que, a pesar de que las gestaciones con HIE e HTA presentan 2 afios méas de
media no existen diferencias significativas. Staff y cols., 2009, observan que
las gestantes control de mayor edad presentan un perfil antiangiogénico
mayor que las de menor edad. Nosotros no encontramos diferencias del
complejo VEGF en funcién de la edad tanto en todo el estudio como al

analizar solo las gestaciones controles.

Recientes estudios han encontrado en sus resultados que en gestaciones con
HIE existe un aumento en la expresion de sFlt-1 tanto a nivel placentario
(Maynard y cols., 2003, Zhou y cols., 2002, Tsaris y cols., 2003) como a nhivel
sérico (Maynard y cols., Tsaris y cols., 2003, Koga y cols., 2003, Levine y
cols., 2004, Hertig y cols., 2004, Schelembach y Beinder 2003, Bowers y
cols., 2004, Chaiworapongsa y cols., 2004). Estos es consistente con
nuestros resultados donde encontramos al calcular los niveles de los tres
parametros a nivel materno que las pacientes con HIE, presentan niveles de
sFIt-1, en comparaciéon con las gestaciones con HTA y las gestaciones

control, no siendo significativas las diferencias para el VEGF; y VEGF,.

152



Existen discrepancias entre estudios en los niveles de VEGF, ya que existen
estudios como el de Lyall Y cols., 1996 que encuentran los niveles de VEGF
aumentados en las gestaciones con HIE y sin embargo en otros estudios
como es el de Wheeler y cols., 1997, o Maynard y cols., 2003 lo encuentran
disminuido. Una de las explicaciones es que los que lo encuentran
disminuido miden el VEGF; y los que lo encuentran aumentado miden el
VEGF,. Sin embargo, nosotros medimos tanto el VEGF; como el VEGF, y
ambos estan aumentados en gestaciones con HIE, auque no existen
diferencias significativas.

Cuando analizamos el cociente VEGF/sFlt-1 a nivel materno, observamos
que es menor de forma significativa en gestantes afectas de HIE, siendo este
cociente mayor en gestaciones control y con HTA (no existiendo diferencias

entre estos dos grupos).

McKeeman y cols., 2004, observan que el dramético aumento de sFlt-1 y
VEGF al final de la gestacion, coincide con el inicio de la HIE en aquellas
pacientes que la desarrollan, indicando que estas proteinas pueden tener un
papel importante en la patogénesis de la HIE. Estos datos son consistentes
con estudios previos en los que se vio que existe un aumento de sFlt-1 en
liguido amnidtico en pacientes con HIE (Vuorela y cols., 2000), o aumento de
sFlt-1 materno en gestaciones con HIE leve y grave antes del parto (Maynard
y cols., 2003).

McKeeman y cols., 2004 observan que aunque los niveles de sFlt-1 estén
aumentados a final de la gestacion, el aumento de VEGF; es mas importante
que el de sFlt-1, sugiriendo que este aumento de VEGF; pudiera estar
contribuyendo también a la patogénesis de HIE y por tanto que tanto el VEGF
como el sFlt-1 pudieran estar involucrados en la disfuncién de la célula
endotelial. Asimismo y puesto que el aumento de sFlt-1 al principio de la
gestacion en aquellas pacientes que desarrollan HIE ocurre cuando aun no
hay cambios significativos en los niveles de VEGF, sugieren un papel mayor

del sFlt-1 en la patogénesis de la HIE, dado que los cambios fisiopatoldgicos
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de la HIE ocurren de forma mas precoz que las manifestaciones clinicas, al
tiempo que tienen lugar las invasiones trofoblasticas antes de la semana 18-
20 y ademas se ha observado in vitro que el aumento de sFlt-1 se ha
asociado con una disminucion de la invasion del trofoblasto (Zhou y cols.,
2002). Por tanto, el aumento de sFlt-1 al inicio de la gestacién, puede ser el
reflejo de una situacion antiangiogénica resultado de un exceso de inhibicion
del VEGF por el sFlt-1 y por tanto, reduciendo la angiogénesis placentaria. Es
posible que esta hipoperfusion placentaria, estimule el aumento de sFlt-1, lo
que puede agravar la situacion (McKeeman y cols., 2004).

Aungque la HIE parece una enfermedad que estd claramente definida, la
presentacion clinica y fundamentalmente la evolucion puede variar de forma
importante, es mas, otras enfermedades como enfermedades renales o
enfermedades autoinmunes, pueden simular una HIE sin serlo. Por ello,
hemos calculado mediante curvas ROC, un punto de corte tanto para el sFlt-1
como para el VEGF{/sFlt-1 que nos permita dignosticar la HIE, asi como
diferenciar entre las HIE de inicio precoz y tardio. Verlohren y cols 2009,
utilizan el mismo método para obtener puntos de corte diagnosticos para el
sFlt-1, PIGF y el cociente de ambos, asi como para difererenciar entre HIE
precoz y tardia. Bushimschi y cols., 2004 utilizan los niveles de sFlt-1 y PIGF
en orina para diferenciar entre HIE y gestantes control, asi como para
determinar la gravedad. Nosotros hemos calculado mediante curvas ROC, un
punto de corte que nos permite diferenciar entre gestantes HTA sin
proteinuria y HIE.

A nivel de arteria y vena umbilical, no existen diferencias en ninguno de los 3
parametros del complejo VEGF, tampoco existiendo diferencias en el
cociente VEGF/sFlt-1. Staff y cols 2004 observan que las gestaciones con
HIE presentan niveles mayores de sFlt-1 en arteria umbilical que las
gestaciones control. En nuestro estudio, son las gestaciones con HTA sin
proteinuria las que mas sFlt-1 presentan a nivel de arteria umbilical, aunque
no de forma significativa. Schelembach y Beinder 2003, observan mayor

cantidad de sFlt-1 a nivel venoso en gestaciones con HIE que en las
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gestaciones control, en nuestro estudio también es asi aunque no llega a la
significacion estadistica.

Antes de analizar la relaciéon entre el complejo VEGF y los parametros de
gravedad, analizamos la relacién entre la TA y éstos, observando que existe
una relacion significativa entre ellos y por tanto, no podemos descartar que
exista algin sesgo en algunos pardmetros, donde no podemos diferenciar
qué esta mediado por la HTA y qué estd mediado por el VEGF.

Al analizar el complejo VEGF en relacion con los parametros de gravedad, en
el estudio global de los 3 grupos, control, gestaciones con HTA y gestaciones
con HIE, observamos que es el sFlt-1 el que se asocia con parametros de
gravedad.

Existen estudios en los que se observa que el tratamiento con neutralizantes
del VEGF, dan lugar a un aumento de la proteinuria. Las gestantes que se
complican con HIE, presentan niveles elevados de sFlt-1, disfuncion de la
célula endotelial y proteinuria. Sugimoto y cols., 2003 demuestran en ratones,
que los anticuerpos anti-VEGF y el sFlt-1 producen lesion de la célula
endotelial glomerular, sugiriendo que la disminucion o neutralizacién del
VEGF, puede tener un papel importante en la induccién de proteinuria, tanto
en algunas enfermedades renales, como en algunas formas de tratamientos
oncolégicos asi como en mujeres con HIE.

En otros estudios, se ha observado que en gestantes que desarrollan HIE
complicandose con desprendimiento de placenta, presentan una situacion
antiangiogénica mayor (PIGF disminuido y sFlt-1/PIGF aumentado) antes de
que aparezca la HTA y el desprendimiento, en comparacién con gestaciones
control y gestaciones que se complican con desprendimiento de placenta
pero sin HTA (Signore y cols., 2006).

Nosotros, en el estudio global, encontramos un sFlt-1 en aumento cuanto
mayores son los niveles de TA tanto sistélica, diastélica y media, viéndose
también aumentado a mayor proteinuria, esto se observa en otros estudios

(Lee y cols, 2007, Chaiworapongsa y cols., 2004). Chaiworapongsa ademas
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de encontrar una correlacion del sFlt-1 directamente proporcional con la
gravedad de la proteinuria, observa una correlacion negativa con el recuento
de plaquetas, edad gestacional y el peso del RN ajustado por la edad
gestacional. Lee y cols., 2007, también observan una correlacion positiva
entre la TA sistdlica y diastolica con el VEGF, y negativa entre la TA sistélica 'y
diastélica con el VEGF;. Nosotros estas relaciones no las obtenemos.
Yoshimatsu y cols., 2006, observan en gestantes normotensas que también
existe una asociacion positiva entre el sFlt-1 y el VEGF; con la excrecion de
albumina en orina, llegando a la conclusiébn de que incluso en gestantes
normotensas la excrecion de albumina se ve afectada por el aumento de sFlt-
1 que ocurre también en gestaciones control en comparaciéon con mujeres no
gestantes, observando que si los valores de sFlt-1 se mantienen dentro de un
rango normal, solamente la célula endotelial a nivel glomerular se ve afectada
y no existe enfermedad sistémica como ocurre en la HIE. Maynard y cols.,
2003, observan en su estudio, que el efecto patolégico del sFlt-1 es dosis
dependiente. Asi, las ratas tratadas con dosis menores de sFlt-1 presentaban
lesibn menor a nivel glomerular que aquellas que eran tratadas con mayor
dosis.

A nivel bioguimico también observamos correlacion del sFlt-1 con parametros
de gravedad como son la LDH, creatinina en sangre y la urea.
Chaiworapongsa y col.,, 2004, ademas observan una correlaciéon negativa
entre el sFlt-1 y el recuento de plaquetas, al igual que Lu y cols., 2007
relacién que nosotros no observamos, al igual que Maynard y cols., 2003 en
un estudio realizado con ratas, observan que el exceso de sFlt-1 produce la
clinica de HIE (HTA, proteinuria y disfuncion endotelial) pero no observan que
este exceso de sFlt-1 se relacione con una disminucion de plaquetas.
Venkatesha y cols., 2006, observan que existe otro factor endotelial, la
endoglina soluble, que se encuentra elevada en las gestantes con HIE, que
se correlaciona con la gravedad de la enfermedad y que al asociarlo con el
sFIt-1 en un estudio con ratas, se reproduce la clinica de HIE agravada con el
HELLP. En este estudio, estos factores de forma independiente, no producen

sindrome HELLP. Venkatesha propone, que ya que la endoglina actda

156



uniéndose al receptor del TGF-B1 y produce una atenuacion de la NOSe
(oxido nitrico sintetasa endotelial), que la contribucién de estos dos factores
en la patogénesis de la HIE, puede ser en parte, debido a la inhibicion de la
activacion por parte del VEGF y el TGF- 31 del NO y por tanto, de sus efectos
vasomotores. Otro factor que podria contribuir a la patogénesis de la HIE y en
la trombocitopenia que se produce, es la disminucién de la prostaciclina PGI2,
ya que tanto el VEGF como el TGF- R1 estimulan su produccion y existen
estudios (Mills y cols., 1999) que han demostrado una disminucién de la
produccion endotelial del PGI2 incluso antes del inicio de la HIE. Purwosunu y
cols., 2008, también demuestran que existen mayores niveles de sFlt-1,
VEGF y endoglina, a mayor gravedad de la HIE. Munaut y cols 2008, tras
someter a hipoxia a células del trofoblasto, no observan modificaciones en los
niveles de endoglina, posiblemente siendo el aumento de sus niveles en
gestaciones con preeclampsia a través de un mecanismo diferente a la
hipoxia.

Makris y cols., 2007, realizan un estudio en monos babuinos, induciéndoles
hipoxia a nivel de arterias uterinas al embolizarlas mediante angiografia,
observando un aumento de sFlt-1 a nivel de sangre periférica, placenta y
células mononucleares asi como un aumento de TA (sistdlica, diastélica) y
proteinuria. Ademas se observa tras 2 semanas de hipoxia una
plaguetopenia, sin signos de hemodlisis y cambios histol6gicos a nivel renal
iguales que los que ocurren en las gestantes con HIE.

Al estudiar las OVF en los distintos territorios, tanto a nivel materno como
fetal de estas gestaciones , el sFlt-1 lo encontramos aumentado a peor
circulacién uteroplacentaria, a mayores resistencias en arteria umbilical y a
menores resistencias a nivel de ACM por tanto a mayor redistribucién fetal.
¢Por qué intentamos buscar relacién entre los parametros maternos del
complejo VEGF con los parametros de bienestar fetal, a pesar de que el feto
presenta niveles mayores de VEGF; y VEGF,, pero ademas pensamos que
son dos compartimentos diferentes, es decir, no hay transfer? Lo hacemos
porque tenemos un acceso directo a la madre y no al feto y para obtener

muestras de éste tendriamos que utilizar técnicas invasivas.
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El VEGF; presenta una correlacién negativa con los pardmetros de la ACM y
CCP, para lo que no tenemos explicacién de forma aislada (sin descartar la
participacion de otras sustancias involucradas, este fenédmeno podria ser
reflejo de la correlacion sFlt-1 y VEGFy), sin embargo, cuando analizamos el
cociente VEGF{/sFlt-1 observamos que éste es mayor cuanto mayores son
las resistencias a nivel de ACM, es decir, a menor potencial vasculogénico
existe mayor redistribucién de flujo o viceversa.

Cuando realizamos el estudio por grupos, no se objetivan algunas de las
asociaciones, probablemente por la pérdida de poder estadistico.

Al realizar el estudio de forma global del complejo VEGF fetal con los
parametros de gravedad, observamos a nivel venoso que existe mayor
cantidad de sFlt-1 a mayor resistencias a nivel de arterias uterinas, es decir, a
peor circulacién uteroplacentaria. También observamos a nivel arterial un
relacién negativa entre el sFlt-1 y los parametros del CCP, es decir, a mayor
cantidad de sFlt-1 menor cociente y por tanto mayor redistribucién fetal.
Cuando se hace el estudio por grupos, se minimiza tanto el nimero de casos
gue las asociaciones que se observan son minimas y no consistentes.
También se observa en el estudio global que existe mas cantidad de sFlt-1 en
arteria fetal cuanto mas precoz es el parto y por tanto, mayor gravedad de la
situacién. Staff y cols 2009, observan en gestaciones con HIE que existe un

perfil antiangiogénico mayor cuanto mas precoz es el parto.

5.2 CIRY Complejo VEGF

El desarrollo fetal adecuado, depende de una adecuada difusién de los
nutrientes desde la madre al feto y por tanto, requiere una adecuada
perfusion uterina, un adecuado intercambio transplacentario de nutrientes y
residuos y una adecuada perfusiébn umbilical. Son necesarios cambios
importantes en el flujo materno y fetal que se acomoden al rapido crecimiento
fetal a medida que avanza la gestacion. Con una invasion trofoblastica
adecuada y el aumento en la capacidad de las arterias espirales se crea un
lecho placentario con bajas resistencias.

En los CIR, la transferencia de oxigeno, glucosa y aminoacidos esta
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afectada, asi como la respuesta insulinica pancreatica fetal. La
hipoinsulinemia relativa puede disminuir la transferencia placentaria de
glucosa. Esto hace que el feto se encuentre en una situacién donde el aporte
de oxigeno y substratos y por tanto la posibilidad de un metabolismo aerébico
y en consecuencia el crecimiento fetal estén limitados.

Al estudiar el complejo VEGF a nivel materno en las gestaciones con CIR en
comparacién con gestaciones control y con gestaciones con PEG,
observamos que las gestaciones con CIR presentan niveles més elevados de
VEGF,; y sFlt-1 no siendo significativa la diferencia para el VEGF;. Shibata y
cols., 2005 , no encuentran diferencias significativas en los niveles de sFlit-1
entre las gestaciones que desarrollan CIR con las gestaciones control, sin
embargo, si que encuentran disminuida el PIGF. Sin embargo Tsatsaris y cols
2003 si que encuentran aumentado ligeramente el sFlt-1 en CIR en
comparacién con los controles aunque los niveles son menores que en las
gestaciones que desarrollan HIE, al igual que en nuestros resultados. En
nuestro estudio, no hemos podido obtener un punto de corte diagnéstico de
sFit-1 para CIR, que nos permita diferenciar estas gestantes de las gestantes
control o con PEG.

Wathen y cols., 2006, observan que un aumento del sFlt-1 en semana 16-20
esta asociado con mayor riesgo de desarrollar HIE pero no de CIR de forma
aislada, precediendo este aumento 13 semanas antes de la clinica de HIE.
Esto sugiere que si el aumento de sFlt-1 es un factor causante de CIR, esta
limitado a la placenta y no es detectable a nivel del suero materno en esa
edad gestacional. Al igual que Thadani y cols., 2004 observan que el
aumento de sFlt-1 en primer trimestre si que puede predecir las gestantes
que desarrollaran HIE pero no PEG, sugiriendo este aumento de sFlt-1
precoz que la placentacién en este momento ya se encuentra afectada. Erez
y cols., 2008, determinan el cambio en los niveles de sFlt-1, s-Eng, PIGF
entre primer y segundo trimestre en gestantes que desarrollan HIE, PEG y en
controles y observan que en gestantes con HIE existe un aumento de sFlt-1 y
s-Eng y una disminucion de PIGF del primer al segundo trimestre y en

gestantes que desarrollan un PEG Unicamente existe un aumento de s-Eng.
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Por tanto, la cuestiébn que nos planteamos, es , que las gestantes con CIR,
no presentan enfermedad sistémica, a pesar de encontrar un aumento de
sFIt-1 a nivel materno, por tanto nos puede hacer plantear varias cosas, que
el sFlt-1 no es el causante de la lesién endotelial, 0, que se necesitan niveles
mayores de sFlt-1 para desarrollar la enfermedad (ya que las gestantes con
HIE presentan de forma significativa niveles mayores de sFlt-1).

Al calcular el cociente VEGF/sFIt-1 en los tres grupos, observamos que las
gestaciones con CIR son las que menor cociente presentan y por tanto, las
que peor estado angiogénico presentan.

A nivel fetal, observamos que tanto en arteria como en vena, no existen
diferencias significativas para ninguno de los 3 parametros. Wallner y cols.,
realizan un estudio en gestantes con CIR y obtienen que las gestaciones con
CIR presentan mayor cantidad de sFlt-1 a nivel tanto materno (acorde con
nuestro estudio), como venoso, no existiendo diferencias a nivel arterial,
llegando a la conclusién de que el feto no contribuye a los cambios en los
factores angiogénicos. En nuestro estudio, los niveles de sFit-1 a nivel
arterial si que estan aumentados aunque no de forma significativa en
gestantes con CIR en comparacion con las gestaciones control, observando
un gradiente materno-fetal de sFlt-1, pero no un gradiente arterio-venoso de
sFlt-1 y por tanto, el feto, probablemente no contribuya de forma significativa

al aumento de sFlt-1 a nivel materno.

El doppler nos ayuda a distinguir los fetos PEG constitucionales de los CIR.
Parece existir una secuencia de deterioro de la oxigenacion y nutricion fetal
(Baschat y Hecher 2004) concomitante con los cambios en la OVF, de
manera que inicialmente se observaria un aumento de la resistencia en AU,
reflejo del aumento de éstas a nivel placentario, lo que iniciaria la
redistribucién a nivel cerebral con disminuciéon de las resistencias (brain-
sparing effect). Posteriormente las OVF venosas se alterarian, lo que explica
su mejor correlacion con la acidosis fetal umbilical (Rizzo y cols., 1996).
Finalmente la ausencia o inversién atrial en el Ductus venoso (DV) o la

pulsatilidad a nivel umbilical, seria la manifestacion de la descompensacion
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fetal y esta asociado a una elevada probabilidad de muerte perinatal.

Ya hemos visto previamente que al realizar el estudio de todos los grupos en
relacion con el doppler, existe mayor cantidad de sFlt-1 a mayores
resistencias a nivel de arteria umbilical y a menores resistencias a nivel de
ACM, lo que sugiere una mayor redistribucién fetal y por tanto, un mayor
compromiso fetal desde el punto de vista hemodinamico.

Al realizar el estudio por grupos, no existe un patrén de comportamiento
homogéneo entre el complejo VEGF materno con el doppler a nivel de
arterias uterinas y a nivel fetal (ACM, AU) en los distintos grupos. Si que
observamos a nivel de ACM, que es la zona vascular més sensible a las
necesidades de O2, se relaciona con un aumento de la inhibicion de la
vasculogénesis materna (aumento de sFlt-1), en las gestaciones control con
PEG no observandose este fendmeno en el caso del CIR, donde sélo
observamos un aumento de sFlt-1 a mayores resistencias en arterias

uterinas.

A nivel fetal, observamos de forma global, que no existe ninguna relacion
significativa entre el complejo VEGF vy los pardmetros de gravedad. Cuando
hacemos el estudio por grupos, observamos que en las gestaciones con PEG
sigue sin existir ninguna relacién significativa y en las gestaciones con CIR,
observamos que existe mas cantidad de sFlt-1 en arteria, a peor perfusion a
nivel de arteria umbilical y de arterias uterinas, lo que sugiere una peor
perfusion placentaria, asociada a un mayor potencial antiangiogénico en las
gestaciones con CIR.

Levine y cols., 2004, en su estudio con pacientes preeclampticas, observaron
que aquellas que desarrollaron PEG, presentaban niveles de sFlt-1 materno
mayores antes del inicio de la HIE que las que no desarrollaron PEG.
Malamitsi-Puchner y cols., 2005 en el estudio que realizan en gestantes con
CIR, observan que los niveles de VEGF materno no tienen correlacion con los
percentiles de peso, pero si que obtienen una correlaciéon negativa entre el
VEGF a nivel fetal y los percentiles fetales, posiblemente por la hipoxia fetal

cronica que estimula la sintesis de VEGF. En nuestros resultados obtenemos
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una relacién negativa entre el sFlt-1 materno con el peso del RN y cuando
realizamos el estudio por grupos, en las gestaciones con CIR, ademés de
presentar una correlacion negativa con el peso del RN, también se observa
una correlacién negativa entre el sFlt-1 y el peso placentario, no observando
estas relaciones en las gestaciones con PEG.

Lash y cols.,, 2001, analizan los niveles de VEGF y del sFlt-1 a nivel
placentario en gestantes con CIR en comparacién con gestantes control o
gestantes con macrosomia y observan que no existen diferencias
significativas en la expresion de los elementos del VEGF en ninguno de los 3

grupos.

5.3 Hipoxia fetal y complejo VEGF

Al considerar en su conjunto la muestra del estudio, hacemos un andlisis de
la hipoxia en la gestaciéon. La hipoxia placentaria, es causa de varias
complicaciones durante el embarazo. Situaciones como la HIE o el CIR,
pueden venir acompafadas de hipoxia. Se sabe que la hipoxia puede
producir la apoptosis de varios tipos de células como son las células del
trofoblasto. Un alto porcentaje de apoptosis se ha visto en las células del
trofoblasto tanto de gestaciones con CIR (Smith y cols., 1997) como en
gestaciones con HIE (Heikkila y cols.,2005).

En situacién de normoxia el HIF-1a est& continuamente produciéndose y en
presencia de Fe2+ y oxigeno, es continuamente degradado a través de la via
metabdlica de la proteina VHL/ubiquitina/proteosoma. Cuando el oxigeno esta
limitado, la prolina-hidroxilasa se inhibe y el HIF-1a se acumula. Este tras
sufrir una translocacion y unirse al HIF-18 se unira al elemento que responde
a la hipoxia (HRE), estimulando la expresion de genes que expresan varias
proteinas como la eritropoyetina (EPO), VEGF, LDH, factor inductor de la
NOS (iNOS), GLUT-1 y enosala-1 (ENO) (LaManna y cols., 2004).

En general, la angiogénesis se produce en situaciones de hipoxia, como
ocurre en las neoplasias, o en la retinopatia diabética. Valorando el desarrollo
placentario desde el inicio de la gestacion, que se produce en un ambiente de

oxigeno disminuido, se podria pensar, que esto podria ser un estimulo para la
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angiogénesis placentaria, y por tanto, para la produccion de sustancias
angiogénicas. Rodesch y cols., 1992, observan que la presién de oxigeno en
el lado vellositario es menor (18mm Hg) comparado con el lado materno
(40mm Hg) en semana 8-10 de gestacién, pero aumenta hasta 60mm Hg
cuando la sangre materna entra en el espacio intervelloso (a partir de semana
12 de gestacion). Se podria hipotetizar que los niveles de oxigeno locales
controlan la remodelacion vascular a nivel de arterias uterinas. Sin embargo,
Bahtiyar y cols., 2007, observan en ratas, que la induccién hipoxia crénica
severa o0 inhibicion de NO mediante L-NAME , da lugar a CIR.

Como ya hemos nombrado antes, Nagamatsu y cols 2004 al igual que
Munaut y cols 2008, observan que las células del trofoblasto sometidas a
bajos niveles de oxigeno, aumentan la produccion de sFlt-1 en comparaciéon
con las células endoteliales de la vena umbilical y los fibroblastos. A su vez,
los 3 tipos de células, producen un aumento de VEGF,; en respuesta a la
hipoxia, y no se detecta en ellas el VEGF;, sugiriendo que el sFit-1 bloquea a
este VEGF;. Sin embargo esto no apoya la hip6étesis de que la remodelacion
vascular uterina es dirigida por una situacion de hipoxia, ya que son las
células del trofoblasto (y éstas en situacion de hipoxia sintetizan sFlt-1) las
que convierten al sistema vascular uterino en un sistema de bajas
resistencias. Considerando que las células endoteliales maternas son
sustituidas por células del trofoblasto, parece que esto puede poner una
restriccion en la angiogénesis por las células endoteliales maternas. Por
tanto, tiene que existir alguna discrepancia entre el concepto bien aceptado
de angiogénesis y la remodelacion vascular uterina.

Trollmann y cols., 2003, en su estudio ya comentado anteriormente, observan
que ante una hipoxia aguda (asfixia intraparto) existe un aumento de VEGF y
KDR pero no de sFlt-1, sin embargo en situacién de hipoxia crénica como
ocurre en la HIE si que observa un aumento tanto de VEGF como de sus 2
receptores. Sin embargo Bahtiyar y cols., 2007 observan en ratas que ante
una hipoxia crénica no se alteran los niveles de sFlt-1, pero si que aumentan
cuando se inhibe la produccion de NO mediante la L-NAME.

La fuente mas importante en la sintesis de sFlt-1 en las pacientes con HIE se
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considera que es la placenta. Las células del trofoblasto aisladas de
placentas de gestantes con HIE sintetizan mayor cantidad de sFlt-1 que las
células del trofoblasto de placentas normales. El mecanismo por el cual las
placentas con HIE sintetizan mayor cantidad de sFlt-1 no esta claro. Lo que si
que esta claro, es que las pacientes con HIE o CIR, presentan una situacion
de hipoxia que podria ser la causa de este aumento de sFlt-1, y como ya
hemos observado en nuestros resultados, las pacientes con HIE, seguidas de
las pacientes con CIR, presentan mayores niveles de sFlt-1 a nivel mateno,
que las gestaciones control.

Wathen y cols 2006, observan en mujeres que desarrollan HIE, que en
semana 14 los niveles de sFlt-1 no estan aumentados en comparacién con
gestantes control, sin embargo , en una segunda muestra en semana 19, si
gue se encuentra aumentado.

Por tanto, la cuestién que queda sin contestar, es si la produccién de sFlt-1
ocurre de forma primaria o secundaria. Esta claro que la hipoxia estimula la
sintesis de sFlt-1 por el trofoblasto (Hornig y cols., 2000). Si la hipoxia
placentaria es un fendmeno precoz, debida a una alteracibn de la
placentacion, la sintesis del sFlt-1 seria secundaria a esta hipoxia. Sin
embargo, parece bastante posible que el VEGF, PIGF y el sFlt-1 sean
factores reguladores importantes de la placentacién, de hecho, se ha visto
que la administracién de sFlt-1 exogeno in vitro, inhibe la invasion del
citotrofoblasto. Maynard y cols., 2003, no observan cambios patolégicos en
las placentas de las ratas a las que se les administré el sFit-1 exdégeno, tal
vez porque la administracion de sFlt-1 fue en segundo trimestre y por tanto la
invasion placentaria ya estaba establecida. Por tanto, por el hecho de que en
algunos estudios se ha visto que el sFlt-1 ya estd aumentado en primer
trimestre (Thadhani y cols., 2004, Wathen y cols., 2006), podria indicarnos
que hay una situacién antiangiogénica desde principio de la gestacién, y por
tanto alterando la angiogénesis placentaria. Esta alteracion de la placentacion
daria lugar a su vez a una hipoperfusidon placentaria dando lugar a una
situacién de hipoxia, estimulando ésta la sintesis de sFlt-1 y por tanto,

agravando la situacién. También hay que tener en cuenta, que la alteracion
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de la expresiébn de estos factores angiogénicos podria estar ligado con
factores genéticos (Dawson y cols., 2002), metabdlicos (Wolf y cols., 2001,
Seely y cols., 2003), factores inflamatorios (Wolf y cols., 2001, Kauma y cols.,
2002 ) o autoinmunes (Dechend y cols., 2000).

En nuestro estudio analizamos parametros tanto directos como indirectos de
bienestar fetal que nos orientan ante una situacion de hipoxia vy
correlacionamos estos parametros con el complejo VEGF materno.

Nosotros consideramos parametros directos de bienestar fetal el peso del RN
y placentario, el indice de Apgar y el equilibrio acido-base. No hay trabajos
gue estudien la asociacion entre los pardmetros del EAB o test de Apgar con
el complejo VEGF.

Al valorar los parametros directos, observamos que el sFlt-1 estda aumentado
a menor peso del RN y a peores indice de Apgar al primer y quinto minuto. Lu
y cols., 2007 y Chaiworapongsa y cols., 2004 también observan la
correlacién negativa entre el peso del recién nacido y el sFlt-1.

Al valorar los pardmetros indirectos de bienestar fetal, es decir, el doppler a
nivel de la circulacibn materno-fetal, observamos que el sFlt-1 esta
aumentado cuanto peor es la circulacién uteroplacentaria, existiendo también
mayores niveles a mayor redistribucion fetal, y por tanto, a mayor compromiso
de éste.

Al estudiar la perfusion uterina de forma cualitativa, segin la presencia o
ausencia de notch, observamos que el sFlt-1 se encuentra mas aumentado
en aquellas gestaciones que presentan notch bilateral. La presencia de esta
onda, también se ve relacionada con peores pesos en el RN y pesos
placentarios.

Cuando analizamos los parametros directos de bienestar fetal en relacién con
el complejo VEGF fetal, observamos que no existe relaciébn entre los
parametros del VEGF y el peso del RN.

Por otro lado, al analizar el equilibrio acido-base, observamos que existe un
aumento de sFlt-1 en arteria umbilical a peor pH tanto arterial como venoso.
Asimismo el pH arterial, se asocia de forma positiva con el cociente

VEGF{/sFlt-1 tanto arterial como venoso, lo que sugiere que existe peor pH
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cuando existen niveles mayores de sFlt-1 asi como menor potencial
vasculogénico objetivado con el cociente.

Por otro lado, tanto el VEGF; como el sFlt-1 presentan una correlacion
negativa con el logaritmo del indice de Apgar al 5° minuto. Esto podria ser un
relacién espulrea sin mas, sin embargo, esta relacién también la observamos
a nivel materno, lo que le da mayor consistencia a la asociacion. Otra
explicacion que podriamos dar es que estos factores (VEGF; y sFlt-1)
aumentan de forma paralela durante la gestacién, manteniendo una situacion
estable en la angiogénesis (entre un factor inhibidor y un factor estimulador
de la angiogénesis), sin embargo, en situaciones patoldgicas, este equilibrio
entre ambos factores se puede perder, existiendo un aumento mas rapido del
sFlt-1, creando una situaciébn mas antiangiogénica y por tanto existiendo
cocientes de VEGF/sFlt-1 menores. Aqui la correlacion de ambos factores
con el indice de Apgar nos podria estar reflejando un aumento del VEGF; en

compensacion al aumento del sFlt-1 ante una situacion de hipoxia.

Cuando analizamos los parametros indirectos de bienestar fetal y complejo
VEGF fetal, observamos que no existe relaciébn entre los parametros del
VEGF con el doppler a nivel de arterias uterinas y umbilical. Sin embargo, si
que observamos una relacion negativa entre el sFlt-1 de arteria umbilical con
el IP e IR del CCP, es decir, a mas sFlt-1 menor cociente cerebro-placentario
y por tanto mayor redistribucién. Schelembach y cols., 2007, observan en
gestaciones con HIE y CIR que el sFlt-1 a nivel de vena umbilical se
correlaciona de forma positiva con el IP a nivel de arteria umbilical, reflejando
la severidad de la lesién a nivel de placenta, y por tanto, del aporte fetal de
nutrientes. También observan que el VEGFR2 o KDR a nivel de vena
umbilical, receptor que parece tener mayor funcién en mediar las sefiales del
VEGF sin antagonizarlo, y que es expresado fundamentalmente por la célula
endotelial, tiene una correlacion negativa con el IP de arteria umbilical,
reflejando una disfuncion de la célula endotelial. Estos autores, a diferencia
de nosotros, no encuentran correlacion entre los pardmetros del doppler con

el sFlt-1 a nivel de arteria umbilical, llegando a la conclusion de que el aporte
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fetal no es considerable.

Actualmente no hay tratamiento para la HIE y muchos casos acaban en
partos prematuros por la gravedad de la situacion. Si realmente el sFlt-1 tiene
un papel importante en la fisiopatologia de la preeclampsia, antagonizar sus
efectos podria mejorar los sintomas. Se ha comprobado en algunos estudios
con ratas que la administracién exogena de VEGF acelera la mejoria a nivel
renal en glomerulonefritis y trombosis microangiopaticas (Masuda y cols.,
2001, Kim y cols., 2000). También se ha observardo que la administracion de
VEGF mejora la clinica de de HTA, disfuncién endotelial y nefropatia causada
por tratamiento con ciclosporina (Kang y cols., 2001), asi como se ha visto
que la nicotina tiene propiedades proangiogénicas al inducir VEGF enddgeno
(Heeschen y cols., 2001). Ademas es conocido que el tabaco esta asociado a
una menor incidencia de preeclampsia (Newman y cols., 2001, Zhang y cols.,
1999). Por tanto, periodos cortos de tratamiento con nicotina en casos de
preeclampsia grave podria ser un tratamiento efectivo. Maynard y cols 2003,
obtienen en estudios in Vitro que la administrar de VEGF o PIGF exdgeno
podria mejorar la disfuncién endotelial. Por tanto, antagonizar el sFlt-1, podria
ser una prometedora terapia para estas pacientes.
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6. CONCLUSIONES
A continuaciéon expondré las conclusiones en orden i nverso a lo
expuesto en los objetivos, es decir, enunciaré prim ero los especificos y

luego los generales.

6.1 Especificas

1. En embarazos Unicos existe con el avance de la g estacion, un
predominio del factor inhibidor del crecimiento vas cular,
objetivado por la asociacién directa entre la edad gestacional y

el sFlt-1 e inversa entre aquella y el cociente VEG  Fy/sFlt-1.

2. Las gestaciones con HIE presentan mayores concen traciones de
sFIt-1 y menor cociente VEGF ¢/sFlt-1 que las gestaciones con
HTA y controles, establenciendo el siguiente orden de potencia
para el sFlt-1: HIE < HTA < controles, siendo a la  inversa con el
cociente y por tanto siendo las gestaciones con HIE las que

mayor perfil antiangiogénico presentan.

3. En general, cuando estudiamos los pardmetros de gravedad
(repercusion orgénica) asociadas a cifras de presio n,
observamos que a mayor concentracion del sFlt-1, em  peora el

perfil de dichos parametros.

4. Al estudiar el complejo VEGF a nivel materno-fet  al, observamos
que en las gestaciones con HIE, los 3 componentes d el complejo
VEGF aumentan al mismo tiempo en toda la circulaci6  n materno-
fetal, mientras que en el resto de gestaciones soélo lo hace el
VEGF;, lo que podria reflejar que en las gestaciones con HIE
existe patologia tanto a nivel materno (HTA) como f etal

(insuficiencia placentaria), no siendo asi en el re  sto de los casos.
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5. Al estudiar las gestaciones con CIR en comparaci 6n con las
gestaciones control, observamos, a semejanza con lo explicado
en las HIE, que las gestaciones con CIR tiene mayor es niveles de
sFIt-1 y menores cocientes VEGF /sFlt-1, por tanto, un perfil mas

antiangiogiogénico.

6. A nivel materno, un mayor sFlt-1 se asocia a may ores
resistencias en arterias uterinas y arteria umbilic al asi como con
mayor vasodilatacion cerebral. En conjunto, indica que el
potencial vasculogénico se asocia a cambios hemodin amicas en

la circulacién uteroplacentaria, feto-placentaria y fetal.

7. No existe asociaciébn entre el EAB en vasos umbil icales y el
complejo VEGF materno, lo que sugiere que las varia ciones
agudas del EAB no influyen en el complejo VEGF.

6.2 Generales

1. En gestaciones con HIE y CIR, existe un claro pe ffil
antiangiogeénico, lo que explicaria el papel del com  plejo VEGF en
la fisiopatologia de ambos procesos.

2. Si bien no se observa una relacion entre el comp lejo VEGF
materno y la oxigenaciéon fetal (EAB), si que observ  amos un
predominio de la inhibicion del factor de crecimien to vascular
endotelial en los casos de hipoxia crénica como es el CIR (peso
menor al percentil 10 y doppler anomalo) y una asoc iacion del
potencial antiangiogénico materno, con la hemodinam ica fetal y

el peso del concepto y su placenta.

3. El complejo VEGF materno no es un indicador de h  ipoxia fetal

bioguimico, pero si de compromiso hemodinamico.
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