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0,: oxigeno molecular

PROGNOSIS study: (PRediction of short-term Outcome in preGNant wOmen with Suspected

preeclampsla Study)
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PP13: proteina placentaria 13

RCIU: Retraso de crecimiento intrauterino
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sFlt-1: receptor soluble de tirosina quinasa (soluble fms-like tyrosine kinase 1)
SG: semanas de gestaciéon

TFP: Tasa de falsos positivos



TGF: factor de crecimiento transformante (a, B)
VEGEF: factor de crecimiento endotelial vascular

VPN: valor predictivo negativo
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Resumen del contenido de tesis doctoral

1.- Titulo de la Tesis
Espafiol:

Identificacion y desarrollo de marcadores predictores de necesidad de finalizacién de la
gestacién por preeclampsia

Inglés:

Identification and development of markers predicting the need of delivery induction due to
preeclampsia

2.- Autor
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Linea de investigacién (cddigo): Cancer i genéetica molecular humana (101267)
Programa de Doctorado: MEDICINA | RECERCA TRANSLACIONAL

Organo responsable: Facultat de Medicina i Ciencies de la Salut

RESUMEN (en espafiol)

Esta tesis doctoral se ha centrado en la identificacion y desarrollo de marcadores prondsticos
de preeclampsia en gestaciones con sospecha clinica de preeclampsia. Inicialmente, se ha
valorado la validez externa de las conclusiones del estudio PROGNOSIS en nuestra poblacion.
Este estudio propone el uso del cociente sFlt-1/PIGF menor o igual a 38 para descartar la
aparicidn de preeclampsia en una semana. Estas conclusiones se han confirmado en la muestra
estudiada. Posteriormente, en las gestaciones con el cociente sFlt-1/PIGF mayor de 38, se ha
valorado el papel de estos y otros potenciales marcadores prondsticos de preeclampsia (NT-
proBNP y acido urico), permitiendo determinaciones repetidas en caso de persistencia de la
sospecha clinica. Se ha valorado la dindmica de estos marcadores en gestaciones afectas de

preeclampsia con parto prematuro comparado con la no afectas en varias circunstancias. Se

XV



evidencié una elevacion significativa de NT-proBNP en gestantes con preeclampsia en las 2
semanas previas al parto, mientras que la elevacion del cociente sFlt-1/PIGF era previa. En
gestaciones afectas de hipertension crénica, NT-proBNP discrimind mejor que el cociente sFlt-
1/PIGF las gestaciones afectas de preeclampsia. También se evidencié una elevacion del
cociente sFlt-1/PIGF en gestaciones con retraso de crecimiento sin preeclampsia, pero esta no
se ha observado en NT-proBNP. Posteriormente, se ha desarrollado un modelo GEE que
determina el riesgo poblacional de parto debido a preeclampsia en una semana. Este modelo
incluye el cociente sFlt-1/PIGF, NT-proBNP y edad gestacional a la determinacion. El acido
urico quedod excluido durante la construccidon del modelo. Finalmente, se ha construido un
modelo predictivo de riesgo individual de parto en una semana por preeclampsia precoz,
usando un modelo mixto que combina sFlt-1 MoM, NT-proBNP y la edad gestacional. Durante
la construccion del modelo PIGF MoM ha quedado excluido, por bajo rendimiento diagnéstico.
Se ha objetivado que los modelos que incluyen NT-proBNP tienen un rendimiento superior a
los modelos basados Unicamente en factores angiogénicos para la prediccidon de prondstica de
la preeclampsia. La metodologia descrita abre un campo de investigacion centrado en el
desarrollo de marcadores prondsticos de preeclampsia, originados por los efectos
multisistémicos de esta insuficiencia placentaria. Las herramientas predictivas desarrolladas

requieren de validacién externa previa al uso clinico.

RESUMEN (en inglés)

This PhD Thesis has focused on the identification and development of preeclampsia prognostic
factors in pregnancies with clinical suspicion of preeclampsia. Initially, we assessed the
external validity of PROGNOSIS study conclusions in our population. This study showed that an
sFIt-1/PIGF ratio of 38 or lower adequately rules-out the development of preeclampsia in one
week. These findings have been confirmed on our study sample. Afterwards, these and other

potential prognostic preeclampsia markers (NT-proBNP and uric acid) have been assessed in
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pregnancies with an sFlt-1/PIGF ratio above 38, allowing repeated measurements if clinical
suspicion persisted. We have also assessed the changes over time of these markers in
pregnancies with preeclampsia and preterm delivery comparing with non-affected pregnancies
under different circumstances. We observed a significant raise of NT-proBNP in pregnancies
with preeclampsia in the two weeks previous to delivery. In pregnancies affected from chronic
hypertension, NT-proBNP distinguished better than sFlt-1/PIGF ratio pregnancies with
superimposed preeclampsia. An elevation of sFlt-1/PIGF ratio was also observed in
pregnancies with fetal growth restriction without preeclampsia, while this did not occur with
NT-proBNP. Subsequently, we developed a GEE model that determines risk of delivery due to
preeclampsia in one week, at a population level. This model includes sFlt-1/PIGF ratio, NT-
proBNP and gestational age at determination. Uric acid was excluded during the model
construction process. Finally, a personal risk prediction tool of delivery due to early-onset
preeclampsia has been built, using a mixed model that combines sFlt-1 MoM, NT-proBNP and
gestational age. During the construction process, PIGF MoM has been excluded from the
model due to low predicting performance. Models that include NT-proBNP have superior
performance than models based only in angiogenic markers predicting preeclampsia
prognosis. The described methodology opens a research field focused on the development of
preeclampsia prognosis markers, mainly generated by the multisystemic effects of the
placental disfunction. The developed predicting tools require external validation before using

them to assess pregnancy prognosis.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN

MEDICINA | RECERCA TRANSLACIONAL
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Introduccion

1. Introduccion

1.1. Concepto

La preeclampsia es la expresién clinica materna de la insuficiencia placentaria. Esta expresién
clinica materna es lo que la diferencia de otras formas de insuficiencia placentaria, como el
retraso de crecimiento intrauterino (RCIU) sin preeclampsia. Por otro lado, comparte con ellas

las consecuencias fetales de esta insuficiencia placentaria.

1.1.1. Definicion y trastornos relacionados

La preeclampsia es un sindrome hipertensivo del embarazo caracterizado por dafio endotelial
en multiples érganos. La severidad de la expresidn clinica de esta alteracién es muy variable,
pudiendo llegar a formas que amenazan la vida de la madre, como son el sindrome
caracterizado por hemolisis, transaminasemia y plaguetopenia (1), que corresponde al
acrénimo HELLP (Hemolysis, Elevated Liver enzimes, Low Platelet count), y la eclampsia,
caracterizada por convulsiones. Esta variabilidad clinica ha dado origen a que la definicién de la
misma haya cambiado con el tiempo. Previamente se habia definido la preeclampsia como la
nueva aparicion de hipertension y proteinuria después de las 20 semanas de gestacion (2).
Actualmente, esta definicion se ha expandido para incluir la hipertensién combinada con
disfuncidn renal, hepatica y trombocitopenia. La proteinuria ya no es imprescindible para
encajar en la definicidon de preeclampsia. Incluso la International Society for the Study of
Hypertension in Pregnancy (ISSHP) acepta la combinacion de hipertensidn de nueva aparicién

con insuficiencia placentaria en forma de RCIU, como diagndstico de preeclampsia (3).
Las definiciones usadas para esta tesis son:

e Hipertensidn: presion sanguinea 2140/90mmHg en dos mediciones separadas mas de

24 h.



Proteinuria: 2300 mg de proteinas en orina recogida durante 24 horas o cociente
proteina/creatinina 230 mg/mmol. Destacamos que la obtencidn de 2 o0 mas cruces de
proteinas en una tira reactiva o 230 mg de proteinas en muestra urinaria puntual no se
considera diagndstico de proteinuria.
Preeclampsia(4):
o Hipertensién y proteinuria de nueva aparicién después de las 20 semanas de
gestacion.
o Enausencia de proteinuria: Hipertension de nueva aparicion con la nueva
aparicion de uno de los siguientes:
= Trombocitopenia (<100 000/ul).
= Insuficiencia renal (concentracion de creatinina >1.1mg/dl o
duplicacidn de la concentracidn de creatinina en ausencia de otra
enfermedad renal).
= Transaminasemia
= Edema pulmonar.
= Sintomas neuroldgicos.
= Sintomas visuales.
Preeclampsia sobreafiadida: diagndstico de preeclampsia en gestante con hipertensién
cronica.
Sindrome HELLP:
o Hemodlisis (Lactato deshidrogenasa >600 I1U/L).
o Transaminasemia (aspartato aminotransferasa >70 IU/L).
o Trombocitopenia (<100 000/ul).
RCIU: peso fetal por debajo del percentil 10 causado por un proceso patoldgico que
inhibe el potencial crecimiento normal. Este proceso patoldgico debe ser demostrado

después de las 22 semanas de gestacion con oligohidramnios (indice de liquido



Introduccion

amniético por debajo del percentil 10) o indice de pulsatilidad de la arteria umbilical

por encima del percentil 95 en la ecografia Doppler.

Los trastornos hipertensivos del embarazo relacionados con la preeclampsia son (5):

e Hipertensidn crénica: hipertensidn previa a la gestacidon o diagnosticada antes de las
20 semanas de gestacién. Habitualmente es debida a hipertensién esencial, pero es
conveniente descartar causas renales, estenosis arterias renales o
hiperaldosteronismo primario. El 25% de estas gestantes desarrollaran preeclampsia
sobreafiadida.

e Hipertension de bata blanca: Afecta una de cada cuatro gestantes con tensién elevada
a la consulta que normalizan la tension medida al domicilio. Es un tipo de hipertension
pregestacional que no es puramente benigna, ya que tiene un riesgo aumentado de
preeclampsia (el doble que la poblacién general 8%). También la mitad de estas
gestantes desarrollaran hipertension gravidica durante la gestacion (6).

e Hipertensidn enmascarada: tipo de hipertension pregestacional que se demuestra con
el estudio de la tensidn arterial durante 24h, ya que en la consulta no se observa. Su
sospecha se genera al encontrar dafio en los drganos diana de la hipertension, sin
evidenciar tensidn elevada en la consulta. Su frecuencia y el efecto sobre la gestacion
han sido menos estudiados. No se recomienda su estudio si no se encuentra
hipertrofia ventricular, retinopatia o enfermedad renal de etiologia no explicada.

e Hipertensidn gravidica transitoria: Es una hipertension de novo que se resuelve
durante la gestacion sin necesidad de tratamiento. El 20% de estas gestantes van a
desarrollar preeclampsia y otro 20% hipertension gravidica.

Hipertensidn gravidica: hipertensidon de novo no acompafiada de proteinuria ni otras

caracteristicas propias de la preeclampsia. Un 25% de estas gestantes desarrollaran



preeclampsia. Y este porcentaje es mayor cuanto menor sea la edad gestacional de

presentacion (7).

Tabla 1: Resumen de las distintas alteraciones de la tension arterial que se pueden
presentar durante el embarazo, con sus respectivas consecuencias prondsticas.

Presentacion

Cuando

Riesgo

Embarazo futuro

Largo plazo

Hipertension de

bata blanca

Hipertension
crénica
Hipertension
gravidica
transitoria
Hipertension

gravidica

Preeclampsia

Antes de las 20

semanas

Antes de las 20
semanas
Después de las

20 semanas

Después de las

20 semanas

Después de las

20 semanas

8% preeclampsia

50% hipertension

gravidica

25% preeclampsia

RCIU

20% hipertensidn

gravidica

20% preeclampsia

25% preeclampsia

Complicaciones

25% hipertension
gravidica

4% preeclampsia
RCIU

15% hipertensién
gravidica

15% preeclampsia

RCIU

Riesgo
cardio-

vascular

Riesgo
cardio-

vascular

Tanto las gestantes afectas de hipertension gravidica (8—10) como las gestantes afectas de

preeclampsia tienen un riesgo aumentado de enfermedad cardiovascular y muerte por infarto

agudo de miocardio, embolia y diabetes mellitus (11-13). Asi mismo, aumenta el riesgo de
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tromboembolismo venoso y enfermedad renal crénica, comparado con las gestantes

normotensas.

En las gestaciones subsiguientes las gestantes con antecedente de hipertension gravidica
tienen un riesgo del 4% de desarrollar preeclampsia y del 25% de desarrollar hipertension
gravidica de nuevo. Las gestantes con antecedente de preeclampsia tienen un riesgo del 15%
de desarrollar preeclampsia en una nueva gestacion y del 15% de desarrollar hipertension

gravidica (14,15).

1.1.2. Fisiopatologia

Aunque, en la actualidad, su patogenia no se conoce completamente, se ha establecido que la
insuficiencia placentaria tiene un papel central en el desarrollo de la preeclampsia y los
estados hipertensivos del embarazo. Esta disfuncidn placentaria es producida por una

transformacién andmala de las arterias espirales uterinas.

En una fase inicial de la gestacion normal se produce una invasién de la pared de las arterias
espirales por trofoblastos que destruyen su tunica media, aumentado su didmetro que
incrementa el aporte sanguineo hacia el espacio intervelloso (hasta diez veces), permitiendo
asi una adecuada perfusién placentaria. En la preeclampsia, la ausencia de invasion del
segmento miometrial de la arteria espiral por los trofoblastos produce unas arterias espirales
estrechas, con un patrén de flujo sanguineo andmalo y una perfusion uteroplacentaria

reducida (16—18).

Segun la teoria de Roberts & Taylor, la invasion trofoblastica andmala lleva a una inadecuada
perfusidn placentaria durante el segundo trimestre de la gestacion que produce la liberacion
de sustancias “téxicas” a la circulacion materna que desencadenan el cuadro clinico

multisistémico (19,20).



El fallo en la transformacidn fisioldgica de las arterias espirales no es especifico ni suficiente
para causar preeclampsia. Esta alteracién es compartida con otras condiciones obstétricas,
como el RCIU aislado (sin preeclampsia), abruptio placentae (desprendimiento de placenta) y
la rotura prematura de membranas (20—-26). Existen factores genéticos e inmunoldgicos
adicionales implicados en la patogenia de la enfermedad que junto con los factores de riesgo
facilitan la hipoperfusidn placentaria. Esta produce la liberacidn de sustancias durante la
segunda mitad de gestacion que alteran el equilibrio angiogénico, aumentan el estrés
oxidativo y producen la disfuncién endotelial en multiples érganos, apareciendo las
manifestaciones clinicas de la enfermedad: cuadro sistémico de microangiopatia generalizada

Y vasoespasmo.

Figura 1: Angiogénesis uteroplacentaria
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Remodelacidn fisioldgica de las arterias espiroideas que tiene lugar durante el
embarazo y en la preeclampsia. En la preeclampsia, la invasién trofobldstica mas
superficial, conlleva unos vasos de menor calibre. Al aumentar los requerimientos de
aporte sanguineo durante la gestacidn, el menor calibre de los vasos conduce a una
inadecuada perfusion placentaria. Modificado de Chaiworapongsa et al (128).
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Varios factores angiogénicos juegan un papel importante en la fisiopatologia de la

preeclampsia:

VEGF-A (vascular endothelial growth factor A) es esencial para el desarrollo vascular de
la placenta (27). Produce la internalizacién de la VE-cadherina, induciendo la
separacion intercelular, afecta la proliferacién y migracion de células endoteliales y
aumenta la permeabilidad vascular (28). Este ultimo efecto se produce principalmente
en los vasos capilares, produciendo pérdida del contenido capilar y el consiguiente
edema observado en la sepsis. También favorece la formacidn de codgulos y la
adhesion leucocitaria (29).

PIGF (placental growth factor): es un factor pro-angiogénico que forma parte de la
familia factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Actua potenciando la accion
de VEGF-A y esta abundantemente expresado en la placenta (30). Produce
proliferaciéon y migracion celular en el crecimiento y maduracion de nuevos vasos (31).
También actua produciendo dilatacion de los vasos (32).

Receptor soluble de tirosina quinasa (sFlt-1): es la forma soluble del receptor del factor
de crecimiento endotelial vascular-1 (Flt-1) y actia uniéndose a PIGF y a VEGF con gran
afinidad, bloqueando asi la angiogénesis placentaria (33). Es importante en la
regulacion de la homeostasis angiogénica durante la gestacidn y en procesos en los
que hay una activacion endotelial fuera de la placenta (sepsis).

Endoglina soluble (sEng): es un correceptor de la superficie celular del factor de
crecimiento transformante (TGF) y actia promoviendo la angiogénesis. La sEng es la

forma soluble del correceptor, y dificulta la union del TGF a la endoglina (34).

Las concentraciones séricas reducidas de PIGF en la preeclampsia no se pueden explicar

exclusivamente teniendo en cuenta su sintesis a nivel placentario (35,36). Tanto sFlt-1 como



PIGF se expresan en placenta y otros tejidos por células vasculares endoteliales, fibroblastos,

osteoblastos, células de musculo liso y monocitos. Fuera de la placenta, PIGF se expresa

abundantemente en el dafio endotelial con objeto de contrarrestar procesos relacionados con

estados patoldgicos y no interfiere en el funcionamiento fisiolégico de las células endoteliales

quiescentes (37).

Figura 2: Mecanismo de accion de los factores angiogénicos
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Papel de sFlt1 (soluble fms-like tyrosine kinase 1) y PIGF (placental growth factor) en el desarrollo
de la preeclampsia. En la gestante, sFlt-1 se une e inhibe VEGF (vascular endothelial growth factor)
y el PIGF circulante. En consecuencia, un cociente sFlt-1/PIGF elevada potencialmente causa la
disfuncion endotelial y el desarrollo de la preeclampsia. Elaborado por Benzing et al (129).

Cabe destacar, también, el papel de la proteina placentaria 13 (PP13), que es una proteina

identificada en 1983 (38) que interviene en el reconocimiento celular y la apoptosis (39). No

tiene receptor conocido. Produce una dilatacién de la vascularizacién uterina (40,41) mediante

la via de las prostaglandinas y el dxido nitroso (42). Se sintetiza exclusivamente a nivel de
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sincitiotrofoblasto y la membrana amniética fetal (40). Su concentracidn en suero se

correlaciona con su expresion placentaria.

La concentracion de PP13 se mantiene estable durante las gestaciones normales hasta el
tercer trimestre, en el que la concentracién aumenta progresivamente hasta doblar o triplicar
la concentracion del primer trimestre (43,44). En las gestantes que desarrollan preeclampsia
tiene un comportamiento bifasico. Se produce una reduccidn durante el primer trimestre, que
es el cambio mas precoz que se produce (45,46) y aumenta con la aparicién de sintomas. A
pesar de ser un buen candidato para el cribado y prediccion de preeclampsia, veinte estudios
han valorado su rendimiento predictivo con resultados negativos, siendo mejor predictor de

RCIU y parto prematuro (47,48).

Figura 3: Manifestacion multisistémica de la disfuncion endotelial
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La disfuncion endotelial presente en multiples drganos, ocasiona distintas
manifestaciones clinicas observadas en las gestaciones afectas de preeclampsia. AT;-AAs:
anticuerpos agonistas para el receptor tipo 1 de la angiotensina 2. NK: células Natural
Killer. sFlt1: soluble fms-like tyrosine kinase 1. PIGF: placental growth factor. Elaborado
por Wang et al (130).




El proceso de formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de los preexistentes, se llama
angiogénesis y es esencial para el desarrollo de un embarazo exitoso (49). En la preeclampsia,
asi como en la sepsis, encontramos concentraciones elevadas de factores anti-angiogénicos,
como la sFlt-1 y la sEng, y concentraciones disminuidas de factores pro-angiogénicos, como el
factor de crecimiento placentario (PIGF) y el VEGF (33,50). La preeclampsia y la sepsis difieren
en la presentacidn clinica debido que durante el tercer trimestre del embarazo normal hay un
mecanismo compensador de esta situacion anti-angiogénica que consiste en la secrecion de
PP13 por parte de la placenta. En algunas gestantes esta compensacién es insuficiente y se

produce el cuadro clinico de preeclampsia.

En todo caso, sigue sin estar claro porqué se desarrolla preeclampsia o RCIU, pues ambas
patologias comparten los factores de riesgo mencionados e incluso el desequilibrio anti-
angiogénico. Una posible explicacidén es que sea necesario superar un umbral de desbalance
anti-angiogénico para que se desarrolle la preeclampsia, mientras que grados mas leves de
desbalance anti-angiogénico podrian dar lugar a formas variables de insuficiencia placentaria
sin manifestaciones clinicas maternas. Este umbral podria variar dependiendo de la
constitucién materna. Segun algunos autores (51), la condicién que diferencia ambas
patologias es una susceptibilidad materna, un sindrome metabdlico presente en la PE, pero

ausente en el RCIU aislado.

El sindrome metabdlicos preexistente facilita la inflamacion, favoreciendo el estrés oxidativo y
alterando la funcién endotelial materna. La disfuncion endotelial progresiva conduce a la
hipoperfusion de drganos maternos y esta causa el inicio de los sintomas propios de la
preeclampsia. Este umbral no se llega a cruzar en el caso de RCIU que no se acompaia de

preeclampsia.

Ademas, el fundamento segun el cual la preeclampsia se basa en una transformaciéon anémala

de las arterias espirales uterinas se ha puesto en duda por una publicacién reciente en la que
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se afirma que la mayoria de cambios histoldgicos observados en la insuficiencia placentaria son

inespecificos. Concretamente, se pone en duda concepto establecido de que la invasion

trofoblastica superficial es mas tipica de la preeclampsia precoz y del RCIU (52). La evidencia

de un analisis sistematico de estudios sobre preeclampsia precoz muestra que la mayoria de

los casos de preeclampsia tenian placentas normales y que las lesiones en las vellosidades

coriales también estaban presentes en una proporcion de las gestaciones normales (53).

Figura 4: Determinantes de la predisposicion materna a la preeclampsia
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Modelo que sugiere el sindrome metabdlico elemento diferencial entre la preeclampsia
del retraso de crecimiento intrauterino. La perfusidon placentaria insuficiente induce el
desequilibrio angiogénico y el aumento del factor de crecimiento tumoral (TGFB),
generando una cascada inflamatoria a nivel placentario. Cuando ocurre esto, la disfuncidn
endotelial y el estrés oxidativo resultantes pueden llegar al umbral necesario que conduce
a las manifestaciones clinicas de la preeclampsia. En caso contrario, se manifestaria como
RCIU sin PE. Componentes del sindrome metabdlico como el indice de masa corporal
materna, el grado de resistencia a la insulina, las hiperglicemias e hiperlipidemia, asi como
las predisposiciones a la trombosis pueden cambiar el ambiente materno favoreciendo el

desarrollo de la preeclampsia. Modificado de Ness et al (51).
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Ante esta evidencia, han surgido nuevas hipédtesis etioldgicas de la preeclampsia. Dada la
similitud en los factores de riesgo entre la preeclampsia y la enfermedad cardiovascular, se
propone que al igual que la diabetes gestacional es una insuficiente adaptacion del pancreas a
los requerimientos de la gestacidn, el desencadenante de la preeclampsia puede ser una mala
adaptacion del sistema cardiovascular a los cambios que se producen durante el embarazo
(54). En este sentido, se ha demostrado que el andlisis del indice de pulsatilidad de la arteria
oftalmica materna, que no puede estar relacionado con el proceso de implantacién
placentaria, tiene un poder predictivo de preeclampsia equiparable al de la arteria uterina
(55). Este hallazgo se ha confirmado posteriormente mediante un metaanalisis (56). Ello
implica que, contrariamente a lo que se creia, la alteracion del analisis Doppler de la arteria
uterina no refleja el grado de invasién placentaria, si no la adaptacion del sistema
cardiovascular materno a la gestacion. Una variante de la hipétesis que centra la etiologia de la
preeclampsia en la susceptibilidad cardio-vascular materna se basa en que el primer cambio
observable en las pacientes que desarrollaran preeclampsia es la reduccion en la expresion
placentaria de PP13, valorable a las 6 semanas de gestacidn. La reduccion de PP13 en una fase
inicial de la gestacion afectaria negativamente la vascularizacién materna y la formacion de
vasos placentarios primarios. Estos vasos con una capacidad reducida de dilatacidn, necesaria
para la adaptacidon materna a los cambios de la gestacién, predispondrian al cuadro de
preeclampsia. Los niveles reducidos de PP13 en una fase precoz del embarazo podrian
favorecer una mayor rigidez arterial en las semanas 11-13 de gestacidn, que conduce a una
elevacién subclinica de la tension arterial. La persistente activacidon endotelial materna por
factores placentarios desconocidos, conduciria a la liberacién aumentada de VEGF, similar a la
observada en la sepsis, produciendo proteinuria y edema. Para compensar la permeabilidad
capilar, formacién de coagulos y adhesion leucocitaria producida por el aumento de VEGF, se
estimularia la produccion de sFlt-1 y consiguientemente secuestro de VEGF y PIGF libre. El

aumento de sFlt-1 supondria una menor capacidad de dilatacién de los vasos (hipertensién),
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que, a diferencia de la sepsis, podria estimular la liberacion de PP13. Al usar unas vias de

sefializacion distintas a los factores angiogénicos, PP13, podria conseguir en algunos casos la

dilatacion de los vasos en presencia de niveles altos de sFlt-1.

A favor de la ultima teoria, hay varias evidencias:

1.

Los factores angiogénicos no son especificamente expresados en la placenta: En la
preeclampsia precoz la expresion placentaria de PIGF se mantiene mientras que la
concentracién de PIGF en suero materno se encuentra disminuida (35,36).

La concentracion de factores angiogénicos no estd relacionada con la hipoxia: Estudios
comparativos en poblaciones de gestantes que habitan a diferente altitud demuestran
gue la oxigenacion materna y placentaria no afectan los niveles sanguineos de sFlt-1y
PIGF (57).

La produccidn placentaria de los factores angiogénicos no se correlaciona con la
concentracion en sangre materna de los mismos: La produccién de PIGF aumenta en
células endoteliales estresadas en todo el sistema cardiovascular (58). La
concentracién de sFlt-1 en suero esta elevada en pacientes no embarazadas con
insuficiencia renal crénica (59).

Los factores angiogénicos predicen resultados adversos en multitud de sindromes:
PIGF es un marcador de cancer de colon (60,61) y ovario (62)y el cociente sFlt-1/PIGF
se usa para el seguimiento del cancer de mama (63). sFlt-1 se usa como marcador de
hipoxia en hemorragias subaracnoideas (64) marcador de severidad de sepsis (29) y
pancreatitis (65). Niveles de factores angiogénicos analogos a los observados en

preeclampsia (66) se han observado en mieloma (67).

Actualmente, se desconoce cuales son los factores placentarios liberados que ocasionan el

dafio endotelial y si el factor primordial en el desarrollo de la preeclampsia es la insuficiencia
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placentaria o la predisposicién cardiovascular materna. A pesar de ello, la patogenia de la

preeclampsia esta claramente definida por una secuencia de sucesos:

1. Placentaciéon andmala: Puede tratarse del suceso inicial o ser una consecuencia de la
predisposicién cardiovascular materna. Las anomalias en la placentacion son
caracteristicas variables segln estudios anatomo-patoldgicos. Es dificil su valoraciéon
en el curso de la gestacion.

2. Insuficiencia placentaria: Valorada con el desequilibrio angiogénico. Imprescindible
para desarrollar preeclampsia, pero variable.

3. Daio endotelial: Desencadena la expresidn multisistémica materna. No disponemos
de método de valoracién del mismo.

4. Expresion clinica multisistémica materna: Es propiamente el cuadro de preeclampsia.

Pendiente de desarrollar marcadores adecuados para su valoracion.

1.2. Clasificacion

Actualmente, la mayoria de las guias de preeclampsia no recomiendan la distincion entre
preeclampsia severa y moderada, ni entre precoz y tardia a nivel clinico ya que toda paciente
con preeclampsia puede agravarse de forma subita, sin previo aviso (5). No obstante, se
exponen los rasgos de severidad, para su uso a nivel de investigacion. Se considera

preeclampsia con rasgos de severidad, la que conlleva alguna de estas situaciones (4):

e Tensidn sistolica >160 mmHg o diastolica >110 mmHg en dos determinaciones
separadas como minimo 4 horas mientras la paciente esta tumbada en la cama (a
menos que se haya iniciado el tratamiento médico previamente)

e Trombocitopenia (<100 000/pl).

e Transaminasemia (enzimas hepaticos por encima del doble de su concentracién) o
dolor abdominal en cuadrante superior derecho o epigdstrico que no responde a

tratamiento y que no es debido a un diagnostico alternativo.
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¢ Insuficiencia renal (concentracién de creatinina >1.1mg/dl o duplicacion de la
concentracidn de creatinina en ausencia de otra enfermedad renal).

e Edema pulmonar.

e Sintomas neuroldgicos (se excluye hiperreflexia).

e Sintomas visuales.

Segun la edad gestacional en la presentacion de la preeclampsia o del parto se establece la
distincion entre preeclampsia precoz y tardia. A pesar de que se han propuesto otros puntos
de corte (como 32 y 36 semanas) (68), el mas usado es el situado en las 34 semanas de
gestacidén, ya que la tasa de morbilidad neonatal se reduce drasticamente alcanzada esta edad
gestacional. La ISSHP en 2014 establece el punto de corte para la distincion entre preeclampsia
precozy la tardia en 34 semanas de gestacion (3). Estas entidades, tienen distintos riesgos de
complicaciones asociadas y la importancia de cada uno de los sucesos patogénicos es distinta.
A pesar de ello, auiin no esta claro si son enfermedades distintas con mecanismos patogénicos
diferenciados o son simplemente graduaciones de un mismo proceso subyacente (69).
Tampoco se conoce adecuadamente, el papel de los marcadores de preeclampsia en la

preeclampsia precoz.

1.3. Factores de riesgo

Segln un meta-analisis los de mayor importancia son el sindrome antifosfolipidico, la
preeclampsia previa, la hipertension crénica, la diabetes pregestacional, las técnicas de

reproduccion asistida y la IMC >30 (70).

Otros factores que aumentan el riesgo de preeclampsia son las gestaciones multiples y la

nueva paternidad (primeros embarazos de una nueva pareja).

Se han encontrado diferencias entre los factores de riesgo asociados a preeclampsia precozy

tardia. La hipertensidn crénica se relaciona mas con la aparicion de preeclampsia precoz,
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mientras que el sobrepeso/obesidad, nuliparidad, y diabetes mellitus, estan mas relacionadas
con la forma tardia (71). Este hecho apoya la hipdtesis de que ambas son entidades clinicas
diferenciadas, tal y como se ha mencionado previamente, aunque no se dispone de

metaanalisis que analicen especificamente los factores de riesgo de la preeclampsia precoz.

Tabla 2: Factores de riesgo de preeclampsia, segun el modelo competitivo de prediccion en

cribado de primer trimestre (basado en una cohorte de 120,492 gestaciones) (72):

Aumentan el riesgo Disminuyen el riesgo

Edad Altura

Peso Paridad sin preeclampsia previa
Origen afro-caribefio o asidtico Intervalo entre gestaciones corto

Hipertension crénica

Diabetes mellitus

LES y sindrome antifosfolipidico
Historia familiar

Preeclampsia previa

Fecundacion in vitro
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Figura 5: Razon de verosimilitud positiva de los factores de riesgo de preeclampsia

Razén de verosimilitud positiva
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Representacién grafica de la razén de verosimilitud positiva de los distintos factores de
mayor a menor, segun el meta-analisis (70).
(69)
Tabla 3: Modificacion de la razon de verosimilitud por cada uno de los factores de riesgo de
preeclampsia segun el meta-andlisis (70). PLR (Positive Likelihood Ratio): Razén de
verosimilitud positiva. NLR (Negative Likelihood Ratio): Razdn de verosimilitud negativa. TRA:
técnicas de reproduccion asistida. IMC: indice de masa corporal
Factor de riesgo PLR NLR Estudios | Poblacion
Sd. antifosfolipidico 3 (No calculable) | 0.998 (No calculable) | 3 220156
Preeclampsia previa 6.26 (5.02-7.80) 0.642 (0.49-0.84) 20 3720885
Hipertensidn cronica 5.55 (4.26-7.24) 0.974 (0.94-1.01) 20 6589 661
Diabetes pregestacional | 3.96 (3.34-4.69) 0.981 (0.93-1.04) 19 2553117
TRA 1.77 (1.53-2.04) | 0.976 (0.93-1.03) 20 1463529
IMC > 30 2.22(2.07-2.39) 0.737 (0.71-0.77) 40 5921559
Edad > 40 afios 1.47(1.17-1.85) | 0.917(0.84-1.01) 16 4260 202
Nuliparidad 1.43 (1.36-1.50) | 0.646 (0.59-0.71) 25 2975158
Origen afro-caribefio 2.52(2.22-2.85) 0.71 (0.65-0.77) 1 120 492
(72)
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1.4. Formas de presentacion

El papel de cada suceso etiopatogénico es distinto para cada uno de las formas de

presentacidn, segln se resume en la tabla 4.

Previamente se habia pensado que la invasién trofobldstica superficial era tipica de
presentaciones con una insuficiencia placentaria marcada (preeclampsia precoz y el RCIU).
Pero, como se ha descrito previamente, el hallazgo no es especifico de ningun tipo de

presentacion.

El estrés oxidativo es mayor en preeclampsia precoz. Y aunque esta presente en las

gestaciones sin patologia, estd correlacionado con la severidad de la preeclampsia.

Tabla 4: Resumen del papel fisiopatoldgico de cada uno de los factores desencadenantes en los
distintos cuadros clinicos relacionados con alteraciones de la tension arterial durante la
gestacion.

Presentacion Invasion Estrés Desequilibrio | Alteraciones | Proteinuria

trofoblastica | oxidativo | angiogénico | cardio-

superficial vasculares
Preeclampsia Posible Elevado Elevado Muy Frecuente
precoz frecuentes
Preeclampsia Posible Moderado | Moderado Poco Frecuente
tardia frecuentes
Preeclampsia Posible Moderado | Bajo Desconocido | Frecuente
sobreanadida
Hipertension Posible Bajo No Escasas No
gravidica
RCIU aislado Posible Bajo Elevado Ausentes No

18



Introduccion

El desequilibrio angiogénico, con predominio de los factores anti-angiogénicos, probablemente
refleja el grado de insuficiencia placentaria. En el caso de gestaciones con hipertensién crdonica,
la disfuncion endotelial preexistente predispone al desarrollo de preeclampsia (aumenta el
riesgo de 3 a 5 veces), requiriendo un umbral de insuficiencia placentaria menor (73). Por ello,
el desequilibrio angiogénico es menor y existe una mayor superposicién entre los valores
normales y patoldgicos. El desequilibrio angiogénico es mds pronunciado en la preeclampsia
precoz que en la tardia. Asi mismo, tampoco discrimina la preeclampsia precoz de la

insuficiencia placentaria con RCIU aislado.

Actualmente no se dispone de un marcador adecuado para valorar las alteraciones
cardiovasculares, evidentes en los cuadros de preeclampsia, aunque ya se han publicado
trabajos utilizando los péptidos natriuréticos y variables ecocardiograficas como posibles

marcadores de una disfuncién diastdlica en las gestantes con preeclampsia precoz (56,74-76).

La proteinuria, presente inicialmente en el 75% de las preeclampsias (77), ya no es un
requerimiento para el diagndstico de preeclampsia. Esto es debido a que la aparicidon de
complicaciones en la preeclampsia severa puede ser previa a la observacién de la proteinuria.
Segun algunos autores, la proteinuria masiva (> 5 g/24horas) se asocia a un peor prondstico
neonatal y a un parto mas precoz. También el indice Proteina/Creatinina >900 mg/mmol, o >
500 mg/mmol en mujeres menores de 35 afios, en una muestra de orina puntual se asocia a un
peor prondstico materno (78,79). No obstante, no se recomienda basar la decision de inducir

el parto en base al grado de proteinuria.

1.5. Causas de morbilidad materna y perinatal

La preeclampsia puede presentar repercusiones fetales por insuficiencia placentaria y

prematuridad:
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e Restriccidon del crecimiento fetal
e Pérdida del bienestar fetal
e Desprendimiento prematuro de placenta

e Parto prematuro
Ademas, tiene un riesgo aumentado de complicaciones y mortalidad materna:

e Sindrome de HELLP

e Eclampsia

e Dafiio a otros drganos: insuficiencia renal, dano hepatico, edema agudo de pulmén o
tromboembolismo pulmonar, accidentes vasculares cerebrales.

e Enfermedad cardiovascular: riesgo incrementado de padecer enfermedades
cardiovasculares a largo plazo

e Mortalidad materna: la preeclampsia es la primera causa de mortalidad materna en

paises desarrollados

1.6. Tratamiento y prevencion
La finalizacidn de la gestacion es el Unico tratamiento actualmente disponible.

El ensayo clinico randomizado ASPRE(80) incluyé el 11% de las 27 000 gestantes sometidas al
cribado de primer trimestre y con el riesgo mas alto. De ellas, 798 gestantes fueron tratadas
con 150 mg de acido acetil-salicilico diario iniciado antes de las 16 semanas de gestacidony a
822 gestantes se les administré placebo. Este ensayo demostrd que la aspirina, a dosis bajas,
reduce el riesgo de desarrollar preeclampsia en mas de un 60% (odds ratio de 0.38 en el grupo
tratado, p=0.004). Cuando se analizé especificamente la preeclampsia precoz, no se obtuvo

significacidn estadistica.

La mejora de los métodos de control del bienestar fetal y materno hacen posible, en muchos

casos, el tratamiento expectante y demorar el parto 48 horas con objeto de administrar una

20



Introduccion

tanda completa de corticoides para la maduracién pulmonar del feto. Con el fin de reducir la
morbilidad-mortalidad asociada a la prematuridad fetal, se ha estudiado la posibilidad de
alargar la duracion del embarazo con preeclampsia, reduciendo los partos pretérminoy la
prematuridad de los mismos. Dos estudios en la década de los 90 demostraron mejoria en el
prondstico fetal al demorar el parto entre 7 y 15 dias, sin aumento de riesgo de complicaciones
maternas (81,82). En 2013 un estudio que también incluia casos de preeclampsia severa no
identificd ningun beneficio fetal de alargar el embarazo afecto de preeclampsia (83). Este

hallazgo negativo pudo ser debido a la poblacidn de riesgo incluida.

En la preeclampsia severa, ante la duda existente sobre la idoneidad del tratamiento
expectante, se requiere vigilancia estrecha del feto y la madre, con tratamiento
antihipertensivo, sulfato de magnesio endovenoso, maduracién pulmonar fetal,
monitorizacion de la frecuencia cardiaca fetal y analisis y evaluacién clinica frecuente de la
paciente (84). En cambio, en gestantes con estados hipertensivos del embarazo mas alla de las
37 semanas de gestacién se recomienda la induccién del parto ya que se asocia a un mejor

prondstico materno (85).

Por ello, las recomendaciones de ISSHP sobre el manejo de la gestante con preeclampsia

son(3):

Indicaciones de parto en gestacion con preeclampsia:

a. En mujeres con preeclampsia se deberia inducir el parto a las 37 semanas de
gestacion.

b. En mujeres con preeclampsia entre las 34 y 37 semanas de gestacién se puede realizar
un manejo expectante

c. En mujeres con preeclampsia por debajo de las 34 semanas de gestacion se debe
realizar un manejo expectante en un centro especializado en medicina materno-fetal

considerando la necesidad del parto cuando alguna de estas situaciones aparece:
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I Imposibilidad de controlar la tensidn arterial a pesar de tratamiento

antihipertensivo.

Il. Pulsioximetria materna < 90% o edema agudo de pulmdn que no responde a
diuréticos

M. Deterioro progresivo de la funcién hepatica, renal, plaquetopenia o hemdlisis
progresiva.

V. Desprendimiento placentario

V. Flujo reverso diastdlico en estudio Doppler de la arteria umbilical, Non-Stress

Test (NST) no satisfactorio, o muerte fetal

Ni el nivel de proteinuria, ni la concentracion de acido Urico deberian usarse para indicar el

parto.

En las gestantes con hipertensién crénica, hipertension gestacional o de bata blanca deberia
inducirse el parto no después de las 40 semanas de gestacidn, o antes si no hay posibilidad de

controlar la tensidn arterial o desarrollan preeclampsia.

1.7. Cribado vy prediccion

1.7.1. Cribado en primer trimestre

Desde los afios 80 esta instaurada en la practica clinica del seguimiento del embarazo el
cribado de cromosomopatias en el primer trimestre del embarazo, basado en la combinacién
de marcadores ecograficos y bioquimicos, junto con las caracteristicas de la gestante para
calcular el riesgo de la gestante de portar un feto con una cromosomopatia, por ejemplo, el
sindrome de Down (trisomia 21). Si este riesgo supera un punto de corte determinado se
indica una prueba invasiva, amniocentesis o biopsia corial, para el diagndstico de
cromosomopatias. La justificacion de este cribado es que no estaria indicado hacer una prueba
invasiva a toda la poblacion de gestantes por el gasto que representa y porque supone un
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riesgo de pérdida de la gestacidon que seria superior a la incidencia de esta patologia. En la
actualidad hay dos métodos de cdlculo del riesgo. Uno basado en una regresidon multiple a
partir de una poblacién modelo, y el otro en modelos multiparamétricos Gaussianos que usan
varias fuentes de informacion provenientes de la poblacidn estudiada y de estudios previos.
Contrariamente, los modelos basados en regresion multiple son de facil exportacién al
reducirse a una férmula matematica, mientras que las modelos Gaussianos multivariantes son

matematicamente mas complejos y requieren de un software para su uso.

Siguiendo esta misma idea, se ha propuesto el cribado de preeclampsia durante el primer
trimestre para establecer la indicacién de prevencion de preeclampsia con acido acetil salicilico
(AAS) y adecuar el seguimiento de la gestacion. Para llevar a cabo este cribado se han

propuesto varios marcadores:

e Caracteristicas maternas: previamente descritas (ver factores de riesgo).

Presion arterial sistdlica + 2+Presion arterial diastélica
3

e Presion arterial media =

e indice de pulsatilidad de la arteria uterina:

e PAPP-A: No ha demostrado mejorar los resultados del cribado de preeclampsia (86),
pero al estar incluida en el cribado de cromosomopatias, también se ha incluido sin
coste extra en la mayoria de modelos de cribado de preeclampsia.

e PIGF

La metodologia del calculo también se basa en regresiones multiples o modelos Gaussianos
multivariantes. El uso de modelos Gaussianos multivariantes se fundamenta en su extenso uso
en el cribado de cromosomopatias, por tener una mayor adaptabilidad a la poblacién
estudiada. En el caso de la preeclampsia, ha surgido un tipo especial de regresion multiple
basado en un modelo de supervivencia con un suceso competitivo, que es el parto previo al

desarrollo de preeclampsia (71).

El cribado de la preeclampsia precoz obtiene mejores resultados que la tardia.
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Segln Scazzocchio et al (87) si no se utiliza PIGF el porcentaje de deteccidn de la preeclampsia
precoz es de un 80.8% para un tasa de falsos positivos (TFP) del 10%. Mas recientemente, se
ha demostrado que la adicion del PIGF al modelo predictivo puede aumentar el indice de
deteccion en un 30% (del 64.7% al 94.1% para una TFP del 10%), segun Serra et al(88). Sin
embargo, sigue estando mucho mas implantado el cribado sin PIGF, al no afiadir costes

significativos al cribado de cromosomopatias ya realizado de rutina.

A pesar de que los distintos métodos de calculo del cribado de primer trimestre
(multivariantes Gaussianos, regresiones multiples o competitivos) obtienen porcentajes de

deteccidn similares, serian necesarios estudios comparativos.

1.7.2. Prediccion bioquimica

El cribado de la preeclampsia pierde valor una vez que la gestante consulta por sintomas
sugestivos de preeclampsia, los cuales tienen una severidad muy variable. En estos casos, lo
importante es decidir sobre la necesidad de finalizar la gestacién. Clasicamente, se han
valorado la severidad de los sintomas y la decisidn final va a depender de la experiencia del
obstetra. Con el objetivo de reducir la morbilidad materna y fetal asociada, se han desarrollado

modelos de prediccidén basados principalmente en marcadores bioquimicos.

Para poder predecir el riesgo de desarrollar complicaciones graves o fatales de la preeclampsia
a corto plazo, von Dadelszen et al. usaron una combinaciéon de marcadores clinicos y
bioquimicos. Estos autores identificaron la edad gestacional, dolor toracico, disnea, saturacion
de oxigeno, recuento de plaquetas, creatinina y aspartato amino transferasa (AST) como
predictores significativos en el modelo. Pero estos signos de alarma tardios pueden no dejar
suficiente tiempo al clinico para la intervencidn terapéutica. El modelo PIERS es adecuado para
predecir complicaciones maternas durante las primeras 48 horas y a partir de entonces el

rendimiento del test disminuye.
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Durante la ultima década se ha hipotetizado que factores genéticos, inmunolégicos y
ambientales provocan la insuficiencia placentaria que conducen a la gestante a un estado anti-
angiogénico, con elevacién de factores anti-angiogénicos como el sFlt-1 y disminucién de la
concentracién sérica de proteinas angiogénicas como el PIGF. De ahi que estos marcadores y
especialmente el cociente sFlt-1/PIGF se han evaluado para el diagndstico de preeclampsia y
prediccién del parto secundario a esta enfermedad. Zeisler H et al. (89), en el estudio
observacional prospectivo PROGNOSIS (PRediction of short-term Outcome in preGNant
wOmen with Suspected preeclampsla Study), se validé el uso del cociente sFlt-1/PIGF, con
punto de corte de 38, como predictor util de la ausencia de preeclampsia en una semana en
gestaciones Unicas con signos o sintomas sugestivos de esta patologia. La posibilidad de
descartar la preeclampsia en una semana es clinicamente relevante ya que una gran
proporcién de gestante con sintomas o signos no van a desarrollar preeclampsia y a menudo
se hospitalizan hasta descartar complicaciones (90). Estos resultados se han validado
externamente en una cohorte de 764 gestantes asiaticas (VPN = 98.6%) (91). Por lo contrario,
una limitacion de este punto de corte es el alto porcentaje de resultados falsos positivos. Para
reducir la TFP asociada al cociente sFlt-1/PIGF con un punto de corte en 38, se han propuesto
puntos de corte alternativos para la prediccidn de aparicidn de preeclampsia a diferentes
intervalos de tiempo (ver tabla 5). Estos estudios basados Unicamente en el equilibrio
angiogénico no consiguen discriminar entre las pacientes que presentan insuficiencia
placentaria, las que desarrollan un cuadro clinico de preeclampsia de las que Unicamente
presentan RCIU sin expresion clinica materna. Este hecho es importante debido a que el
manejo de las dos situaciones es muy distinto. En el primer caso, se va a balancear el riesgo de
complicaciones maternas con las asociadas a la prematuridad del feto, mientras que, en el
segundo el objetivo es el bienestar fetal. Por este motivo, puede no ser adecuado decidir la
finalizacion de la gestacion basandonos, Unicamente, en el equilibrio angiogénico. Los puntos

de corte del cociente sFlt-1/PIGF superiores a 38 se han establecido mediante estudios
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observacionales, sin estudios posteriores que confirmen estos hallazgos. Una validacion
externa reciente del punto de corte 655 en gestaciones de menos de 34 semanas de gestacion
no confirma la relevancia clinica del punto de corte establecido, pero muestra un rendimiento

similar (tasa de deteccién=56.8%, TFP=21.3%).

Otra limitacién inherente a la prediccion bioquimica de la preeclampsia es que se basa en
estudios disefiados con una determinacidn por paciente. Las pacientes con sospecha de
preeclampsia tienden a realizar multiples consultas por persistencia o empeoramiento de los
sintomas durante la gestacion, realizando determinaciones en distintos momentos del
embarazo. Considerar estas determinaciones independientes es estadisticamente incorrecto,

dado que estan correlacionadas al realizarse sobre una misma paciente.

Se deberia justificar extensamente la idoneidad de los tests que predicen escenarios probables
a las 48 horas, descritos hasta ahora, para tomar la decision de finalizar una gestacion. En
ninguno de ellos se obtiene una TFP por debajo del 10 %. La decisién de finalizar una gestacidn
prematura acarrea riesgo de complicaciones de la prematuridad en el recién nacido, con
mayor probabilidad cuanto menor sea la edad gestacional. En estas situaciones se suele asumir
un 5% de falsos positivos. Asumir mas de un 10% debiera justificarse con un adecuado estudio

de riesgos y beneficios.

1.7.3. Cribado en segundo y tercer trimestre

Debido a que en las predicciones de preeclampsia fuera del primer trimestre no se han tenido
en cuenta las caracteristicas maternas hay una serie de autores que han propuesto modelos de
cribado en el segundo y tercer trimestres del embarazo, en poblacidn general o con factores

de riesgo de preeclampsia.

El estudio STEPS propone 3 modelos para determinar el riesgo de preeclampsia precoz en

poblacidn con factores de riesgo a las 20, 24 y 28 semanas, respectivamente. Estos modelos
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contienen los mismos marcadores bioquimicos y biofisicos que en el primer trimestre,

incluyendo el PIGF.

También se han desarrollado modelos competitivos en la poblacién general, para establecer el

riesgo de preeclampsia tardia prematura a las 19-24 y 30-34 semanas de gestacion.

El cociente sFlt-1/PIGF también ha sido utilizado para predecir la aparicién de preeclampsia,
combinandolo con caracteristicas maternas en poblacion general (92) y sin éstas en pacientes

con sospecha clinica (89).

La relevancia clinica de la informacién que procede del cribado de segundo y tercer trimestre
del embarazo y de las predicciones a 4 semanas vista es limitada, quedando restringida a la

planificacién de la necesidad de soporte neonatal y adecuacién del seguimiento obstétrico.

1.8. Situacion actual

1.8.1. Epidemiologia

La preeclampsia es una de las primeras causas de morbimortalidad materna, con una
incidencia entre el 2 y el 8 % de las gestaciones. Anualmente, la preeclampsia es responsable
de mas de 500 000 muertes neonatales y de mas de 70 000 muertes maternas en todo el
mundo (93). Se trata de una alteraciéon multisistémica con manifestaciones maternas y fetales.
Su severidad varia ampliamente, segun la rapidez de progresidn de la enfermedad. Esta
entidad estd asociada a un alto riesgo de parto pretérmino, retraso de crecimiento
intrauterino, abrutio placentae (desprendimiento prematuro de placenta) y mortalidad

perinatal, junto con morbi-mortalidad materna.

1.8.2. Guias clinicas

Las principales guias clinicas del manejo de la preeclampsia son:
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NICE 2010

Society of Obstretric Medicine of Australia and New Zeland (SOMANZ) 2014
Canadian 2014

America College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) 2014

ISSHP 2018

En una revision de las recomendaciones de las diferentes guias (94) se destaca un amplio

consenso en:

Definicion de la hipertensidn, proteinuria, hipertension crénica e hipertensiéon
gravidica.

Prevencion de la preeclampsia con dosis bajas de aspirina y suplementos de calcio (si
consumo habitual escaso).

Tratamiento de la hipertension severa.

Uso de sulfato de magnesio en eclampsia y preeclampsia severa.

Uso de corticoides durante el embarazo para maduracion pulmonar fetal antes de las
34 semanas de gestacion si el parto tiene que suceder antes de 7 dias.

Induccidn del parto en preeclampsia a término

Uso de oxitocina en el tercer estadio del parto

A pesar de ello, hubo nulo o escaso consenso en:
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Definicion de preeclampsia.

Objetivo tensional cuando la hipertension no es severa.

Planificacién del parto en gestaciones con hipertensidn crénica, hipertensidn gravidica
o preeclampsia pretérmino.

Uso de sulfato de magnesio en preeclampsia no severa.

Seguimiento postparto materno.
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1.8.3. Definicién de preeclampsia

Actualmente conviven dos definiciones de preeclampsia la de ACOG (2013), descrita
anteriormente y la de ISSHP (2018). Las dos difieren sustancialmente, lo que complica la

comparacion entre estudios y la realizacién de meta-analisis.

La definicion de la ISSHP de preeclampsia (3) es la hipertensién que se desarrolla después de

las 20 semanas de gestacién coexistiendo con alguna de las siguientes situaciones:

1. Proteinuria: cociente proteina/creatinina 230 mg/mmol (0.3 mg/mg). Destacamos que si
se obtienen de 2 o mas cruces de proteinas (> 30mg/dl) en una tira reactiva con una
muestra urinaria puntual, se debe realizar el cociente proteina/creatinina. La presencia de
2300 mg de proteinas en orina recogida durante 24 horas ya no es requerida.

2. Otras disfunciones de 6rganos maternos:

e Insuficiencia renal (creatinina >90 pmol/L; >1,1 mg/dl))

e Dafio hepatico (elevacidn de transaminasas y/o dolor intenso en cuadrante abdominal
superior derecho o epigastrio)

e Complicaciones neuroldgicas (eclampsia, nivel de conciencia alterado, ceguera,
embolia, clonus, cefalea intensa con hiperreflexia o escotomas visuales persistentes). No
se incluye la hiperreflexia por ser inespecifica.

e Complicaciones hematoldgicas (trombocitopenia, coagulacion vascular diseminada
hemodlisis)

3. Disfuncidn uteroplacentaria:

e Retraso de crecimiento intrauterino
e Doppler de la arteria umbilical anormal

e Muerte fetal

El RCIU se ha excluido de los criterios diagndsticos de la preeclampsia sobreafiadida, ya que el

RCIU habitualmente acompafia las gestaciones con hipertensidn crénica.
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La diferencia principal entre las definiciones de preeclampsia de la ACOG y la ISSHP es la
inclusidn de gestaciones con RCIU e hipertensién de novo, en la Ultima. La ISSHP basdndose en
que la preeclampsia es, propiamente, una insuficiencia placentaria exige como Unico requisito
para las gestaciones afectas de restriccidon de crecimiento intrauterino, la aparicién de
hipertension de novo para ser consideradas afectas de preeclampsia. Estas dos situaciones son
muy habituales a en la etapa final de la gestacion. Ademas, debido a que los factores
angiogénicos identifican la insuficiencia placentaria, pero no distinguen adecuadamente entre
preeclampsia y RCIU aislado, una tendencia actual es a incluir el RCIU en una definicién mas
amplia de insuficiencia placentaria que sustituiria la actual de preeclampsia. Estas opciones
son contradictorias con el concepto de que la preeclampsia es una expresién clinica materna
de la insuficiencia placentaria. En opinién del autor, seria mas éptima la opcién de investigar
nuevos marcadores de esta expresiéon materna y establecer los determinantes de que algunas
gestaciones con insuficiencia placentaria desarrollen la expresién clinica. Mas importante aln
es que el manejo clinico de la insuficiencia placentaria con y sin preeclampsia es radicalmente
distinto. En el primero caso el principal objetivo es evitar el riesgo de complicaciones

maternas, mientras que el segundo esta centrado en asegurar el bienestar fetal.

En esta tesis se ha optado para usar la definicion de ACOG. Como la severidad de preeclampsia
puede variar ampliamente, se valoré el diagndstico de preeclampsia que condiciona el parto a

la semana de la evaluacién.

1.8.4. Clasificacion

El manejo recomendado de estas pacientes cambia segun la edad gestacional (ver la seccién
de tratamiento y prevencién) recomendando el tratamiento expectante en gestaciones por
debajo de las 34 semanas de gestacidn, ya que en ellas se acumula la morbilidad neonatal por

la prematuridad asociada a la posible finalizacion de la gestacion.
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A pesar de ello, la Fetal Medicine Foundation, organizacion que ha encabezado la investigacion
en cribado y prediccién de preeclampsia, en publicaciones del aifio 2016 establecié como
preeclampsia precoz la que ocurre antes de las 32 semanas de gestacidn (95). Este cambio en
el criterio imposibilita la comparacidn de resultados entre diferentes modelos y dificulta la

cooperacion multicéntrica.

Seria recomendable homogeneizar la definicidon de preeclampsia precoz a nivel global. En esta
tesis se ha optado por establecer la frontera entre la preeclampsia precoz y tardia en la
semana 34 de gestacidn, considerando la preeclampsia precoz como la que se presenta antes

de las 34 semanas de gestacion.

1.8.5. Modelos de cribado y prediccion

El mejor rendimiento predictivo de la preeclampsia precoz se obtiene con el cribado en el
primer trimestre de la gestacidn y en segundo lugar con el cocientesFlt-1/PIGF con el punto de
corte 38. No existen métodos que consideren las caracteristicas maternas para ajustar el riesgo
a priori en pacientes con sospecha clinica de preeclampsia. Este ajuste solamente se realiza en
las pacientes que se sometan a cribado, ya sea poblacién general o seleccionada por criterios

de riesgo.

La consulta reiterada por sospecha de preeclampsia es frecuente, ya sea por persistencia de
sintomas o empeoramiento de los mismos. A pesar de ello, ninguno de los métodos
actualmente disponibles de prediccion de preeclampsia permite la evaluacion repetida del

riesgo.

Actualmente, no disponemos de ninguna herramienta que nos indique qué gestaciones afectas
de preeclampsia debemos finalizar para reducir la morbilidad y mortalidad materna y

neonatal.
Tabla 5: Comparacion de los multiples modelos de cribado y prediccion de preeclampsia.
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Modelo Rapriori | Prediccién Resultados Tratamiento Poblacion
S=94-96.4%
PE precoz(88,96)
Cribado primer TFP=10% Prevencién
Si General
trimestre PE pretérmino S=76.6% AAS baja dosis
(96) TFP=10%
S=83%
PE precoz(97)
Cribado 22y TFP=10% General o de
Si No
3er trimestre PE pretérmino S=85% riesgo
(98) TFP=10%
<38(89) VPN=99.3 %
Evita ingresos Sintomdtica
PE en 1 semana TFP=21.7%
> 85 (99,100)
Desconocido No <34sg
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Introduccion

1.9. Marcadores bioguimicos candidatos
La OMS establece que los marcadores bioquimicos deben cumplir tres requisitos:

e Ser especificos de una enfermedad bien definida con una prevalencia conocida.
e Ser usados en una enfermedad en la que la informacidn que proporcionen pueda
mejorar el prondstico o disminuir la severidad de la misma.

e Ser coste efectivos.

Se realizd una revisién en 2004 que establecid que, en ese momento, no habia ningun

marcador bioquimico de preeclampsia que cumpliera estos requisitos (104).

1.9.1. Factores angiogénicos

Los niveles maternos de factores angiogénicos se han establecido como factores prondsticos
en la PE. Los factores angiogénicos incluyen el PIGF, s-Flt-1 y el cociente sFlt-1/PIGF. Estos
factores han mostrado una buena capacidad de descartar complicaciones como el desarrollo
de preeclampsia (89), el edema pulmonar agudo, el fracaso renal agudo, hemorragia cerebral y
muerte perinatal o intrauterina entre otros (105). Pero al mismo tiempo, han mostrado una

moderada capacidad de prediccién del desarrollo de las mismas (89,106).

1.9.2. NT-proBNP

La disfuncion endotelial, que es el principal hallazgo en las pacientes con preeclampsia,
dificulta los cambios hemodinamicos fisioldgicos que ocurren durante la gestacién. Como
consecuencia, las gestantes con preeclampsia sufren alteraciones cardiovasculares como
hipertensidon y aumento de la resistencia vascular periférica, vasoconstriccidon y disminucién
del volumen plasmatico. Ante este escenario estresante, el corazén responde produciendo
marcadores de dafio cardiaco, que se han propuesto como herramientas utiles en la

evaluacidn de la preeclampsia. En particular, la prohormona N-terminal del péptido
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natriurético tipo B (NT-proBNP), habitualmente usado en el diagndstico y prondstico del fallo
cardiaco, muestra concentraciones mas elevadas en gestaciones con preeclampsia que en

gestaciones sin esta complicacién.

1.9.3. Estrés oxidativo y acido Urico

1.9.3.1. Estrés oxidativo

Un radical libre es un dtomo, molécula, o compuesto altamente inestable debido a que en su
estructura atdmica o molecular tiene en su orbital mas externo uno o mas electrones
desapareados. Esta capa de electrones incompleta es la que le confiere su alta reactividad. En

los seres vivos los radicales libres se genera a partir del oxigeno y el nitrégeno.

El oxigeno molecular (O,) participa en la transferencia de electrones de alta energia durante la
fosforilacién oxidativa que genera adenosina-5-trifosfato (ATP). Esta molécula suministra
energia para multiples reacciones del metabolismo celular. Durante el proceso de fosforilacién
oxidativa, en el que O, es reducido totalmente a agua (figura 8), se generan productos
intermedios como el perdxido de hidrégeno y el radical superdxido, denominados
conjuntamente especies reactivas de oxigeno (ERO). La principal fuente de ERO es la cadena
respiratoria mitocondrial. Estas ERO tienen la capacidad de reaccionar con mucha facilidad con
cualquier sustancia orgdnica, pudiendo alterar proteinas, lipidos o cadenas de acido
desoxirribonucleico (ADN). El proceso de modificacion de moléculas cercanas por parte de las

ERO se conoce como dano oxidativo.
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Figura 6: Origen de las especies reactivas de oxigeno.
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Reduccidn total del oxigeno molecular durante la fosforilaciéon oxidativa. Con el aporte seriado
de cuatro electrones, el O, es totalmente reducido hasta agua, producto final en la cadena de
transporte electrénico.

Los radicales libres también cumplen un papel en procesos fisioldgicos. Por ello, es necesario
un nivel minimo de ERO para el adecuado funcionamiento celular. El desequilibrio entre los
EROy los sistemas antioxidantes de que disponemos, por exceso de los primeros, se conoce

como estrés oxidativo.

La produccidon de ERO aumenta durante el embarazo debido al aumento de demanda de
oxigeno. En la preeclampsia, la invasidn trofoblastica superficial produce una reduccion de la
perfusidn placentaria, que conlleva un entorno placentario hipdxico con estrés oxidativo. Los
tejidos sometidos a estrés oxidativo sufren modificaciones conocidas como dafio oxidativo.

Este dafo oxidativo junto con la inflamacién dan como resultado la disfuncién endotelial (20).

1.9.3.2. Acido Uurico

El acido urico también ha sido estudiado como predictor de preeclampsia. Es bien conocido,
que el 4cido Urico esta consistentemente elevado en la preeclampsia, a pesar de que las
razones para este incremento no se conocen con detalle. La disminucion del filtrado
glomerular, reabsorcion aumentada y secrecién disminuida en el tibulo proximal estan
involucrados en este hecho. Pero estas adaptaciones renales no explican de forma completa el

grado de hiperuricemia observado. Por eso, otros mecanismos como la isquemia placentaria,
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dafio tisular y estrés oxidativo deben estar implicados. El cido urico es uno de los

antioxidantes no enzimaticos en humanos.

1.10. Tratamiento estadistico de los marcadores prondsticos

Los marcadores prondsticos de preeclampsia son marcadores que se modifican justo antes de
gue ocurra el suceso que pretenden predecir. Esta caracteristica dificulta el tratamiento
estadistico en la evaluacion de estos marcadores. El valor clinico de estos marcadores
permitiendo medidas repetidas no ha sido investigado especificamente. En esta tesis se ha
valorado la necesidad de finalizacién del embarazo en una semana debido a la preeclampsia,

siempre considerando que sea diagnosticada antes de las 37 semanas de gestacion.

Tanto NT-proBNP como el dcido urico, contrariamente al cociente sFlt-1/PIGF, son marcadores
gue aumentan su concentracidon poco antes del parto debido a la preeclampsia. Como
consecuencia de este hecho, solo los estudios longitudinales que permiten mas de una
determinacidn por paciente son capaces de valorar su papel en la prediccion del parto debido
a preeclampsia. Otros disefios requieren de una muestra mucho mayor o no son reproducibles
en la practica clinica al seleccionar a posteriori la muestra mas proxima al suceso de interés.
Consecuentemente, algunos autores como Verlohren et al (107) no han sido concluyentes al
analizar la relacion entre NT-proBNP y preeclampsia usando un modelo de regresion

tradicional (una determinacién por paciente).

Debido a que las pacientes consultan ante la aparicidon de sintomas sospechosos de
preeclampsia, y no de forma programada, habra pacientes con mayor nimero de evaluaciones
que otras y el intervalo entre las mismas sera variable. En esta situacion tampoco son

adecuados modelos estadisticos mas habituales, como ANOVA de medidas repetidas.

Los unicos modelos que permiten valoracién de muestras repetidas con nimero de muestras e

intervalo entre ellas variable son los modelos Generalized Estimating Equations (GEE) y
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modelos mixtos. Tanto los primeros como los segundos, tienen en cuenta la correlacién
existente entre las determinaciones de un mismo individuo. En el primer caso el modelo ofrece
una estimacion del riesgo a nivel poblacional, mientras que en el segundo caso estima el riesgo

personal introduciendo un factor aleatorio a la prediccién.

El objetivo de esta tesis es el desarrollo de una herramienta de prediccidon prondstica de la
preeclampsia basado en marcadores bioquimicos, que permita la evaluacidon repetida del

riesgo
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2. Hipotesis

2.1. Justificacion

A pesar de los avances en el cribado y prediccidn de la preeclampsia con la incorporacién de
los factores angiogénicos en la practica clinica y la prevencién con acido acetil salicilico a bajas

dosis, aun no se comprenden completamente los mecanismos fisiopatolégicos implicados en

esta enfermedad. Debido a que la definicidn, basada en criterios clinicos, incluye cuadros con
severidades muy dispares y el Unico tratamiento para evitar complicaciones es la finalizacion
de la gestacidn, urge ofrecer al clinico una herramienta predictiva del prondstico de las
gestaciones con sospecha de preeclampsia. De esta forma, dispondria de una mayor
informacidn para ponderar el riesgo de complicaciones maternas con la prematuridad fetal
asociada a la finalizacién de la gestacidn. Asimismo, permitiria también homogeneizar el
manejo de estas pacientes que, actualmente, se hace en base a la experiencia clinica lo que le
confiere una tremenda heterogeneidad. Este, es sin duda, un gran desafio, contemplado en

esta tesis cuya pretensién es aportar informacion en esa direccién, deseando que mediante la

cooperacion se consiga avanzar en este camino.

Los factores angiogénicos han permitido definir un grupo de gestaciones con sospecha de
preeclampsia y bajo riesgo de complicaciones. Pero, asimismo, presentan limitaciones en la
prediccidon de la preeclampsia, pues no son mas que un reflejo de la disfuncién placentaria
existente y no permiten establecer el prondstico de la enfermedad por si solos, ni distinguen

claramente los casos de preeclampsia de otras patologias placentarias.

El desarrollo de nuevos marcadores relacionados con el prondstico de la preeclampsiay la
aplicacion de aproximaciones estadisticas, no habituales en esta area, podria abrir nuevas
lineas de investigacién para mejorar la atencion médica de estas gestaciones. A este respecto,

el grupo del Dr. Alvarez lleva investigando en el campo de la preeclampsia desde el afio 2012, y
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fruto de ello son los distintos articulos publicados desde entonces. En esta busqueda, se ha
centrado la atencion en el NT-proBNP y el acido Urico, por varios motivos. Por un lado, a pesar
de que multiples estudios describen una correlacionan de estos con la preeclampsia, ninguno
ha conseguido desarrollarlos como marcadores. Ademas, ninguno de estos marcadores tiene
origen placentario de forma predominante, por lo que pueden reflejar cambios maternos
correlacionados con la severidad de la preeclampsia. Por este motivo se han usado métodos
de andlisis de estudios longitudinales que permiten el tratamiento de variables con medidas
repetidas y la identificacion de marcadores prondsticos, que de otra manera podria no ser

posible. También se ha valorado su combinacidn con los factores angiogénicos.

2.2. Hipotesis

Existen indicios de que las concentraciones séricas de los factores angiogénicos (sFlt-1 y PIGF),
el NT-proBNP y el 4cido Urico puedan estar alterados en relacidn al diagnéstico de la
preeclampsia. Por ello, su determinacién tanto en gestaciones sanas como en gestaciones con
preeclampsia u otras patologias obstétricas seria util para evaluar su potencial como

marcadores prondsticos de preeclampsia.

1. Elcociente sFlt-1/PIGF menor o igual a 38 descarta adecuadamente la necesidad de
finalizar la gestacidn debido a preeclampsia durante la siguiente semana a la
extraccién de la muestra de sangre para la determinacién de los biomarcadores

2. Ladeterminacion repetida de NT-proBNP o 4cido Urico o ambos afadidos al cociente
sFlt-1/PIGF nos mejoran la prediccién de parto con preeclampsia pretérmino (antes de
la semana 37) a corto plazo (1 semana), comparados con usar solo el cociente sFlt-
1/PIGF, cuando éste es superior a 38.

3. Ladeterminacion repetida de NT-proBNP o acido Urico o ambos anadidos al cociente

sFIt-1/PIGF nos mejoran la prediccion de parto con preeclampsia precoz (antes de la
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semana 34) a corto plazo (1 semana), comparados con usar solo el cociente sFlt-

1/PIGF, cuando éste es superior a 38.



Objetivos

2.3. Objetivos

Primarios:

1. Evaluar la validez externa de los resultados del estudio PROGNOSIS en las primeras
determinaciones, tomando como suceso a analizar la necesidad de finalizar la gestacion
debido a preeclampsia durante la siguiente semana a la primera determinacidn. Si se
confirma esta hipdtesis, los préximos objetivos se centraran en las gestantes con el
cociente sFlt-1/PIGF mayor a 38.

2. Evaluar el papel de los marcadores (cociente sFlt-1/PIGF, NT-proBNP y acido Urico) en la
prediccién de parto con preeclampsia a la semana, en determinaciones repetidas. Y
comparar con uso exclusivo del cociente sFlt-1/PIGF.

3. Evaluar el papel de los marcadores (sFlt-1, PIGF, NT-proBNP y acido urico) en la prediccién
de parto con preeclampsia precoz (antes de la semana 34) a la semana, en

determinaciones repetidas. Y comparar con uso exclusivo del cociente sFlt-1/PIGF.
Secundarios:

1. Comparar el comportamiento de los marcadores (cociente sFlt-1/PIGF, NT-proBNP y acido
urico) en retraso de crecimiento intrauterino aislado con las que presentan preeclampsia
con parto pretérmino y gestaciones sin ninguna de estas circunstancias en distintos
momentos del embarazo.

2. Comparar el comportamiento de los marcadores (cociente sFlt-1/PIGF, NT-proBNP y acido
urico) en hipertension crénica con y sin preeclampsia con parto pretérmino en las ultimas

determinaciones.
Terciario:

1. Crear calculadora de riesgo de parto con preeclampsia a la semana y establecer punto de

corte idoneo para considerar paciente de riesgo.
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3. Resultados

3.1. Articulo 1
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Abstract

Background: Soluble fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt-1) to
placental growth factor (PIGF) ratio has been proven to
predict preeclampsia occurrence.

Methods: Blood samples from 195 pregnant women with
suspected preeclampsia were obtained at obstetric triage
admission or from the high-risk pregnancy outpatient
office. Serum PIGF and sFlt-1 were measured by an elec-
trochemiluminescence immunoassay (ECLIA) on the
immunoanalyser Cobas €601 (Roche Diagnostics) and the
corresponding ratio was calculated. Final outcomes were
reviewed by an independent obstetrician. Only the first
determination was considered.

Results: A sFIt-1/PIGF ratio of 38 or lower ruled out the
need for pregnancy termination due to preeclampsia in
the subsequent week with a negative predictive value
(NPV) of 99.1% (sensitivity 97.1% and specificity 67.5%).
None of the 76 pregnancies with first determination of an
sFIt-1/PIGF ratio of 38 or lower between 24 and 34 weeks of
gestation delivered due to early-onset preeclampsia. Posi-
tive likelihood ratio (PLR) of an sFIt-1/PIGF ratio above 38
for prediction of pregnancy termination due to preeclamp-
sia within 4 weeks is analogous to published evidence.
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Conclusions: Between 24 and 34 weeks of gestation, no
subsequent determination was needed to completely rule
out early-onset preeclampsia when the first sFlt-1/PIGF
ratio determination was 38 or lower in singleton preg-
nancies with signs or symptoms of this syndrome. These
findings, if confirmed, will reduce costs and facilitate the
implementation of the sFIt-1/PIGF ratio in women with
clinical suspicion of preeclampsia in the third trimester.

Keywords: external validity; likelihood ratio; preeclampsia
prediction; prognosis study; sFlt-1/PIGF ratio; spectrum bias.

Introduction

Preeclampsia is a leading cause of maternal morbidity and
mortality worldwide, complicating 2%-8% of pregnan-
cies [1]. It is a multisystemic disorder with both maternal
and fetal manifestations. Preeclampsia is defined as the
new onset of hypertension and proteinuria after 20 weeks
of gestation [2]. This disorder is associated with a high risk
of iatrogenic preterm delivery, intrauterine growth restric-
tion, placental abruption, and perinatal mortality, along
with maternal morbidity and mortality [3-5].

Its pathophysiology is incompletely understood up
to now. Taylor and Roberts posited that a dysfunctional
placenta releases “toxic” factors into the maternal circula-
tion that trigger the clinical syndrome of preeclampsia [6].
Placental insufficiency is both necessary and sufficient to
cause the disease, and delivery is the only treatment [7].
Over the last decade, preeclampsia has been recognized as
an antiangiogenic state [8]. In preeclampsia, the placenta
shows overexpression of soluble fms-like tyrosine kinase 1
(sFlt-1) and soluble endoglin (sEng). Their concentrations
are increased in the serum of women with preeclampsia
weeks before the appearance of clinical manifestations,
and they correlate with disease severity [9].

Importantly, sFlt-1 overexpression in pregnant rodents
is sufficient to induce the hallmarks of preeclampsia:
hypertension and proteinuria [10].

Although high levels of sFlt-1 and sEng are widely
recognized as contributors to the pathogenesis of the
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disease, the upstream mechanisms of placental damage
remain to be elicited. Several mechanisms have been pro-
posed, such as placental hypoxia, oxidative stress, endo-
plasmic stress, inflammation, etc. [11].

It is well established that angiogenic (PIGF) and
antiangiogenic factors (sFlt-1) are involved in the patho-
physiology of preeclampsia [10]. Therefore, both factors
have been reported as potential biomarkers of the disease,
although the sF1t-1/PIGF ratio shows better accuracy than
either determination alone [12].

Initially, a unique cutoff of 85 for the sFlt-1/PIGF ratio
to diagnose preeclampsia was proposed [12-16]. Later on,
our group published lower cutoff points. In early gesta-
tional ages (<34 weeks of gestation), an sFlt-1/PIGF ratio of
23 or lower ruling out early-onset preeclampsia obtained
a higher sensitivity (92%) at still reasonable specificity
(81%) [17]. After 34 weeks of gestation, best performance
was obtained at a cutoff of 45 (83.7% sensitivity and 72.6%
specificity) [14]. Simultaneous to our previous paper, a
ratio cutoff point of 33 was proposed to exclude preec-
lampsia regardless of the gestational age, and 85 or 110 to
assess the diagnosis of early- or late-onset preeclampsia,
respectively [18].

Since January 2016, the sFlt-1/PIGF ratio cutoff point
of 38 for ruling out preeclampsia within 1 week in women
with suspected disease is accepted [19]. However, the
predictive value of the sFIt-1/PIGF ratio for early onset
preeclampsia has not been specifically examined in the
PROGNOSIS study [20].

Women with suggestive symptoms or signs are often
hospitalized until preeclampsia and adverse outcomes
have been ruled out. Although no preventive or therapeu-
tic strategy is yet available, clinical experience suggests
that early detection and monitoring are beneficial [21].

Even though diagnostic accuracy plays a central role
in the evaluation of medical diagnostic tests, reproduci-
bility evaluation studies of diagnostic tests are scarce. The
major reason for that is that the most clinically relevant
measures, the post-test probabilities (positive and nega-
tive predictive values), vary with the disease’s prevalence
[22]. The performance characteristics of the test (sensitiv-
ity, specificity, and likelihood ratio) are often considered
independent from the disease’s prevalence [23]. However,
patient’s characteristics or features and severity of the
disease can influence sensitivity and specificity of a diag-
nostic test [24]. This is defined as the spectrum effect and
can lead to spectrum bias when subgroup variations in
sensitivity and specificity also affect likelihood ratios and,
thus, post-test probabilities [25].

The objective of our study was to assess the external
validity of the sFlt-1/PIGF ratio’s published performance
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in predicting early-onset preeclampsia requiring delivery
using the cutoff of 38 on primary determinations in preg-
nant woman that come to the Emergency Department of
our hospital with signs and/or symptoms of preeclampsia,
any time within 24 and 36 + 6 weeks of gestation.

Materials and methods
Patients

A retrospective cohort study was performed in pregnant women
admitted to the obstetric emergency department, or at the high-risk
pregnancy outpatient office, either with signs and/or symptoms of
potential preeclampsia. A total of 344 women were enrolled at the
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) between January
2015 and December 2016. Inclusion criteria were high blood pressure,
proteinuria, abnormal uterine artery Doppler, headache that did not
respond to analgesic, visual symptoms (blurry vision or flashing
lights), and/or severe edema affecting hands, feet or face, gestational
age at arrival between 24 and 36 + 6 weeks of gestation

Exclusion criteria were: multiple pregnancies (15 pregnancies),
patients outside the range 24 to 36+ 6 weeks of gestation (125 preg-
nancies), lost to follow-up (nine pregnancies). Finally, 195 pregnan-
cies were analyzed. Only the first sample of patients taken was used
in this study.

As the definition of preeclampsia includes a wide range of sever-
ity, we did not state preeclampsia diagnosis as an endpoint. Instead,
we assessed severity of preeclampsia considering the need for preg-
nancy termination due to preeclampsia. Therefore, the evaluated
outcome was diagnosis of preeclampsia leading to delivery between
1and 4 weeks after the assessment [26].

Women who had manifest preeclampsia or a confirmed diag-
nosis of HELLP syndrome were not excluded, as this would reduce
external validity of this study, which assesses the need for delivery
due to preeclampsia.

Indication of pregnancy termination was decided by the obstet-
ric team following Spanish scientific society recommendations
(Table 1).

Table 1: Summary of pregnancy termination indications in
preeclampsia according to the “Spanish Society of Obstetrics and
Gynecology (SEGO)”.

Indications for pregnancy termination in preeclampsia (SEGO)

Mild preeclampsia at term

Severe preeclampsia after 34 weeks of gestation

Suspicion of fetal distress

Hypertension resistant to medical treatment

Progressive thrombocytopenia

Progressive oliguria

Progressive worsening of liver function

Prodromal symptoms of eclamptic seizure

Severe maternal complications (cerebral hemorrhage, pulmonary
edema, placental abruption, liver rupture, coagulopathy)
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The laboratory staffs were blinded to subjects’ clinical informa-
tion as well as clinicians for taking decisions based upon laboratory
results. The study was approved by the Clinical Research Ethics Com-
mittee of Asturias and written informed consent was obtained from
each patient.

Analytical assay

At the emergency admission or at the outpatient office, blood sam-
ples were collected and drawn into serum-separator tubes and
immediately centrifuged at 1200 g for 10 min. PIGF and sFlt-1 con-
centrations were measured by an electrochemiluminescence
immunoassay (ECLIA, Elecsys PIGF and sFIt-1) on an automated
immunoanalyzer Cobas e601 (Roche Diagnostics, Germany) showing
a turnaround time of 18 min per assay. The measuring intervals were
3-10,000 pg/mL for PIGF and 10-85,000 pg/mL for sFlt-1, and the
limits of quantitation were 10 pg/mL and 15 pg/mL, respectively. The
PIGF inter-assay coefficient of variation was 4.1% at a mean concen-
tration of 96 pg/mL (PreciControl Multimarker 1, Roche Diagnostics,
Germany) and 3.6% at 973 pg/mL (PreciControl Multimarker 1) and
3.8% at 1020 pg/mL (PreciControl Multimarker 2). No specific inter-
ferences have been reported.

Diagnostic criteria

Preeclampsia was diagnosed according to the definition of the Interna-
tional Society for the Study of Hypertension in Pregnancy (ISSHP) [2].
Hypertension was defined as blood pressure >140/90 mmHg on two
separate occasions 24 or more hours apart. The proteinuria definition
includes either 2300 mg of protein per 24-h urine collection or ratio of
protein/creatinine >30 mg/mmol. Note that 2+ protein or greater on
dipstick urinalysis and protein >30 mg/dL in a spot urine sample were
not considered. To be considered early-onset, preeclampsia or HELLP
syndrome had to occur before 34+ 0 weeks of pregnancy.

HELLP syndrome is characterized by hemolysis (LDH >600
1U/L), elevated liver enzyme levels (AST>70 IU/L), and low platelet
count (<100,000/uL).

Intrauterine growth restriction (IUGR) defined as estimated
fetal weight below the 10th percentile due to a pathological pro-
cess that inhibits expression of the normal growth potential. This
pathological process must be demonstrated after 22 weeks of gesta-
tion with oligohydramnios (amniotic fluid index <10th percentile)
or Doppler ultrasonography pulsatility index of the umbilical artery
>95th percentile.

Statistical analysis

In order to assess the presence of spectrum bias (likelihood ratio
variation), likelihood ratios of the test with confidence intervals have
been calculated as follows:

Sensitivity

Positive likelihood ratio (PLR)= —————
ositive likelihood ratio (PLR) 1—Specificity

1-Sensitivity

Negative likelihood ratio (NLR) = —,
Specificity

Resultados
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This is the probability of a person who has the disease testing
positive or negative, respectively, compared to the probability of that
same result in a patient without the disease. Statistical significance
was defined as p-value of <0.05.

We assessed reproducibility of the PROGNOSIS study compar-
ing NLR for the rule-out, and PLR for the rule-in. However, we did
assess other proposed cutoff points [27], when our study design per-
mitted the comparison.

Results

Baseline characteristics

A total of 344 women with signs and symptoms of preec-
lampsia were enrolled (Figure 1); of these, 195 women
were suitable for analysis. Figure 1 shows details of the
inclusion-exclusion process. One hundred and thirty-
four pregnancies did not meet inclusion criteria, mostly
because of determinations outside the studied period (24
to 36+6 weeks of gestation). The incidence of delivery
due to preeclampsia or HELLP syndrome in this group
of pregnancies was 33.3% (65/195). Of these, 21 were due
to early-onset preeclampsia and four due to HELLP syn-
drome before 34 weeks of gestation, and 38 were due to
late-onset preeclampsia and two due to HELLP syndromes
at 34 weeks of gestation or later. Out of the 15 excluded
twin pregnancies, 10 delivered due to preeclampsia
and one delivered due to HELLP syndrome within 34 to
36+6 weeks of gestation. However, there was neither
early-onset preeclampsia nor HELLP syndrome before
34 weeks of gestation in twin pregnancies. The demo-
graphic and clinical characteristics of the study popula-
tion are shown in Table 2. Age, gestational age, body-mass
index before pregnancy, diabetes, and in vitro fertilization
did not differ significantly between participants in whom
preeclampsia developed and those in whom it did not.

344 Patients were
enrolled 149 were excluded:
> - 15 Twin pregnancies
- 125 Out of determination range (<24 or = 37 wg)
- 9 Lost to follow-up

v

195 Patients were
anal

130 Deliveries
without PE

25 Early-onset PE
(4 HELLP syndromes)

27 Preterm PE
(1 HELLP synd )

13 Term PE
(1 HELLP syndi

Figure 1: Inclusion and exclusion criteria with outcome at delivery.
PE, preeclampsia; HELLP, hemolysis, elevated liver enzymes low
platelets.
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Table 2: Demographic and clinical characteristics of the study population in pregnancies with delivery without preeclampsia (No PE) and

affected pregnancies (PE).

Mean (SD) p-Value
No PE PE+HELLP sd
n (%) 130 (66.7) 65(33.3)
Maternal age at sampling time, years 35(5) 34 (6) 0.65
BMI, kg/m?2 30.2 (4.5) 30.6 (5.0) 0.14
Diabetes, n (%) 14 (10.8) 8(12.3) 0.75
Nullyparity, n (%) 73 (56.1) 47(72.3) 0.03*
In vitro fertilization, n (%) 8(6.1) 3(4.6) 0.67
Data at sampling time
Gestational age, weeks 31 (4) 32(3) 0.07
Diastolic blood pressure, mmHg 80(11) 91(11) <0.01*
Systolic blood pressure, mmHg 129 (24) 152(19) <0.01*
Proteinuria, n (%) 7 (5.3) 33 (50.7) <0.01*
ALT, U/L 23(38) 25 (44) 0.63
AST, U/L 25(32) 25(17) 0.20
Uric acid, pmol/L 238 (65) 321 (107) <0.01*
LDH, U/L 198 (34) 251 (99) 0.03*
Platelet count, x10°/L 239 (63) 192 (60) <0.01*
Data at delivery
Gestational age, weeks 37(3) 34(3) <0.01*
Diastolic blood pressure, mmHg 80(13) 87(12) <0.01*
Systolic blood pressure, mmHg 128 (15) 150 (22) <0.01*
Proteinuria, n (%) 10(7.7) 63 (96.9) <0.01*
Reason for suspected preeclampsia®
New-onset hypertension, n (%) 56(43.1) 15(23.1) <0.01*
Chronic hypertension, n (%) 5(3.8) 7(10.8) 0.05
New-onset proteinuria, n (%) 7 (5.4) 33(50.8) <0.01*
Prior PE, n (%) 9(6.9) 2(3.1) 0.28
IUGR, n (%) 24 (18.4) 11(16.9) 0.79
Symptoms, n (%) 3(2.3) 1(1.5) 0.71
Abnormal uterine perfusion, n (%) 38(29.2) 10(15.3) 0.03?

Significant differences between the two groups (o.=0.05) are indicated with “*”. p-Values were calculated with the use of the Student’s t-test
for continuous variables and Fisher’s exact test for categorical variables. The body mass index (BMI) is the weight in kilograms divided by
the square of the height in meters. "There may have been more than one reason for suspected preeclampsia. SD, standard deviation; sd,
syndrome. p-Values lower than 0.05 (considered statistically significant) are highlighted in bold font.

Delivery with preeclampsia

Pregnancies terminated due to early-onset preeclampsia
or HELLP syndrome (n=25) had a significantly higher
median sFIt-1/PIGF ratio than pregnancies with preec-
lampsia or HELLP syndrome and delivery between 34 and
37 weeks of gestation (n=27): 323 (IQR 97-928) vs. 124
(IQR 48-231). These last ones had a significantly higher
median sFIt-1/PIGF ratio than pregnancies with preec-
lampsia or HELLP syndrome and term delivery (n=13):
73 (IQR 13.5-94.5). And these last ones had a significantly
higher median sFlt-1/PIGF ratio than pregnancies without
preeclampsia or HELLP syndrome (n=130): 9 (IQR 4-29)
(Figure 2).

Comparing with participants whose pregnancies
continued or who delivered without preeclampsia, the
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median sFlt-1/PIGF ratio was elevated among participants
who delivered due to preeclampsia or HELLP syndrome
within 1 week (191 vs. 13.5) and within 4 weeks (168.5 vs.
10), with statistically significant differences (Figure 3).

Preterm delivery

Considering pregnancies without preeclampsia, patients
who developed IUGR and delivered prematurely (n=12)
had a significantly higher median sFlt-1/PIGF ratio than
those with [UGR and term delivery (n=8): 104 (IQR 17.25—
193.25) vs. 8 (IQR 5-38.25). No differences were observed
between pregnancies that developed IUGR and delivered at
term and pregnancies that did not develop IUGR (n=110).
Likewise, preterm deliveries without preeclampsia or
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sFit-1:PIGF ratio

0.1

Dellvery]vnm PE Delivery with PE Delivery with PE l without
<34wg(n=25) 34-37wg(n=27) 37-42wg(n=13) PE (n = 130)
Figure 2: sFlt-1/PIGF ratio boxplots (in logarithmic scale) for
outcome at delivery from 195 pregnancies.

The boxes represent the interquartile range, the band within the
box represents the median value and the whiskers represent
values that are 1.5 times the interquartile range. PE <34 weeks of
gestation: refers to delivery due to preeclampsia prior to 34 weeks
of gestation. Horizontal dotted line represents the cutoff point of
38. Each outcome had significant higher sFit-1/PIGF ratio than the
subsequent outcome. None of the 25 pregnancies with delivery
due to early onset preeclampsia (prior to 34 weeks of gestation)
had sFlt-1/PIGF ratio of 38 or lower. PE, preeclampsia; wg, weeks of
gestation.
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IUGR (n=20) had a significantly higher median sFlt-1/
PIGF ratio than term deliveries without preeclampsia or
IUGR (n=90) (p<0.01): 19.5 IQR (7.25-40.75) vs. 6 IQR
[3-22] (Figure 4).

Test performance

We confirmed that the sFIt-1/PIGF ratio of 38 or lower to
rule out pregnancy termination due to preeclampsia in
the subsequent week had a high negative predictive value
(NPV) of 99.1% (95% CI: 96.8-100) (99.3% in the PROGNO-
SIS study) even with a higher prevalence of pregnancy ter-
mination due to preeclampsia in one week (17.9% vs. 2.7%
in the PROGNOSIS study). Comparison of NLR to predict
pregnancy termination due to preeclampsia in 1 week
shows that despite higher prevalence of preeclampsia,
NLR remains low, even lower than in the original PROG-
NOSIS study (Table 3).

None of the 76 pregnancies with first determina-
tion of a sFIt-1/PIGF ratio of 38 or lower between 24

10,000 7 10,000 -

1000 -

P

100

sFIt-1:PIGF ratio
sFit-1:PIGF ratio
w
[+<]
‘

}..,*.

0.1

0.17

10,000

" 1000 - 3

sFIt-1:PIGF ratio

0.1 1

Delivery with
PE (n=35)

No delivery without

PE (n=160) PE (n = 145)

T
No delivery without

T T T

No delivery without
PE (n=130)

Delivery with
PE (n=65)

Delivery with
PE (n=50)

Figure 3: sFlt-1/PIGF ratio boxplots (in logarithmic scale) for preeclampsia at delivery in 1 week (A) and four weeks after the assessment (B)

and overall (C).

The boxes represent the interquartile range, the band within the box represents the median value and the whiskers represent values that
are 1.5 times the interquartile range. Horizontal dotted line represents the cutoff point of 38. Deliveries with preeclampsia had significant
higher sFlt-1/PIGF ratio than pregnancies without delivery or preeclampsia at all three intervals.
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Figure 4: sFIt-1/PIGF ratio boxplots (in logarithmic scale) for
outcome at delivery from 130 pregnancies without preeclampsia.
The boxes represent the interquartile range, the band within the
box represents the median value and the whiskers represent values
that are 1.5 times the interquartile range. IUGR: Intrauterine growth
restriction. Horizontal dotted line represents the cutoff point of 38.
Preterm deliveries had significant higher sFlt-1/PIGF ratio than term
deliveries in pregnancies with and without IUGR.

and 34 weeks of gestation delivered due to early-onset
preeclampsia.

From week 34 to 37 in this cohort, the NPV to predict
pregnancy termination due to preeclampsia in the subse-
quent week decreases to 97.0% (32/33).

On the other hand, due to higher prevalence of preec-
lampsia requiring delivery within 4 weeks (25.6% vs.
12.9% in the PROGNOSIS study), sFIt-1/PIGF ratio above
38 predicted this clinical outcome with positive predictive
value (PPV) of 57.0% (compared to 36.7% in the PROGNO-
SIS study) (Table 4).

When we compare PLR to predict pregnancy termi-
nation due to preeclampsia in 4 weeks, analogous confi-
dence intervals are obtained: the cohort’s PLR of 3.8 (95%
CI: 2.9-5.1) vs. PROGNOSIS PLR of 3.9 (95% CI: 3.0-5.1).

DE GRUYTER

Discussion

In the PROGNOSIS study, Zeisler et al. [19] had vali-
dated a sFIt-1/PIGF ratio cutoff point of 38 as a useful
predictor of the shorter absence of preeclampsia in
women with singleton pregnancies and clinical signs
that are suggestive of the disorder. In spite of higher
prevalence of pregnancy termination due to preeclamp-
sia in this cohort (33.3% vs. 17.8%), PROGNOSIS study
conclusions are applicable to our population, predict-
ing not only the preeclampsia occurrence, but also
the need for pregnancy termination. Moreover, when
early-onset preeclampsia is examined in particular, a
single determination of a sF1t-1/PIGF ratio of 38 or lower
before 34 weeks of gestation ruled out delivery due to
early-onset preeclampsia without need for subsequent
determinations.

From week 34 to 37, we recommend repeating deter-
minations weekly if the suspicion persists, as NPV of
pregnancy termination due to preeclampsia in 1 week
may decrease in this interval. Furthermore, in this
cohort there is one pregnant woman who had a sFlt-1/
PIGF ratio of 10 at 28+ 3 weeks of gestation and devel-
oped preeclampsia with delivery at 35+5 weeks of
gestation, and she would not have been diagnosed
without subsequent determinations after 34 weeks of
gestation. These findings are consistent with the results
of PROGNOSIS post-hoc analysis which reported a NPV
of preeclampsia at 4 weeks of 95% [28]. Rule-in to predict
pregnancy termination due to preeclampsia in 4 weeks
obtained analogous performance of the test when it was
positive (positive likelihood ratio), despite prevalence
difference. In this case, PPV differences are secondary
to prevalence variation, and performance of the test
remains constant.

Table 3: Comparison with the PROGNOSIS study rule-out of preeclampsia in the subsequent week.

sFlt-1/PIGF ratio <38 within 1 week n PE 1W, % (n) Sensitivity, % Specificity, % NPV, % NLR (95% CI)
PROGNOSIS 2016 550 2.7 (15) 80.0 78.3 99.3 0.26 (0.09-0.70)
Our study 195 17.9(35) 97.1 67.5 99.1 0.04 (0.01-0.29)
1W, prediction of pregnancy termination due to preeclampsia in 1 week. 95% Cl, 95% confidence interval.

Table 4: Comparison with the PROGNOSIS study rule-in of preeclampsia in 4 weeks.

sFlt-1/PIGF ratio >38 within 4 weeks n PE 4W, % (n) Sensitivity, % Specificity, % PPV, % PLR (95% CI)
PROGNOSIS 2016 550 12.9(71) 66.2 83.1 36.7 3.9 (3.0-5.1)
Our study 195 25.6 (50) 98.0 74.5 57.0 3.8 (2.9-5.1)

4W, prediction of pregnancy termination due to preeclampsia 4 weeks. 95% Cl, 95% confidence interval.
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Implications for clinical practice

Evidence from the PROGNOSIS study is applicable to
primary determinations in our population despite higher
prevalence of delivery due to preeclampsia in this cohort.
Moreover, in pregnant women with suspected preeclamp-
sia, the first determination of a sFlt-1/PIGF ratio of 38 or
lower before 34 weeks of pregnancy rules out the need
for pregnancy termination due to early onset of preec-
lampsia. Other described cutoff points are based on ret-
rospective studies [15, 29], which should be prospectively
validated before being applied in clinical practice. There-
fore, the sFIt-1/PIGF ratio is a valuable tool to rule out
the need for pregnancy termination due to preeclampsia
in women in whom the disorder is clinically suspected,
and it defines pregnancies with the antiangiogenic state
at risk for developing preeclampsia. However, due to the
low positive predictive value of preeclampsia in 1 week
(39.5%) and considering that, currently, there is no con-
sistent approach to predict the need for pregnancy termi-
nation, no treatment recommendation can be made to the
test positive patients (sFlt-1/PIGF >38) except close clini-
cal follow-up.

Dysregulation of angiogenic and antiangiogenic
factors is related to placental dysfunction, which is the
first and necessary step for development of severe and
early onset preeclampsia. However, complications and
maternal morbidity can appear long after the onset of
placental dysfunction. Therefore, the positive predictive
value of this approach is improvable in future research.
Nonetheless, prediction of delivery with preeclampsia
4 weeks in advance does not guide clinicians in the deci-
sion of whether to terminate pregnancy.

The utility of sFIt-1/PIGF ratio dynamics using
repeated measurements still has to be assessed in future
studies. Potential benefits of dynamic assessment has
been observed in retrospective series [30].

As in the PROGNOSIS study, IUGR pregnancies
without preeclampsia were included in this cohort (10.3%
20/195 patients). When IUGR without preeclampsia deter-
mines delivery before 37 weeks of pregnancy (6.2% 12/195
patients), the sF1t-1/PIGF ratio is also elevated resulting in
false positive results for preeclampsia/HELLP syndrome,
but rather reflecting placental dysfunction.

Strengths and limitations

The possibility of accurately ruling out the need for preg-
nancy termination due to preeclampsia or HELLP syn-
drome any time within 24 and 33 + 6 weeks of gestation on

Resultados
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the basis of the sF1t-1/PIGF ratio is likely to improve clinical
decisions with regard to hospitalization versus outpatient
monitoring, significantly reducing the patient’s cost.
Besides the increased cost, unnecessary hospitalization
may also lead to increased risk of pregnancy termination
and, consequently, newborn prematurity. This finding
is consistent with results published by Zeisler et al. [31],
showing that among women who did not develop preec-
lampsia, those who underwent iatrogenic preterm deliv-
ery had higher median sFIt-1/PIGF ratios at their first visit
than those who did not or who delivered at term.

Our proposal is one single determination of the sFlt-1/
PIGF ratio within 24 and 33+ 6 weeks of gestation when
there is clinical suspicion. A ratio of 38 or lower would be
enough to rule out the need for pregnancy termination
due to early-onset of preeclampsia and HELLP syndrome.
These pregnancies can return to community care instead
of being admitted to the hospital for observation, and
they do not need to repeat another sFlt-1/PIGF ratio before
34 weeks of gestation.

Frusca et al. [32] examined the budget impact of the
test. With the test information, 24.3% of women were hos-
pitalized before diagnosis of preeclampsia, of which 33.4%
developed preeclampsia. Contrarily, without the test infor-
mation, 60% of women were hospitalized and only 26.4%
developed preeclampsia. Similar results were observed by
Vatish et al. [33]. In our study, we did not quantify the cost
savings with the model proposed. However, 28.6% (48/168)
of running samples before 34 weeks of gestation would
have been avoided when the first sF1t-1/PIGF ratio was 38 or
lower. In the clinical scenario of early-onset preeclampsia,
very high negative predictive value is crucial in the evalu-
ation of a patient with suspected preeclampsia, as failure
to detect disease could have devastating consequences for
the fetus and the mother.

We have also observed that pregnancies with preterm
labor show a higher sFlt-1/PIGF ratio when compared to
term deliveries, regardless of the presence of preeclampsia
and IUGR [17, 34]. A possible explanation is that impaired
production of angiogenic/antiangiogenic factors could
induce endothelial alterations not high enough to trigger
preeclampsia but sufficient to impair further pregnancy
progression, thus leading to preterm labor.

We observed higher PPV in our cohort than in origi-
nal PROGNOSIS study (see Table 4). This difference may
be caused by a higher prevalence of pregnancy termi-
nation due to preeclampsia in our population (33.3%
vs. 17.8%) due to the exclusion of manifest preeclamp-
sia or a confirmed diagnosis of HELLP syndrome in the
PROGNOSIS study. These changes in prevalence caused
spectrum effect (sensitivity and specificity variation).
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However, no spectrum bias (significant variation of likeli-
hood ratio) has been observed.

of

Another limitation of our study is the reduced number
delivery termination due to early-onset preeclamp-

sia or HELLP syndrome before 34 weeks of gestation (25
patients) and late onset of these disorders (40 patients),
caused by the single-centre nature of design. We need to
validate these results with a higher number of deliveries
with preeclampsia. There is also the need to evaluate the
role of subsequent determinations of the sFlt-1/PIGF ratio
when preeclampsia suspicion persists.

The elecsys sFlt1 and PIGF immunoassays were

used to determine the sFlt-1/PIGF ratio in this study. The
optimal cutoff point for the sFlt-1/PIGF ratio may be differ-
ent for other immunoassays.
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ABSTRACT

Objective Short-term prediction of pre-eclampsia (PE)
using the soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1)/
placental growth factor (PIGF) ratio is characterized by
frequent false-positive results. As such, no treatment can
be recommended to test-positive patients and multiple
measurements are often required. The aim of this study
was to evaluate the effectiveness of N-terminal pro-B
natriuretic peptide (NT-proBNP), wuric acid and the
sFlt-1/PIGF ratio for prediction of delivery with PE within
1 week in singleton pregnancies with suspected PE and

sFlt-1/PIGF ratio > 38.

Methods This was a longitudinal prospective cobort
study of singleton pregnancies presenting at 24+ 0 to
36+ 6weeks of gestation with clinically suspected PE
and sFlt-1/PIGF ratio > 38, enrolled between January
2015 and June 2017. Multiple samples per patient were
allowed but were restricted to one sample per gestational
week. From 495 enrolled patients, 270 blood samples
from 134 patients were ultimately analyzed. By using
generalized estimating equations (GEE), the best-fit model
was selected for prediction of delivery with PE within
1week. The predictive value of this model was then
assessed using area under the paired-ROC curve (AUC)
analysis.

Results The best-fit model included the sFlt-1/PIGF ratio,
NT-proBNP and the gestational week at the time of the
measurement. This combined model was compared with
the GEE model based on the sFli-1/PIGF ratio and the
gestational week at the time of the measurement (reduced
model). The AUC for the combined model was 0.845

(95% CI, 0.787-0.896), which was significantly greater
(P=0.011) than that of the reduced model (0.786 (95%
CI, 0.722-0.844)).

Conclusion The addition of NT-proBNP assessment
improves the short-term prediction of delivery as a
result of PE compared with sFlt-1/PIGF ratio alone,
when the sFlt-1/PIGF ratio is > 38. This finding should
be considered in future research on the assessment of
short-term risk of delivery as a result of PE. Copyright ©
2018 ISUOG. Published by Jobn Wiley & Sons Ltd.

INTRODUCTION

Pre-eclampsia (PE) is a pregnancy-related disorder, char-
acterized by the onset of hypertension and proteinuria
after 20 weeks of gestation', which constitutes a major
cause of maternal and fetal morbidity and mortality>3.
Although the pathophysiology of PE is not understood
fully, it is well established that the placenta plays a central
role in development of the disease. It has been hypothe-
sized that genetic, immunologic and environmental factors
lead to poor placentation, which leads to the imbalanced
production of pro- and anti-angiogenic biomarkers*-¢.
As a result, women with PE have been shown to have
decreased serum concentrations of placental growth fac-
tor (PIGF) and increased levels of soluble fms-like tyrosine
kinase-1 (sFlt-1)7-2. Therefore, sFlt-1/PIGF ratio has been
evaluated for diagnosis of the disease and used to estimate
the risk of imminent delivery!0-16.

Women with PE experience cardiovascular alterations,
such as increased blood pressure and peripheral vascular
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definition®*. Hypertension was defined as blood pressure
> 140/90 mmHg on two separate occasions (> 24 h apart).
Proteinuria was defined as either >300mg of protein
per 24-h urine collection or a protein/creatinine ratio
of > 30 mg/mmol. Note that a score for protein of 2+ or
greater on dipstick urinalysis and > 30 mg of protein/dL in
a spot urine sample was not considered a suitable marker
of proteinuria. In the absence of proteinuria, PE was
defined as new-onset hypertension with the new onset of
any of the following: thrombocytopenia (< 100 000/pL),
renal insufficiency (creatinine concentration > 1.1 mg/dL),
impaired liver function, pulmonary edema, or cerebral or
visual symptoms.

HELLP syndrome was defined as hemolysis (lactate
dehydrogenase > 600 TU/L), elevated liver enzyme levels
(aspartate aminotransferase > 701U/L) and low platelet
count (< 100000/nL) according to the Tennessee Clas-
sification System®®. HELLP syndrome was considered a
feature of severe PE. Nine (6.7%) pregnancies had diag-
nosis of HELLP syndrome.

Fetal growth restriction (FGR) was defined as estimated
fetal weight below the 10™ percentile caused by a patho-
logical process that inhibited the normal growth potential.
This pathological process had to be demonstrated after
22 weeks of gestation with oligohydramnios (amniotic
fluid index < 10 percentile) or Doppler ultrasonography
pulsatility index of the umbilical artery > 95™ percentile.

Final outcomes were reviewed by an independent
obstetrician and were assessed at the time of delivery.

Statistical analysis

The aim of this study was the development of a short-term
predictor of delivery in women with PE. As multiple
marker measurements were taken for each subject at
different timepoints, they are correlated. As such, the
traditional regression model is inappropriate as it assumes
independence among observations at different timepoints.
If the correlation structure is not considered, there is
high risk of false estimation of the regression model
parameters®’. Thus, Harrison and Hulin? recommended
generalized estimating equations (GEEs) as an appropriate
assessment tool for the analysis of longitudinal data. A
GEE analysis was developed by Liang and Zeger?>*
and has been proven to provide more reliable regression
estimation than traditional models for longitudinal data
or repeated measures.

The GEE model, adjusted for patient clustering by
gestational week at measurement, was used to determine
the final set of covariates for inclusion in the model.
The model estimated the risk of delivery with PE in the
week following each measurement. GEE methodology
was chosen because it is also capable of dealing
appropriately with varying numbers of observations, so
there is no need for balanced observations®. As the
aim of this study was not about etiology but rather to
assess the potential predictive ability of serum markers
for delivery as a result of PE, we did not include
patient features (maternal age, weight, comorbidities,
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etc) in the model. The Wald chi-square test was
used to decide the inclusion of covariates in the GEE
model, applying a backwards elimination process with
P <0.05. The gestational week of the measurement was
retained to control for potential confounding effects.
An exchangeable correlation structure was selected for
GEE because it best described the correlation structure
of the data among other correlation structures. This
correlation structure indicates that each observation
within an individual is correlated equally with every other
observation in that individual*!. The goodness-of-fit of
the final model was then assessed using quasi-likelihood
under the independence model criterion.

Comparisons between groups were performed using
the Mann—Whitney U-test for quantitative variables and
the chi-square test for proportions. Area under the
receiver—operating characteristics (ROC) curve (AUC)
estimates were calculated by bootstrapping, using 10 000
replicates.

The open-source, freely available R statistical software
(R version 3.1.1)* was used to conduct all statistical
analyses. GEE model construction and paired AUC
comparisons were performed using the geepack®? and
pROC* R add-on packages, respectively.

RESULTS

Of the 495 enrolled women, 361 were excluded for
multiple pregnancy (n=22), samples obtained outside
the range of 24+0 to 36+ 6 weeks (n=174), loss to
follow-up (n=9) or a sFlt-1/PIGF ratio of 38 or below
(n=156) (Figure 1). From each woman, only the first
measurement for each gestational week was included
(thus 112 samples were excluded). Ultimately, a total of
270 samples from 134 patients were analyzed. Of these
women, 82 (61.2%) delivered as a result of PE, including
30 cases of early-onset PE (delivery before 34 weeks of
gestation), 33 cases of late-onset PE with preterm birth
(from 34+ 0 to 36 + 6 weeks) and 19 cases of late-onset
PE with term birth (from 37 4 0 weeks onwards). In the
latter group, seven women delivered after 38 weeks of ges-
tation; they therefore did not meet the assessed endpoint
(delivery with PE within 1 week from the measurement)
when including samples taken at up to 37 weeks of ges-
tation. Twenty-six (19.4%) women were diagnosed with
PE after inclusion. Women were included at a median GA
of 32.2 (interquartile range (IQR), 30.3-34.1) weeks and
their pregnancy was prolonged for a median of 6 (IQR,
3-14) days. Tables 1 and 2 show the epidemiological and
clinical characteristics of the population and samples,
respectively, according to study group.

Longitudinal assessment of effect of markers and GA
on risk of delivery with PE over time

GEE was performed to ascertain the effect of the
sFlt-1/PIGF ratio, NT-proBNP and uric-acid Z-score
on the likelihood of delivery with PE within 1week,

with consideration for the gestational week in which
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I 495 patients enrolled I

Excluded (n = 361):
Twin pregnancy (n = 22)
Presenting < 24.0 or > 37.0 weeks
of gestation (n = 174)
Lost to follow-up (7 =9)
sFIt-1/PIGF ratio < 38 (n = 156)

112 invalid subsequent samples per
gestational week

Study population (7 = 134; 270 samples)

Early-onset PE (delivered < 34.0
weeks) (n = 30)

_| Late-onset PE with preterm delivery
(34.0-36.6 weeks) (n = 33)

Late-onset PE and term delivery
(> 37.0 weeks) (n=19)

Figure 1 Flowchart summarizing recruitment of women with
suspected pre-eclampsia (PE) and their PE diagnosis at delivery.
sFlt-1/PIGF, soluble fms-like tyrosine kinase-1/placental growth
factor.

the blood sample was taken. Serum uric-acid concentra-
tion, uric-acid Z-score, hyperuricemia corrected for GA
(uric-acid Z-score >1) and uric-acid Z-score >2 were
climinated during the model-construction process. The
model ultimately included GA at the time of the mea-
surement, logarithmic transformation of the sFlt-1/PIGF
ratio and NT-proBNP. Increasing NT-proBNP level and
sFlt-1/PIGF ratio were associated with increased likeli-
hood of delivery with PE. The equation of the model is:

y=—-16.436+0.176 x GA + 1.125 x
log(sFlt-1/PIGF ratio) + 0.875 x log(NT-proBNP).

From the y-value provided by the model, the
patient-specific a-posteriori risk () for delivery with PE
within 1week is given by the formula: 7 =¢Y/(1+¢”).
This model is referred to as the combined model.

Another GEE model was constructed, based solely on
the log-transformed sFlt-1/PIGF ratio and GA at the time
of the measurement. Its estimated equation is:

y=—13.055+0.157xGA +1.414xlog(sFit-1/PIGF ratio).

This model is referred to as the reduced model.

According to the corrected quasi-likelihood under the
independence model criterion (QICC), the combined
model was found to be better than the reduced model
as the QICC of the former is 235.3, which is lower than
that of the reduced model (266.0).

As both models were estimated from the same
population, we also compared the predictive ability of the
two models from the respective ROC curves (Figure 2).
The estimate of the AUC of the combined model was
0.845 (95% CI, 0.787-0.896), which was significantly
greater (DeLong test P=0.011) than the estimate of the
AUC of the reduced model, which was 0.786 (95% CI,
0.722-0.844).

Copyright © 2018 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of 134 pregnant
women with suspected pre-eclampsia (PE) and soluble fms-like
tyrosine kinase-1/placental growth factor ratio > 38 at enrolment
at 24 + 0 to 36 + 6 wecks’ gestation, according to whether they had
PE at delivery

PE No PE
at Ao+ y at R A y
Characteristic (n=82) (n=152)
Measurements (#) 1(1-2) 1(1-3)
Age (years) 35(31-38) 36 (31.5-38)
BMI (kg/m?) 30.5 (26.8-33.3) 30.3 (27-34.5)
Pre-existing diabetes 0 3.8
Gestational diabetes 13.4 TT
Nulliparous 731 65.3
In-vitro fertilization 6.3 10.2
PE in previous pregnancy 1.3 6.1
CH 11.3 3.9
FGR 20.7 34.6
Platelets (10%/L) 201 (152-230)* 215 (182-284.5)
Data at delivery
GA (weeks) 34.5 (32.0-35.5)* 37.4 (34.4-39.0)
Systolic BP (mmHg) 148 (134-165)* 133 (125-141)
Diastolic BP (mmHg) 89.5 (80-97)* 83 (76-92)
Proteinuria 58.9% 11.1
Reason for suspected PE}
New-onset hypertension 542 58.9
Worsening of CH 1.7 1.8
New-onset proteinuria 27.5% 1.8
FGR 7.5 16.1
Symptomsit 0.9 3.5
Abnormal uterine perfusion 8.3 17.9

Data are given as median (interquartile range) or %. *P < 0.05 for
comparison with women without PE. tThere may have been more
than one reason for suspected pre-eclampsia. $Majority of
symptoms were feet edema. BMI, body mass index; BP, blood
pressure; CH, chronic hypertension; FGR, fetal growth restriction;
GA, gestational age.

Table 2 Clinical findings from 270 samples from 134 pregnant
women with suspected pre-eclampsia (PE) and soluble fms-like
tyrosine kinase-1 (sFlt-1)/placental growth factor (PIGF) ratio > 38
at enrolment at 24 + 0 to 36 + 6 weeks’ gestation, according to
whether they had delivery with PE within 1 week of sampling

No delivery with Delivery with
PE within 1 week PE within 1 week
Parameter (n=198) (m=72)
GA (weeks) 32.5 (30-35) 33.3 (30.2-35)
s-Flt-1/PIGF ratio 102 (60-208) 293.5 (129.5-534)"
NT-proBNP (IU/L) 59 (33-106) 159 (81.5-409)*
Uric acid (mg/dL) 4.9 (4.1-5.6) 5.9 (5.05-7.35)*

Uric acid Z-score 1.50 (0.58-2.46)
Uric acid Z-score = 1 64.6
Uric acid Z-score > 2 35.4

2.75 (1.77-4.09)*
87.5%
69.4%

Data are given as median (interquartile range) or %. Only first
measurement for each gestational week is included. *P < 0.01
compared with women without delivery with PE within 1 week.
GA, gestational age at sampling; NT-proBNP, N-terminal pro-B
natriuretic peptide.

As the study design was longitudinal and the risk of
presenting delivery with PE increased with GA, a fixed
cut-off of sFlt-1/PIGF ratio and NT-proBNP could not be
set. However, for the optimal cut-off of the ROC curve

Ultrasound Obstet Gynecol 2018; 51: 758-767.
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Figure 2 Receiver—operating characteristics (ROC) curve for
prediction of pre-eclampsia (PE) requiring delivery within 1 week in
134 women (270 samples) with suspected PE and soluble fms-like
tyrosine kinase-1 (sFlt-1)/placental growth factor (PIGF) ratio > 38,
for combined-risk generalized estimating equation (GEE) model of
N-terminal pro-B natriuretic peptide (NT-proBNP), gestational age
at time of measurement and soluble sFlt-1/PIGF ratio ( ,area
under the curve (AUC) = 0.845), and for GEE reduced (without
NT-proBNP) model (--—, AUC=0.786). Optimal cut-off of ROC
curve (which maximizes Youden index) of combined model is
indicated (- - --); there is false-positive reduction of 18.2% at this
point. DeLong test, P=0.011.

(which maximizes the Youden index) of the combined
model, the sensitivity and false-positive rate (FPR) were
73.6% and 14.1%, respectively. For the same sensitivity,
the FPR of the reduced model increased to 32.3%. This
means that, by adding NT-proBNP, a FPR reduction that
is 18.2% greater than that using different cut-offs of the
sFlt-1/PIGF ratio could be achieved.

Complementary analysis

We also performed post-hoc retrospective analyses
considering only one measurement per patient in order to
assess the behavior of predictors in different situations.

NT-proBNP as a short-term marker

In pregnancies delivered without development of PE
(n=152), NT-proBNP did not vary throughout the preg-
nancy (median=38; IQR,25-67). Spearman’s correla-
tion coefficient for the relationship between NT-proBNP
and GA at first determination was not significantly differ-
ent from 0 (r, -0.135; P =0.35) (Figure S1).
Longitudinal assessment of sFlt-1/PIGF ratio and
NT-proBNP was performed considering delivery as the
reference point. During the last 2 weeks of pregnancy,
sFlt-1/PIGF ratio and NT-proBNP were both significantly

higher in pregnancies presenting PE at delivery compared

Copyright © 2018 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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with those not affected. When considering samples
obtained before 2weeks of delivery, this difference
was also significant for sFlt-1/PIGF ratio but not for
NT-proBNP (Figures 3 and 4). This finding indicates that
NT-proBNP increases in pregnancy with PE that is close
to delivery.

In order to ensure that maternal features did not alter
NT-proBNP level, NT-proBNP distributions were com-
pared between pregnancies with and those without diverse
dichotomic factors (gestational diabetes, chronic hyper-
tension, parity, PE in previous pregnancy, in-vitro fertil-
ization, FGR, obesity, maternal age > 40 years), consider-
ing only pregnancies without PE. We also assessed the cor-
relation between NT-proBNP and the continuous factors
body mass index and maternal age on pregnancies that
did not deliver as a result of PE. All performed tests gave
a non-significant result (Table S1 and Figures S2 and S3).
Race, renal disease and previous diabetes were not
assessed because there were no Afro-Caribbean subjects
or patients with nephropathy, and only two patients with
pre-existing diabetes.

Isolated FGR

A total of 34 (25.4%) out of 134 pregnancies did not
exhibit isolated FGR or PE at delivery, 18 (13.4%) pre-
sented isolated FGR and 82 (61.2%) experienced PE with
or without FGR. Considering only the last measurement
for each pregnancy, predictors were compared between
the three groups. Median sFlt-1/PIGF ratio was 58 (IQR,
44-79) for normal pregnancies, 143 (IQR, 58-321)
for the isolated FGR group and 174.5 (IQR, 97-457)
for the PE group. Median NT-proBNP was 47.5 (IQR,
25-89) for normal pregnancies, 48 (IQR, 24-59) for
the isolated FGR group and 156.5 (IQR, 78-343) for
the PE group. There were significant differences in the
sFlt-1/PIGF ratio between normal pregnancies and the
isolated FGR group, and between normal pregnancies
and the PE group, but not between the isolated FGR and
PE groups (P =0.14). Conversely, there were significant
differences in NT-proBNP between normal pregnancies
and the PE group, and between the isolated FGR and
PE groups, but not between normal pregnancies and the

isolated FGR group (P =0.56) (Figure 5).

Chronic hypertension

A total of 11 (8.2%) pregnancies were affected by chronic
hypertension, of whom seven delivered as a result of PE
before 38 weeks of gestation.

Considering only the last included measurement, we
did not detect any significant variation in NT-proBNP
at first determination between pregnancies without
hypertension (n=40; median=35; IQR, 24.5-62.5),
pregnancy-induced hypertension (7= 10; median = 60.5;
IQR, 36-92), and chronic hypertension without PE
(n=2; median=30.5; IQR, 28-33). However, these
results may be biased because of the small number of
samples available in these subgroups.

Ultrasound Obstet Gynecol 2018; 51: 758-767.
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Figure 3 Box-and-whisker plots of soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1)/placental growth factor (PIGF) ratio (a) and N-terminal pro-B
natriuretic peptide (NT-proBNP) concentration (b) (both on logarithmic scale) in pregnancies with pre-eclampsia (PE) that delivered
prematurely (@) and those which did not (0), grouped according to number of weeks before delivery that measurement was taken. Only one
measurement per week for each patient was considered. Isolated fetal growth restricted pregnancies were excluded. Boxes represent median
and interquartile range (IQR) and whiskers represent 1.5 x IQR. sFlt-1/PIGF ratio cut-off of 38 is shown (- - - - ). Asterisks indicate
significant differences between groups (Mann—Whitney U-test, P < 0.05).
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Figure 4 Box-and-whisker plots of soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1)/placental growth factor (PIGF) ratio (a,c) and N-terminal pro-B
natriuretic peptide (NT-proBNP) concentration (b,d) (both on logarithmic scale) in pregnancies without pre-eclampsia (PE) or fetal growth
restriction (FGR) at delivery (Unaffected), with isolated FGR or with PE and premature delivery, when considering only last measurement in
final 2 weeks of pregnancy for each patient (104 pregnancies) (a,b), and only final measurement 2—4 weeks before delivery for each patient
(53 pregnancies) (¢,d). Boxes represent median and interquartile range (IQR) and whiskers represent 1.5 x IQR. sFlt-1/PIGF ratio cut-off of
38 is shown (-----). Arrows indicate significant differences between groups (Mann—Whitney U-test, P < 0.05).
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Figure 6 Box-and-whisker plots of soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1)/placental growth factor ratio (PIGF) (a) and N-terminal pro-B
natriuretic peptide (NT-proBNP) concentration (b) (both on logarithmic scale) in pregnancies with (m) and those without () pre-eclampsia
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Isolated fetal growth restriction (FGR) pregnancies were excluded. Chronic hypertension was present in 8.2% (11/134) of women. Boxes
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indicate significant differences between groups (Mann—Whitney U-test, P < 0.05).
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When chronic hypertension was present, there was
more overlapping of PIGF/sFlt-1 ratio concentrations
between pregnancies that developed PE and those that
did not. Consequently, while the difference in patients
without chronic hypertension was significant (P < 0.001),
when chronic hypertension was present, it was not
significant (P=0.22). On assessment of NT-proBNP,
the overlap was found to be decreased in the presence
of chronic hypertension, and differences maintained
statistical significance (P <0.001 for women without
chronic hypertension and P = 0.025 for those with chronic
hypertension) (Figure 6).

DISCUSSION
Although a sFlt-1/PIGF ratio of <38 has been demon-

strated to have a high negative predictive value for ruling
out PE'6, a limitation of this strategy for screening is the
high rate of false-positive results. In this cohort, 38.8%
(52/134) of pregnancies with a sFlt-1/PIGF ratio > 38 did
not exhibit PE at delivery and only 26.9% (36/134) devel-
oped this outcome during the following week. Therefore,
many attempts have been made to establish sFlt-1/PIGF
ratio cut-offs > 38, in order to increase the positive pre-
dictive value for PE'%1545-47_ On analyzing our data,
we identified three sources of false-positive results of
sFlt-1/PIGF ratio when predicting PE.

The first source is the time lapse between marker
alteration and the indication for pregnancy termination
as a result of PE. sFlt-1/PIGF ratio is a long-term
marker of poor placentation. Conversely, NT-proBNP
is a short-term risk marker and its level increases close to
delivery because of PE.

A second source is isolated FGR. A total of 51.4%
(18/35) of pregnancies with FGR did not develop PE.
The sFlt-1/PIGF ratio rises in severe and early-onset
cases of placental dysfunction (FGR with or without
PE)*. On the contrary, NT-proBNP is not altered in
the event of isolated FGR. Consequently, NT-proBNP
can help to classify isolated FGR-affected pregnancies,
which, in our opinion, is of paramount importance.
While there is no curative treatment other than pregnancy
termination, neonatal and maternal prognosis depends
on when this decision is taken. Pregnancy termination
should be decided on the basis of risk assessment, and
surveillance of the mother and fetus should define these
risks. The surveillance of pregnancy affected by PE should
focus on the mother (mainly through laboratory markers),
in order to prevent maternal complications. In contrast, in
pregnancy affected by isolated FGR, supervision should
be focused on the fetus and its wellbeing (mainly through
ultrasound markers). Therefore, we did not define PE
using the ISSHP 2014 revised statement, which includes
new-onset gestational hypertension with FGR without
any other maternal features (proteinuria)*®.

The final source of false-positive results identified was
chronic hypertension. Endothelial dysfunction, which
is the main finding in women with PE!'$1%) hampers
physiological adaptation to hemodynamic changes that

Copyright © 2018 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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occur during pregnancy. In women with chronic
hypertension, a lower degree of impaired placentation
may be sufficient for PE to develop, as a result of
pre-existing endothelial dysfunction in these patients®.
Accordingly, sFlt-1/PIGF ratio shows a more modest role
in predicting superimposed PE’152. NT-proBNP seems to
perform better in this situation, as it is not related to
impaired placentation.

Therefore, we compared the strategy of sFlt-1/PIGF
ratio using different cut-offs with a strategy combined
with NT-proBNP assessment. This study shows that
the addition of NT-proBNP assessment yields superior
results for the prediction of delivery with PE in the
subsequent week compared with the use of sFlt-1/PIGF
ratio alone, when the sFlt-1/PIGF ratio is > 38. This
therefore suggests that PE is a multisystemic disease from
a diagnostic point of view. Furthermore, markers of the
maternal manifestation of this placental dysfunction, such
as NT-proBNP, might help to differentiate PE from poor
placentation affecting only the fetus.

To our knowledge, this is the first study that longi-
tudinally assesses the performance of the combination
of these PE markers (sFlt-1/PIGF-ratio and NT-proBNP)
in the prediction of the need for pregnancy termination
as a result of PE. This is important as, currently, only
the first measurement for each patient of the sFlt-1/PIGF
ratio is validated for use in PE diagnosis (PROGNOSIS
study). Subsequent measurements in the same patient are
of unknown value because they cannot be considered as
being independent. We decided to use a GEE model as we
were interested in population average effects of proposed
markers, and this approach requires fewer assumptions
than a generalized linear mixed model, which includes
subject-specific random effects.

Recently, Verlohren et al.
NT-proBNP for predicting PE, and their results were
not conclusive®>. As NT-proBNP is a short-term marker,
only longitudinal studies (i.e. those that allow more than
one measurement per patient) are capable of defining its
role. However, consistent with our findings, high levels of
NT-proBNP were related to shorter pregnancy duration
in those with PE.

Factors that modify serum NT-proBNP in the
non-pregnant population are: heart failure and other
heart conditions; previous insulin-dependent diabetes’*;
increasing age®; race’®; and obesity’”. To date, adjust-
ment in the level of NT-proBNP for these conditions in
the pregnant population has not been reported. We did
not observe any need for factor adjustment in our cohort.

In our previous study, we observed no carly-onset
PE when the baseline sFlt-1/PIGF ratio was <38 in
105 samples taken at between 24+0 and 33+6
weeks’ gestation®2. This finding is consistent with the
PROGNOSIS study post-hoc analysis, which reported
a 95% negative predictive value of PE at 4 weeks’®.
Therefore, the value of subsequent measurements of the
sFIt-1/PIGF ratio for predicting early-onset PE should be

investigated further.

assessed the role of

Ultrasound Obstet Gynecol 2018; 51: 758-767.
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As an initial approximation of the role of these markers

in PE, we assessed PE as a unique entity. If a sufficient
number of patients are enrolled, we would hope to
assess the role of each marker for predicting early- and
late-onset PE independently. We encourage researchers
to characterize more clearly the maternal manifestations

associated with placental dysfunction in order to reduce
the FPR of PE prediction.
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SUPPORTING INFORMATION ON THE INTERNET

The following supporting information may be found in the online version of this article:

Rho of —0.135 (P=0.35).

Figure S2 Scatterplot with regression line for relationship of N-terminal pro-B natriuretic peptide and
maternal age at inclusion, considering pregnancies that did not develop pre-eclampsia (2= 52). Spearman’s

Rho of —0.163 (P=0.253).

Figure S3 Scatterplots with regression lines for relationship of N-terminal pro-B natriuretic peptide and body
mass index, considering first determination of pregnancies that did not develop pre-eclampsia (7= 52).

Spearman’s Rho of —0.144 (P=0.388).

Table S1 Evaluation of influence of dichotomic factors on N-terminal pro-B natriuretic peptide concentration
in pregnancies without pre-eclampsia (2= 52). Only first measurement of each patient is considered

Figure S1 Scatterplot with regression line (--—) for relationship of N-terminal pro-B natriuretic peptide and
gestational age at inclusion, considering pregnancies that did not develop pre-eclampsia (2= 52). Spearman’s
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ABSTRACT

Introduction: Short-term prediction of preeclampsia using sFIt-1/PIGF ratio has high
false positive rate. Therefore, we developed a prognostic prediction tool that predicts
early-onset preeclampsia (EO-PE) leading to delivery within one week on pregnancies
with an sFlt-1/PIGF ratio above 38 and compared it with an analogous model based on

sFlt-1/PIGF ratio and with the 655 sFlt-1/PIGF ratio cutoff.

Methods: cohort study of 363 singleton pregnancies with clinical suspicion of
preeclampsia before 34 weeks of gestation, allowing repeated assessments (522). 213
samples with an sFlt-1/PIGF ratio above 38 were assessed to construct and identify the
best-fit linear mixed model. NT-proBNP, sFlt-1 MoM, PIGF MoM and sFlt-1/PIGF ratio

combined with gestational age (GA) were assessed.

Results: None of the pregnancies with an sFlt-1/PIGF ratio of 38 or below developed
early-onset preeclampsia (309 samples from 240 pregnancies). Conversely, 47 women
of 213 assessments (22.1%) with an sFlt-1/PIGF ratio above 38 developed the assessed
outcome. The selected model included sFlt-1 MoM, NT-proBNP and GA. Differences in
AUC were observed between the selected model and the GA + sFIt-1/PIGF model
(P=0.04). At an sFlt-1/PIGF ratio cutoff of 655, detection rate was 31.9% (15/47), while

the selected model detection was 55.3% (26/47) (P=0.008).

Discussion: Considering repeated assessments, the sFlt-1/PIGF ratio of 38 or below
adequately ruled out EO-PE leading to delivery within one week. However, when sFlt-
1/PIGF ratio is above 38, the prediction tool derived from linear mixed model based on
gestational age, NT-proBNP and sFlt-1 MoM provided a better prognosis prediction than
the sFlt-1/PIGF ratio.
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ABBREVIATIONS
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BP: blood pressure;

INTRODUCTION

Preeclampsia (PE) is a leading cause of maternal and perinatal complications®. Early-
onset PE is a rare and severe subtype of PE (0.2-0.5% of pregnancies) that presents

before 34 weeks of gestation?.

The main biochemical achievement in predicting PE is the definition of a cutoff point for
the soluble FMS-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) to placental growth factor (PIGF) ratio of
38 or below to rule-out PE in one week with a negative predictive value of 99.3%, in the
PROGNOSIS study3. On the other hand, the sFlt-1/PIGF ratio rises in pregnancies with
intrauterine growth restriction without PE* and has an elevated false positive rate, such
as 21.7% in the PROGNOSIS study and 32.5% in our previous study>. Therefore, no
treatment can be indicated to test positive pregnancies. However, levels of sFlt-1/PIGF
ratio correlate with the development of preeclampsia complications and shorter

pregnancy duration®.

Apart from placental dysfunction, women with PE experience cardiovascular

abnormalities such as increased blood pressure and peripheral vascular resistance,
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vasoconstriction, or reduced plasma volume’. The heart responds by producing N-
terminal pro-B-type natriuretic peptide (NT-proBNP), which shows higher
concentrations in women presenting with severe PE and may predict cardiovascular
complications®1°. Additionally, NT-proBNP levels do not change during pregnancy in

healthy women?!, and their transplacental transfer seems negligible!?.

There is a considerable rate of repeated consultations when PE is clinically suspected. In
our previous study!3, 42.6% of women with an sFlt-1/PIGF ratio alone above 38 had
repeated measurements, although only one determination per gestational week was

permitted.

The purpose of prolonging pregnancy duration in patients with clinical suspicion of early-
onset PE is the reduction of newborn morbidity due to decreasing the number of
preterm deliveries and their severity. This potential benefit is counterbalanced by
potential life-threatening maternal complications. Despite published randomized
clinical trials'*'®, the potential benefits of prolonging pregnancy duration are still
unclear. Recent guidelines advocate against the clinical use of angiogenic markers'’. An
improvement in the selection of pregnancies at risk of PE complications is proposed in

the present study.

The aim of the study is two-fold: to develop an online prognostic prediction tool to
predict delivery as result of early-onset PE within seven days of determination, in
pregnancies with an sFlt-1/PIGF ratio alone above 38 and to compare it with an
analogous model based on sFlt-1/PIGF ratio and with the sFlt-1/PIGF ratio alone 655

cutoff. When constructing the prognostic prediction tool, we also assessed the addition
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of NT-proBNP and the adequacy of using sFIt-1/PIGF ratio raw value or whether these

two markers should be gestational age adjusted and considered individually.

MATERIAL AND METHODS

Study design

This prospective cohort study was conducted at Hospital Universitario Central de
Asturias between January 2015 and November 2018 enrolling consecutive singleton
pregnancies with clinical suspicion of PE. The inclusion criteria were high blood pressure,
proteinuria, worsening of pre-existing hypertension or proteinuria, abnormal uterine
artery Doppler scan, headache not responding to analgesics, visual symptoms and/or
severe edema in pregnancies delivered in the institution. An abnormal uterine artery
Doppler scan was defined as a pulsatility index above the 95% percentile for the Spanish
population!®. Pregnant women who attended before 27 weeks of gestation or after 34
weeks of gestation were excluded. Twin pregnancies or with incomplete data were also
excluded. Women who had manifested PE were not excluded, as this would reduce the

external validity of the study.

The local ethics committee (CEIC-PA RISKPE1IW 175/2018) approved the study protocol

and each woman gave written informed consent to take part in the study.

We adopted a repeated measures design instead of using baseline measurements only
as the former allows risk to be continually reassessed at each gestational week if clinical

suspicion of PE persisted.

As the severity of PE can vary greatly, the evaluated endpoint was diagnosis of early-

onset PE leading to delivery within one week from the measurement. The clinical staff
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members making the decision to expedite delivery (gynecologists) were blinded to the
marker results. The laboratory staff members were blinded to subjects' clinical

information.

Funding
The funding organization played no role in the study design; in the collection, analysis,
and interpretation of data; in the writing of the report; or in the decision to submit the

report for publication.

Analytical assay

Blood samples were centrifuged at 1,200 g for 10 min. The sFlt-1, PIGF and NT-proBNP
concentrations were determined using an electrochemiluminescence immunoassay
(Elecsys PIGF, sFlt-1 and NT-proBNP) on the Cobas €601 automated immunoanalyser
(Roche Diagnostics, Germany) with a turnaround time of 18 min. The measuring ranges
were 3-10,000 pg/ml for PIGF, 10-85,000 pg/ml for sFlt-1 and 5-35,000 ng/ml for NT-
proBNP, with corresponding Limits of Quantification of 10 pg/ml, 15 pg/ml and 5 ng/ml,
respectively. The inter-assay coefficients of variation, determined with PreciControl
Multimarker 1 and 2 for PIGF and sFlt-1 and with PreciControl Cardiac 1 and 2 (Roche
Diagnostics, Germany) for NT-proBNP, ranged from 1.5% to 4.5% throughout the study.
No specific interferences have been reported for any of the assays used. Equations
describing sFlt-1, PIGF and sFlt-1/PIGF ratio medians per gestational week are described
in supplementary materials (see Table S2). Log transformation was used with the marker

values to overcome skewed data.

Diagnostic criteria
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PE was defined by the presence of de novo hypertension (systolic blood pressure (BP) >
140 mmHg and/or diastolic BP > 90 mmHg measured on two separate occasions at least
> 4 hours apart) after 20 weeks of gestation accompanied by proteinuria (= 300 mg/24h
or a protein/creatinine ratio = 30 mg/mmol). In the absence of proteinuria, preeclampsia
was defined as new onset of hypertension with the new onset of any of the following:
thrombocytopenia (< 100,000/pl), kidney failure (creatinine concentration > 1.1 mg/dl),
impaired liver function, pulmonary edema or cerebral or visual symptoms®®. To be
considered early-onset PE, the onset and thus the assessment had to occur before 34
weeks pregnancy?. Final outcomes were reviewed by an independent obstetrician and

assessed at time of delivery.

Intrauterine growth restriction was defined as an estimated fetal weight below the 10th
percentile as result of a pathological process that inhibits normal growth potential. This
pathological process must be demonstrated after 22 weeks of gestation by
oligohydramnios (amniotic fluid index below the 10th percentile) or a Doppler

ultrasound of the umbilical artery with a pulsatility index above the 95th percentile?.

Predictive model

Linear mixed models’ construction

Because multiple marker measurements were taken within each subject at different
time points, the usual regression model is inappropriate as it assumes independence
among observations?!. Therefore, we analyzed the data using linear mixed models,
which offer personal risk estimation, introducing a random component to the

prediction.
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In the model construction, we did not assess the a priori gestational risk for developing
PE, but rather we focused on the biochemical gestational varying parameters, therefore
we did not include patient data (maternal age, weight, comorbidities, etc.). The Wald
chi-squared test was used to decide the inclusion of covariates in the model applying a
backwards elimination process with p< 0.05. The gestational age at measurement was

retained to control potential confounding effects.

The open source, freely available R statistical software (R version 3.1.1)2> was used to

conduct all the statistical analyses.

Comparisons between groups were performed using the Mann-Whitney U test for
guantitative variables and Pearson’s chi-squared test and McNemar’s test for unpaired

and paired proportions, respectively.

RESULTS

A total of 381 pregnancies with suspected early-onset PE satisfied the eligibility criteria
during the study period. Seventeen twin pregnancies and one pregnancy with
incomplete data were excluded. To ensure a minimum interval between subsequent
determinations of seven days, 152 subsequent samples were excluded. 51.8% of
pregnancies had more than one assessment during the study period. Specifically, in
pregnancies with an sFlt-1/PIGF ratio alone above 38, 64.3% had evaluations at different
gestational weeks. Distribution of number of samples per pregnancy is shown in figure
S1. The final number was 363 women and 522 samples suitable for analysis (see Figure

1).

We considered samples with an sFlt-1/PIGF ratio alone of 38 or below as at low risk of

developing PE within one week? (309 samples from 253 pregnancies) and developed
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the predictive models with samples with an sFlt-1/PIGF ratio alone above 38 (213
samples from 123 pregnancies). Twelve pregnancies initially had an sFlt-1/PIGF ratio
alone of 38 or below but subsequently rose above 38 and only one pregnancy did the

opposite.

Of the 309 samples from 253 pregnancies with an sFlt-1/PIGF ratio alone of 38 or below,
none developed early-onset PE. Conversely, 42.3% (52 of 123) of pregnancies with an
sFlt-1/PIGF ratio alone above 38 delivered with early-onset PE. However, only 22.1% (47
of 213 samples from 123 pregnancies) were diagnosed with early-onset PE leading to
delivery within one week. Note that five pregnancies that delivered with early-onset PE
did not have any blood test during the last week of pregnancy. Table 1 shows the
epidemiological and clinical characteristics of the subcohort with an sFlt-1/PIGF ratio
alone above 38, according to pregnancy outcome. Table S1 shows the epidemiological

and clinical characteristics of the whole study population.

The majority of deliveries with PE were induced deliveries.

Description of NT-proBNP variation in pregnancies that developed PE has been
described in a previous article’®. NT-proBNP did not vary significantly during the
considered gestational weeks in pregnancies that did not develop PE (Pearson
correlation= -0.092 p= 0.149) (see Figure S2). In contrast, sFlt-1, PIGF and sFlt-1/PIGF

ratio changed with gestational age.

Individual gestational age-corrected marker models

When assessing individual marker prediction performances combined with gestational

age, we observed a significant difference between the AUC of the PIGF MoM model and
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the AUC of the sFlt-1 MoM model (p< 0.001), being lower the PIGF MoM model AUC

(Figure 2). Each model AUC is detailed in Table 2.

Combined markers models

Addition of NT-proBNP to sFlt-1/PIGF ratio raw value

The estimate of the AUC of the model that includes gestational age, sFlt-1/PIGF ratio
raw value and NT-proBNP was significantly greater (DelLong test, p= 0.013) than the

estimate of the AUC of the model without NT-proBNP (Figure 3, left panel).

Use of sFlt-1/PIGF ratio

PIGF MoM was excluded from the MoM transformed marker model during its
construction because of a lower prediction ability. We did not consider including sFlt-

1/PIGF ratio MoM in the models as the inclusion of PIGF MoM was non-informative.

The estimate of the AUC of the model that combines gestational age, sFlt-1 MoM and
NT-proBNP was significantly greater (p= 0.031) than the estimate of the AUC of the
model without NT-proBNP (Figure 3, right panel). Therefore, the selected model for the
prognostic prediction tool included gestational age, sFlt-1 MoM and NT-proBNP.
Parameters of the selected model are described in Table S3 (supplementary materials).
The prognostic prediction tool is freely available at

http://sbpsoftware.com/peprogntool

The AUC of the model that combines gestational age, sFlt-1/PIGF ratio raw value and
NT-proBNP was slightly greater than the selected model (gestational age and sFlt-1

MoM and NT-proBNP), however no significant differences were observed (p= 0.648).
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Conversely, the AUC of the selected model was greater than the AUC of the model that

combines gestational age and sFlt-1/PIGF ratio raw value (p= 0.044).

Subgroup analysis

Prediction ability (AUC comparison) of the model that combines gestational age and sFlt-
1 MoM and NT-proBNP did not differ from the model without NT-proBNP in pregnancies
with intrauterine growth restriction (p= 0.200) or chronic hypertension (p= 0.361) (see

Figure S3).

Model performance

When considering determinations with sFlt-1/PIGF ratio alone above 38 (213 samples
from 123 pregnancies), the model that combines gestational age, sFlt-1 MoM and NT-
proBNP reached a detection rate of 59.6% at a 5% false positive rate cutoff level, which
was significantly greater (p= 0.001) than the model without NT-proBNP (31.9%). At this
cutoff level, the likelihood ratio of a positive test was 12.4 (95% Cl: 6.0-25.3). In other
words, the odds of developing the event was increased twelvefold when the prognostic

prediction tool result was positive.

When considering all included determinations, independently from the sFlt-1/PIGF ratio
alone (522 samples from 363 pregnancies), the false positive rate of the application of
the criterion based on the elevated sFlt-1/PIGF ratio alone (cutoff value of 38) have been
reduced from 34.9% (166/475) to 1.5% with the application of the severely elevated sFlt-
1/PIGF ratio alone (cutoff value of 655) (7/475) and 1.7% with the application of the
prognostic prediction tool (8/475) to pregnancies with an sFlt-1/PIGF ratio alone above
38, at the expense of a detection rate reduction from 100% (47/47) to 31.9 % (15/47)

and 59.6%, (28/47) respectively. On the other hand, the positive predictive value of the
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application of the elevated sFlt-1/PIGF ratio alone criterion has been increased from
22.1% (47/213) to 68.2% with the application of the severely elevated sFlt-1/PIGF ratio
alone criterion (15/22) and 77.8% with the application of the prognostic prediction tool
(28/36) (see Table 3). The severely elevated sFlt-1/PIGF ratio alone criterion showed a
similar false positive rate to that of the prognostic prediction tool (1.7 vs 1.5 p=0.739).
Conversely, the detection rate obtained by the severely elevated sFlt-1/PIGF ratio alone
criterion is lower than the detection rate obtained by the prognostic prediction tool
(31.9 vs 59.6% p=0.002). Even when the same false positive rate is used for both tests,

the detection rate differences remain significant (31.9 vs 55.3% p=0.008).

33.9% of samples (177/522) had an elevated sFlt-1/PIGF ratio alone and a negative result
of the selected model. 10.7% (19/177) of them developed early-onset PE leading to

delivery within one week.

DISCUSSION

Repeated assessments are frequent when early-onset preeclampsia is suspected,
particularly in pregnancies with sFlt-1/PIGF ratio alone above 38. Considering repeated
assessments, an sFlt-1/PIGF ratio alone of 38 or below adequately ruled out early-onset
PE within one week. However, when the sFit-1/PIGF ratio alone is above 38, the
combination of NT-proBNP and sFlt-1 MoM and gestational age reduced the false
positive rate of sFlt-1/PIGF ratio predicting short-term delivery as result of early-onset
PE and it improved the prediction performance compared to a model based on the sFlt-

1/PIGF ratio and also compared to higher sFlt-1/PIGF ratio alone cutoff values.

A study by Verlohren et al.? identified the cutoff value of 655 for the sFlt-1/PIGF ratio

alone (severely elevated), which was associated with early-onset PE leading to imminent
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delivery (within 48h). A more recent publication?* did not confirm the clinical relevance
of the previously described cutoff value. The present study does not support the use of
the sFlt-1/PIGF ratio alone cutoff of 655, because only 31.9% of pregnancies delivered
within a week with the diagnosis of early-onset PE. In comparison with the sFlt-1/PIGF
ratio alone 655 cutoff contingent strategy, the prognostic prediction tool obtains a

higher detection rate, at a similar false positive rate.

The main limitations of this study are the relative low number of cases with early-onset
PE (47 cases), and that the prediction performance of this algorithm has been tested in
the same population from which it was derived. Thereby, our results should be
considered with caution and validated in a larger cohort to ascertain the value of the
proposed model as a confirmatory test. However, the actual sample size has been
sufficient to prove the superiority of adding NT-proBNP to the model and showed the
detection rate reduction associated with the use of the sFlt-1/PIGF ratio model or the

sFlt-1/PIGF ratio alone higher cutoff values.

The advantage of using the sFlt-1/PIGF ratio alone cutoff level at 38 is the ease of
interpretation if it is negative. Repeated sFlt-1/PIGF ratio alone determinations of 38 or
below adequately rule out early-onset PE leading to delivery within one week. This
means that ambulatory management and repeated PE markers assessment in one week
seems a safe approach if suspicion persists, as no event has been observed in this group
(309 assessments). On the other hand, pregnancies with an sFlt-1/PIGF ratio alone above
38 require a more complex assessment as this cutoff value has a high false positive rate

(35.0%).
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We propose a contingent strategy in which gestational age, sFlt-1 MoM and NT-proBNP
are combined. The reason for not including sFlt-1/PIGF ratio in the model is that after
selecting pregnancies with an sFIt-1/PIGF ratio alone above 38, gestational age-adjusted
PIGF predictive ability is suboptimal and inferior than gestational age-adjusted sFtl-1.
The association of sFlt-1 levels and preeclampsia prognosis is consistent with reported
series by Baltajian?® et al and Peguero et al?®. Besides, the ratio between markers with

unequal discriminatory power is likely to be misleading and suboptimal?’-28,

Although the unavoidable detection rate loss (40% compared with sFlt-1/PIGF ratio
alone cutoff of 38), the low false positive rate (1.7%) of the PE prediction tool enables
the identification of a group of high-risk pregnancies and may allow treatment of
pregnancies with a positive result of a prognostic prediction tool (positive predictive
value = 77.8%), with low risk of iatrogenic consequences. This may indicate an induced
delivery and planning of adequate maternal and neonatal care. Moreover, existing
guidelines agree in the use of antenatal corticosteroids to enhance fetal lung maturity
before 34 weeks’ gestation if delivery is likely to be within the next 7 days?°. No position
can be recommended to pregnancies with an sFlt-1/PIGF ratio alone above 38 and a
negative result of the prognostic prediction tool, because 10.7% (19/177) delivered

within one week as result of early-onset PE.

Although there is a need for PE prognostic markers, the usual study designs that only
consider one test per pregnancy may not identify them. For instance, Verlohren et al.3°
assessed the role of NT-proBNP for predicting PE using regression analysis, and their

results were not conclusive.
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Maternal cardiac biophysical parameters have also been reported as predictors of

severe forms of PE3L. Therefore, future studies designed to address early-onset PE

prognosis and management should consider including NT-proBNP and the use of study

designs that allow repeated measurements.

Pregnancies with intrauterine growth restriction or chronic hypertension may require

specific or adjusted prognosis assessment, which was not possible in this study.
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TABLES

Table 1: Demographic and clinical characteristics of the subcohort with an sFlt-1/PIGF
ratio alone above 38 (123 women). Comparison is made between pregnancies with
early-onset preeclampsia leading to delivery within one week from last measurement
(outcome present) and pregnancies that did not (outcome absent). Comparisons
between groups were performed using the Mann-Whitney U test for quantitative

variables and Pearson’s chi-squared test for proportions, respectively.

Outcome present Outcome absent Si.gnificant
difference
(n=47) (n=76) (p< 0.05)
Characteristic
Number of measurements 1(1-3) 1(1-3) No
Age (years) 32 (30-35) 35 (33-36) No
BMI (kg/m?) 29.7 (27.7-30.8) 28.63 (28.0-31.2) No
Pre-existing diabetes, n (%) 1(2.1%) 6 (7.8%) No
Nulliparity, n (%) 40 (85.1%) 53 (69.7%) No
In vitro fertilization, n (%) 3 (6.4%) 10 (13.2%) No
PE in previous pregnancy, n (%) 1(2.1%) 6 (7.9%) No
Chronic hypertension, n (%) 6(12.8%) 6 (7.9%) No
Intrauterine growth restriction, n (%) 15 (31.9%) 36 (47.4%) No
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Platelets (103/ul) 201 (178-214)

Data at delivery

GA (weeks) 32.0(30.8-31.9)
Systolic BP (mmHg) 155 (148-160)
Diastolic BP (mmHg) 89 (86-92)
Proteinuria 39 (83.0%)

Reason for suspected preeclampsia®

New-onset hypertension 33 (70.2%)
Worsening of chronic hypertension 4 (8.5%)
New-onset proteinuria 33 (68.1%)
Intrauterine growth restriction 14 (29.8%)
Symptoms? 3 (6.4%)
Abnormal uterine perfusion 9(19.1%)

226 (212-251)

34.5(33.9-35.3)
138 (133-143)
82 (80-86)

27 (35.5%)

32 (42.1%)
6 (7.9%)

11 (14.5%)
29 (38.2%)
13 (17.1%)

20 (26.3%)

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

Yes

No

Yes

No

No

No

Resultados

Data are given as median (interquartile range) or number (percentage %). §: There may

have been more than one reason for suspected preeclampsia. 9: The majority of

symptoms were feet edema. GA, gestational age; BP, blood pressure.

Table 2: Area under the curve for prediction of delivery with early-onset preeclampsia

for developed models in pregnancies with sFlt-1/PIGF ratio above 38 (213 samples

from 123 pregnancies). 95% Cl: 95% confidence interval. GA: gestational age.

Model

GA + NT-proBNP

GA + sFit-1 MoM

GA + PIGF MoM

GA + sFlt-1/PIGF ratio

GA + sFlt-1/PIGF ratio +NT-proBNP
GA + sFlt-1 MoM +NT-proBNP

Area under the curve

Estimate
0.853
0.835
0.684
0.826
0.887
0.882

95% CI

0.784-0.914
0.766-0.898
0.604-0.761
0.753-0.894
0.824-0.941
0.823-0.934
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Table 3: Comparison of binary test performance of the sFlt-1/PIGF ratio alone cutoff of

38 criterion and its combination with the sFlt-1/PIGF ratio alone cutoff of 655 criterion

and the prognostic prediction tool using all the included population, independently

from sFlt-1/PIGF ratio value (522 samples). Pregnancies with an sFlt-1/PIGF ratio of 38

or below have been considered as negative for the prognostic prediction tool. 95% Cl:

95% confidence interval. DR: detection rate. FPR: false positive rate. PPV: positive

predictive value. NPV: negative predictive value. PLR: positive likelihood ratio.

Measure
of
accuracy
Positivity
DR

FPR

PPV

NPV

PLR

sFlt-1/PIGF ratio > 38

Estimate
40.8%
100%
35.0%
22.1%
100%
2.9

FIGURE LEGENDS

95% CI
36.5-45.1
92.4-100
34.6-39.3
16.3-27.9
98.8-100
2.5-3.2

sFlt-1/PIGF ratio > 655

Estimate
4.2%
31.9%
1.5%
68.2%
93.6%
21.7

Figure 1: Inclusion-exclusion flow-chart.

84

95% CI
2.7-6.3
19.1-47.1
0.6-3.0
45.1-86.1
91.2-95.6
9.3-50.5

Prognostic prediction

tool
Estimate
6.9%
59.6%
1.7%
77.8%
96.1%
354

95% CI
4.9-9.4
44.3-73.6
0.7-3.3
60.8-89.9
94.0-97.6
17.1-73.1



Resultados

381 patients were enrolled

- —

Y

Excluded:
Twin pregnancies (n=17)

Lost to follow-up (n=1)

152 invalid subsequent samples per gestational week

Study population (522 samples
from 363 pregnancies)

309 samples from 253 pregnancies

with an sFlt-1/PIGF ratio of 38 or below

0 early-onset preeclampsia leading to
delivery within one week

0 early-onset preeclampsia leading to
delivery within more than one week

4 late-onset preeclampsia with preterm
delivery

18 late-onset preeclampsia with term
delivery

213 samples from 123 pregnancies

with an sFlt-1/PIGF ratio above 38

47 early-onset preeclampsia leading to
delivery within one week

36 early-onset preeclampsia leading to
delivery within more than one week

17 late-onset preeclampsia with preterm
delivery

10 late-onset preeclampsia with term
delivery

Figure 2: Receiver operating characteristics (ROC) curve for median risk predictions of

early-onset preeclampsia leading to delivery within one week in 123 women (213

samples) with suspected early-onset preeclampsia and an sFlt-1/PIGF ratio above 38,

using a linear mixed model based on individual markers and gestational age (GA).

Significant differences between AUC estimates of the sFlt-1 MoM model (solid line)

and the PIGF MoM model (dashed line) were observed, referred to as A p-value (p<
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0.001). While no differences were observed between the NT-proBNP (dotted line) and

sFlt-1 MoM models, referred to as B p-value.
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Figure 3: Receiver operating characteristics (ROC) curve for median risk predictions of
early-onset preeclampsia leading to delivery within one week in 123 women (213
samples) with suspected early-onset preeclampsia and an sFlt-1/PIGF ratio above 38.
The curves show the predictive performance of generalized linear mixed (GLM) models
that combine gestational age (GA), and sFlt-1/PIGF ratio (left panel) and GA and sFlt-1
MoM (right panel) with NT-proBNP (solid line) and without NT-proBNP (dashed line).
Vertical dashed red line indicates 5% false positive rate. Addition of NT-proBNP to both

models significantly increases their predictive ability.
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4. Discusion

Por su facilidad de uso, el punto de corte de 38 del cociente sFlt-1/PIGF es idoneo para definir
un grupo de gestantes con sospecha cinica de preeclampsia y con bajo riesgo de
complicaciones en una semana. Esta conclusién del estudio PRIOGNOSIS se confirma con la
poblacién estudiada y también evaluando el parto con diagndstico preeclampsia como suceso

de interés. Esto ultimo indica el papel prondstico de este marcador.

Las pacientes con sospecha cinica de preeclampsia y con el cociente sFlt-1/PIGF mayor de 38
requieren de un asesoramiento prondstico mas complejo. Los modelos desarrollados en esta
tesis demuestran un mayor rendimiento diagndstico que niveles de corte mas elevados del
cociente sFlt-1/PIGFs. Se ha demostrado que la adicion de NT-proBNP a los modelos mejora los
resultados para la prediccidon de parto en una semana debido a preeclampsia (antes de las 37
semanas de gestacién) y preeclampsia precoz. Contrariamente, no se ha conseguido identificar
el acido uUrico como marcador prondstico. Esto puede ser debido a una correlacién mas débil,
que este estudio, limitado por el tamafio de la muestra, no ha podido identificar. Tampoco se
ha objetivado el beneficio de nuevas determinaciones de PIGF, una vez el cociente sFlt-1/PIGF
es mayor de 38 y se sospecha una preeclampsia precoz. La exclusién del PIGF se ha
demostrado que es debido a un bajo rendimiento diagndstico comparado con los otros

marcadores, entre las gestaciones con el cociente sFlt-1/PIGF mayor a 38.

4.1. Cociente sFlt-1/PIGF

En el primer articulo se ha comprobado la validez externa de los resultados del estudio
PROGNOSIS. Se ha ratificado la reproducibilidad del punto de corte de 38 para descartar el
diagndstico de preeclampsia y parto debido a preeclampsia en una semana y se corresponde
con el estudio original (valor predictivo negativo de 99.1 y 99.3% respectivamente). También

se ha comprobado su papel predictivo a las 4 semanas. Debido a que en nuestra poblacidn se
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ha observado una prevalencia de preeclampsia superior a la del estudio original, 25.6 y 12.9 %,
respectivamente, el valor predictivo positivo es superior en nuestro estudio que en el de
PROGNOSIS, pero la razén de verosimilitud positiva es equivalente 3.8 y 3.9, respectivamente.
Incluso este punto de corte descarta adecuadamente la preeclampsia precoz en
determinaciones realizadas antes de las 34 semanas, sin necesidad de repetirse
semanalmente. En este articulo, también se observa que el cociente sFlt-1/PIGF aumenta en

gestantes con RCIU aislado y en partos prematuros sin signos de insuficiencia placentaria.

En el segundo articulo se confirma el papel diferencial del cocienteFIt-1/PIGF y NT-proBNP en
pacientes con RCIU aislado en las 2 semanas previas al parto. La concentracion de NT-proBNP
se eleva en las 2 semanas previas al parto en la preeclampsia y no en RCIU aislado, mientras
que el cociente sFlt-1/PIGF se eleva tanto en las gestaciones afectas de preeclampsia, como en
RCIU y previamente a las 2 semanas previas al parto. Referente a las gestaciones con
hipertensidn crdnica, las pacientes con preeclampsia sobreafiadida no presentaban aumento
significativo del cociente sFlt-1/PIGF en las ultimas determinaciones, mientras que si que habia

una elevacidn significativa del NT-proBNP.

Tanto sFlt-1, como PIGF, cambian su concentracion a lo largo de gestaciones normales
aumentando la concentracién de sFlt-1 durante la gestacién, mientras que disminuye la de
PIGF. Por consiguiente, el cociente sFlt-1/PIGF aumenta de forma exponencial al final de la
gestacion (108). A pesar que estos hallazgos han sido constantes en la bibliografia, ain no se
optado por expresar estos marcadores en forma de multiplos de la mediana (MoM) de forma
habitual, teniendo en cuenta que la expresién de los parametros bioquimicos en MoM

disminuye la variabilidad entre laboratorios y reactivos.

A continuacion, se detallan las principales causas de falsos positivos del cocientesFlt-1/PIGF en

la prediccién de preeclampsia:
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e El aumento del cocientesFlt-1/PIGF en preeclampsia se produce antes que otros
marcadores como el NT-proBNP.

e El aumento del cociente sFlt-1/PIGF se eleva en casos de insuficiencia placentaria,
concepto que incluye la preeclampsia, pero también el RCIU aislado. Esta ultima
situacion es una fuente de falsos positivos. En el segundo articulo el 51.4 % de las
gestaciones afectas de RCIU aislado, no desarrollaron preeclampsia.

e En la hipertension crénica, el dafio endotelial preexistente puede reducir el umbral de
disfuncidn placentaria necesaria para desencadenar la preeclampsia.

e Lavariacion propia del cociente sFIt-1/PIGF en gestaciones normales y con
insuficiencia placentaria hace que puntos de corte fijos para toda la gestacién puedan
ser adecuados inicialmente, pero ser inadecuados en fases finales de la gestacion. Esta
fuente de falsos positivos se puede resolver trasformando los valores en MoM, propios

de cada poblacién.

Una vez establecida la poblacion de riesgo mediante el punto de corte del cociente sFlt- 1/PIGF
en 38, el articulo 3 demuestra que el marcador PIGF en MoM presenta un rendimiento
predictivo subdptimo e inferior a los otros marcadores, sFlt-1 y NT-proBNP. Debido a que el
cociente entre marcadores con poder discriminativo desigual puede ser engafioso, subdptimo
e innecesario, no se valora el cociente sFlt-1/PIGF como marcador predictivo de preeclampsia

precoz.

Un estudio de Verlohren et al (101), identifico el cociente sFlt-1/PIGF superior a 655 estaba
asociado a un parto inminente (en las siguientes 48 horas) en las pacientes con preeclampsia
precoz. Una publicacion mas reciente (109) no pudo confirmar la relevancia clinica del punto
de corte descrito. El tercer articulo no apoya el uso del punto de 655 del cociente sFlt-1/PIGF,
ya que solo un 31.9% de estas gestaciones dieron a luz con el diagnostico de preeclampsia

precoz a la semana de la determinacidon. Comparando las dos estrategias contingentes la
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herramienta predictiva desarrollada obtenia una mayor deteccién con una tasa de falsos

positivos similar.

La razdn para no incluir el cociente sFlt-1/PIGF en el modelo es que una vez seleccionadas las
gestantes con un cociente sFlt-1/PIGF mayor a 38 el PIGF ajustado por edad gestacional

muestra un poder predictivo subdptimo e inferior a sFlt-1 ajustado por edad gestacional.

El uso de la concentracién de sFlt-1 en MoM como Unico marcador prondstico en preeclampsia
precoz de los factores angiogénicos, es congruente con los hallazgos descritos en la
bibliografia. Recientemente, Peguero et (110) al demuestran que Unicamente cambios
longitudinales en la concentracién de sFlt-1 estdn relacionados con la aparicion de
complicaciones, en una cohorte de 63 gestantes afectas de preeclampsia precoz. Ademas, los
cocientes entre marcadores con poder discriminante desigual son probablemente engafiosos y

subdptimos (111,112).

4.2. NT-proBNP

Se ha evidenciado que su determinacidn mejora la prediccidn a corto plazo de la necesidad de
finalizacidn del embarazo debido a preeclampsia, en comparacion con el cociente sFlt-1/PIGF
cuando éste es mayor de 38. EI NT-proBNP también mejora la prediccidn a corto plazo de la
necesidad de finalizacidn del embarazo debido a preeclampsia precoz en gestaciones con

cociente sFlt-1/PIGF mayor a 38.

El NT-proBNP es producido por el miocito en respuesta al estiramiento del miocardico inducido
por la sobrecarga de volumen ventricular o la isquemia. La funcidn fisioldgica del péptido
natriurético es aliviar esta carga de trabajo, aumentando la natriuresis, la diuresis, la
permeabilidad capilar y relajando los vasos periféricos. Su concentracidn en suero se ha
correlacionado con el prondstico de la insuficiencia ventricular. Por ello, se utiliza en la practica

clinica para evaluar las disfunciones ventriculares y la insuficiencia cardiaca (113). Las

91



alteraciones vasculares (disminucién del gasto cardiaco, incremento de la presion arterial,
reduccion del volumen plasmatico, aumento de la resistencia vascular y vasoconstriccion
generalizada) que acontecen en la preeclampsia estimulan su produccién. Existen varios
estudios que correlacionan el NT- proBNP con el desarrollo, precocidad y gravedad de la
preeclampsia (114,115), siendo reflejo de la disfuncidn diastdlica del ventriculo izquierdo que
tiene lugar en la preeclampsia. Los niveles de NT-proBNP no se modifican a lo largo de

gestaciones normales (116). Tampoco se ha descrito paso transplacentario del mismo (117).

Aungue existen evidencias de que la circulacidn fetal de gestaciones afectas de RCIU se

encuentra elevada (118).

Lacovidou N y col. encontraron concentraciones plasmaticas de NT-proBNP en gestantes
afectas de RCIU similares a los hallados en gestantes sanas (119). Asi mismo, a pesar de que las
gestaciones afectas de RCIU tienen un riesgo aumentado para desarrollar enfermedades
cardiovasculares en la vida posnatal (120), apenas existen estudios que evalten la funcién
ventricular en las gestantes afectas de RCIU aislado. También se han descrito parametros
cardiacos biofisicos como predictores de formas severas de preeclampsia (121). Por ello,
futuros estudios disefiados para evaluar el prondstico de la preeclampsia precoz deberian

incluir el NT-proBNP y otros parametros de la funcién cardiaca materna.

4.3. PP-13

La proteina placentaria 13 no ha sido objeto de estudio en esta tesis doctoral. La mayoria de
estudios sobre su rendimiento predictivo en preeclampsia son de primer trimestre. A pesar de
ser la primera proteina que altera su concentracidn en las pacientes que desarrollaran
preeclampsia, no ha demostrado su utilidad en ninguna revision sistematica (48,122). Cabe
destacar que la mayoria de estudios en que se ha valorado la PP13, ésta se determina entre las

11y 13 semanas, donde el papel de PIGF es superior.
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Un estudio realizado en el tercer trimestre destaca que, a pesar de mantener una expresion
inhibida, se encuentran elevadas concentraciones de PP13 en suero de gestaciones con
preeclampsia precoz respecto a los controles de la misma edad gestacional, debido a una
mayor liberacién de microparticulas del sincitiotrofoblasto. Esta liberacién de microparticulas
por el sincitiotrofoblasto que contienen PP13, puede ser la expresion bioquimica de una
maduracién acelerada de las vellosidades placentarias (43), hecho no observado en la
preeclampsia tardia, lo cual apoyaria la teoria de etiopatogenias diferenciadas de las dos
enfermedades. Esta proteina placentaria no ha sido valorada como predictora de preeclampsia

precoz en el segundo y tercer trimestre de embarazo.

4.4, Prediccidon prondstica en preeclampsia

En el articulo segundo y tercero se han desarrollado herramientas de prediccion prondstica en
preeclampsia, en general, y preeclampsia precoz, respectivamente. En el segundo articulo, se
ha desarrollado un modelo GEE que estima el riesgo poblacional. En el tercer articulo, se ha
desarrollado un modelo mixto, que estima un riesgo personal introduciendo un factor
aleatorio a la estimacidn. La variabilidad de este factor variara de forma inversa a la precisién

de las estimaciones.

45. Limitaciones

Debido a tratarse de un estudio unicéntrico, con una muestra limitada por la duracién del
estudio, no se ha podido descartar que el acido urico sea un candidato como marcador
prondstico en estudios futuros. Tampoco, se ha podido asegurar la independencia del cociente
sFIt-1/PIGF de la concentracidn de NT-proBNP, ya que la introduccién de un factor de
interaccion en los modelos hubiera atentado contra la norma intuitiva de disponer de un
minimo de 10 casos por marcador introducido en la regresién multiple. Esperemos que futuros

estudios con muestras mds amplias puedan demostrar esta independencia.
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Cabe también destacar que el algoritmo analizado se ha examinado en la misma poblacién en
la que se ha desarrollado. Por los motivos expuestos, las conclusiones deben ser interpretadas
con precaucion y validadas externamente en una cohorte de mayor tamafio, para asegurar la
utilidad del modelo como prueba confirmatoria. A pesar de ello, la medida de la muestra ha
sido suficiente para demostrar la superioridad de afiadir NT-proBNP al modelo y ha
demostrado la reduccidn de la tasa de deteccidn asociada con el uso de modelos basados
exclusivamente en el cociente sFlt-1/PIGF o puntos de corte superiores del cociente sFlt-

1/PIGF.

Las gestaciones afectas de RCIU e hipertensién crénica pueden requerir una herramienta de
prediccién del prondstico de la preeclampsia precoz especifica. El estudio descrito en el tercer
articulo no pudo demostrar una mejor prediccidn en estos subgrupos, al afiadir NT-proBNP al

modelo, probablemente debido a insuficiente poder estadistico en andlisis de subgrupos.

4.6. Implicaciones

El objetivo de prolongar la duracion de la gestacion ante la sospecha clinica de preeclampsia
precoz es la reduccidn de la morbilidad neonatal, por la reduccidn del nimero de partos
pretérmino y su severidad. Este beneficio potencial esta contrarrestado por las potenciales
complicaciones maternas que ponen en peligro sus vidas. Se han realizado varios ensayos
clinicos randomizados (81-83) para responder cual es el riesgo que prevalece, sin una
respuesta clara al respecto. Guias clinicas recientes (5) abogan en contra del uso clinico de los
factores angiogénicos. Una mejor seleccion de las gestaciones en riesgo de complicaciones

como la propuesta en la presente tesis, podria cambiar esta situacién.

Actualmente la investigacién en preeclampsia se centra, principalmente, en el uso del
desequilibrio angiogénico para decidir la necesidad de finalizacion de la gestacion. Los
resultados de esta tesis doctoral aportan una nueva perspectiva con la que valorar la

preeclampsia. Se ha identificado un nuevo marcador prondstico de preeclampsiay se ha
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desarrollado una herramienta de asesoramiento prondstico para la preeclampsia precoz. Con
ello se pretende sentar las bases, en cuanto a disefio de estudios y analisis estadistico, para la
identificacion y desarrollo de otros marcadores prondsticos. Nuestro objetivo es ayudar al

clinico a identificar las gestantes tributarias de finalizar la gestacion para reducir la morbilidad

y mortalidad materna asociada a preeclampsia, sin aumentar la fetal.

Hemos observado que, ante la sospecha de preeclampsia precoz, son frecuentes las
evaluaciones repetidas del cociente sFlt-1/PIGF, particularmente cuando esta es superior a 38.
La ventaja de usar solamente el cociente sFlt-1/PIGF es la facilidad de interpretacion si es
menor a 38. Considerando determinaciones repetidas, el cociente sFlt-1/PIGF de 38 o menor
descarta correctamente, en el plazo de una semana, el parto debido a preeclampsia precoz.
Esto significa que el manejo ambulatorio y la repeticién de marcadores de preeclampsia en
una semana, si la sospecha clinica persiste, es una aproximacion segura en estas gestantes. En
el presente estudio, no se han observado eventos adversos en este grupo de gestantes (309
evaluaciones). Por otro lado, las gestaciones con cociente sFlt-1/PIGF mayor a 38 requiere una
evaluacion mas compleja, ya que este punto de corte tiene una alta tasa de falsos positivos
(35%). Por este motivo, se han construido modelos que permiten multiples evaluaciones por
cada gestante con el cociente sFIt-1/PIGF mayor a 38, restringidas a una determinacion por

semana gestacional.

En el segundo articulo, se ha observado una reduccion de los falsos positivos en la prediccién
de parto con diagndstico de preeclampsia a la semana tras la adicién de NT-proBNP a un
modelo GEE basado en el cociente sFIt-1/PIGF y la edad gestacional, en gestantes con
sospecha clinica de preeclampsia y un cociente sFlt-1/PIGF mayor a 38. Este modelo predictivo
no es util para la valoracién del riesgo de cada paciente, ya que los modelos GEE no tienen en
cuenta el efecto del azar en la distribucion del riesgo y por ello determinan el riesgo a nivel

poblacional.
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La concentracidn de acido Urico se encuentra significativamente elevado en las pacientes que
desarrollan preeclampsia que conduce al parto durante la semana posterior a la
determinacidn, respecto la que no lo hacen en sus distinta formas (concentracion, z-score, z-
score > 1y z-score >2). A pesar de ello, su incorporacién a un modelo predictivo no ha
aportado mayor rendimiento del mismo. Por este motivo, el acido Urico ha sido rechazado

como marcador prondstico de preeclampsia a lo largo de esta tesis.

En el tercer articulo, se ha desarrollado un modelo predictivo mixto (GLM) para la prediccién
prondstica de preeclampsia precoz. Se observa que el rendimiento predictivo de preeclampsia
precoz que conduce al parto en menos de una semana en gestantes sospecha clinica de
preeclampsia precoz y cociente sFlt-1/PIGF mayor a 38 es significativamente mejor para
modelos GLM que combinan la edad gestacional con NT-proBNP o con sFlt-1 MoM, que con
PIGF MoM (Figura 2 del tercer articulo). El uso de multiples de la mediana para los marcadores
sFlt-1 y PIGF se ha realizado al demostrar su variacidn a lo largo de gestaciones que no
desarrollaron preeclampsia, contrariamente a lo que ocurre con el NT-proBNP. Ademas,
durante la construccidon de modelos predictivos que combinan varios marcadores, se ha
rechazado la incorporacion de PIGF MoM, por no aportar mayor rendimiento predictivo. Entre
las gestaciones que presentan sospecha clinica de preeclampsia y un cociente sFlt-1/PIGF
mayor a 38, la combinaciéon de NT-proBNP, el MoM de sFlt-1 y la edad gestacional identifica
mejor a las gestantes que desarrollaran el parto con diagndstico de preeclampsia precoz
durante la semana posterior a la evaluacién, comparado con un modelo andlogo basado en el
cociente sFlt-1/PIGF y con puntos de corte superiores del cociente sFlt-1/PIGF. Finalmente, se
propone una estrategia contingente en la que se combinan la edad gestacional, MoM de sFlt-1
y NT-proBNP, en las gestaciones con sospecha clinica de preeclampsia precoz y cociente sFlt-
1/PIGF mayor a 38, pendiente de validacion externa previa a su uso clinico, disponible en

http://sbpsoftware.com/peprogntool. Se ha descartado el uso del cociente sFlt-1/PIGF en el
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modelo ya que implica la introduccidn de un marcador prondstico de preeclampsia precoz

subdptimo (PIGF MoM).

El acido Urico no se ha valorado en como predictor de la preeclampsia precoz, al haberse

descartado como marcador de preeclampsia, previamente.

Comparando el punto de corte de 38, del cociente sFlt-1/PIGF, con la herramienta de
prediccién del prondstico de la preeclampsia precoz, hay una inevitable reduccién en la tasa de
deteccidn cercana al 40%, ya que la primera tiene una deteccién del 100%. A pesar de ello, la
baja tasa de falsos positivos de la herramienta de prediccidn del prondstico de la preeclampsia
precoz (1.7%) puede permitir en el futuro la identificacién de gestaciones de alto riesgo en las
que sea posible indicar su tratamiento con un bajo riesgo de yatrogenia, debido a que el valor
predictivo de estas gestantes es alto (77.8%). El posible tratamiento a indicar es la induccion
del parto y la planificacidon de una adecuada atencién neonatal. Ademas, las guias clinicas
existentes (94) estan de acuerdo en la administracidon de corticoides para aumentar la madurez
pulmonar fetal antes de las 34 semanas de gestacidn si se prevé el parto en los préximos 7
dias. No podemos aconsejar ninguna actitud en las gestaciones con un cociente sFlt-1/PIGF
mayor a 38 y un resultado negativo utilizando la herramienta de prediccion del prondstico de
la preeclampsia precoz, ya que 10.7% de estas gestantes parirdn en el plazo de una semana

como consecuencia de esta patologia.

La descripcion de un marcador de dafio cardiaco como marcador prondstico de la
preeclampsia tiene repercusiones patogénicas importantes. La primera es que la severidad de
la preeclampsia, no solamente depende del grado de insuficiencia placentaria, si no que varia
con la susceptibilidad de cada mujer. Este hecho hace que el funcionamiento de este marcador
sea mas prometedor que el cociente sFIt-1/PIGF en las gestaciones afectas de hipertensidn
cronica y RCIU, donde hay una susceptibilidad diferenciada para la preeclampsia, por exceso y

en el caso del RCIU aislado por defecto.
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Identificar un marcador de dafio cardiaco, como marcador prondstico de preeclampsia es
congruente con el hecho previamente descrito que la preeclampsia predispone las pacientes a
desarrollar patologia cardio-vascular al cabo de unos afios. Existen varios trabajos que
describen que gestantes con preeclampsia contindan con concentraciones elevadas de NT-
proBNP entre 3-5 meses después del parto (114,123,124). También apoya la hipdtesis que
centra la patogenia de la preeclampsia en la predisposicién cardiovascular materna,
subrayando la necesidad de seguimiento a largo plazo de estas pacientes para prevenir la
aparicion de accidentes cardio-vasculares. Esta predisposicidn, es probablemente debida a la
seleccion de la poblacion a riesgo que se produce durante el embarazo siendo éste una prueba

de esfuerzo que realiza el corazén de las mujeres.

4.7. Cuestiones abiertas y perspectivas futuras

Previa al uso clinico de esta herramienta prondstica de preeclampsia precoz, se requiere una
validacién externa de la misma. El rendimiento predictivo de esta herramienta se podra
mejorar principalmente, por dos vias. La primera, introduciendo nuevos marcadores
prondsticos independientes. Al tener que ser independientes, lo ideal es que estos marcadores
se originen por vias patogénicas distintas al equilibrio angiogénico y dafio cardiaco. Esto abre
un campo de investigacion de nuevos marcadores de la expresion clinica materna de la

insuficiencia placentaria.

Teniendo en cuenta la secuencia de sucesos en la patogenia de la enfermedad, debiera
reorientarse los esfuerzos de investigacion al desarrollo de marcadores prondsticos de
preeclampsia no relacionados con la insuficiencia placentaria, para complementar la
informacidn aportada por el equilibrio angiogénico, haciendo hincapié en el uso de

metodologias de analisis que permitan varias determinaciones por sujeto. Ejemplos:

e Estudios de marcadores de dafio endotelial

e Estudios dindmicos y funcionales del corazén(121)
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e Estudios de vascularizacion de la retina

e Excrecién urinaria de moléculas y estudio de la funcion renal
e Estudios funcionales hepaticos

e Niveles séricos de estroncio

e MoM dePP13

Una segunda via es la de personalizar la informacién obtenida con estos marcadores
prondsticos, combindndola con el riesgo previo de cada paciente, obtenido en el cribado de

preeclampsia del primer trimestre.

Para facilitar el avance de investigacion en la preeclampsia, las sociedades cientificas son
responsables de establecer una definicion homogénea para la preeclampsia, que sea inclusiva
y generalizable. La dificultad de esta misién radica en encontrar el equilibrio entre estas dos
caracteristicas mutuamente excluyentes. Algunos autores proponen introducir en la definicién
de preeclampsia el uso de factores angiogénicos (125). Dado que, como se ha demostrado en
esta tesis, el uso de estos factores esta asociado a una elevada tasa de falsos positivos, estos
autores proponen la sustitucidn por una definicion mds amplia insuficiencia placentaria en la
que se entremezclan los casos de preeclampsia, con los RCIU aislado, como pacientes sin
ninguna expresion clinica del desequilibrio angiogénico. La duda que plantea esta propuesta es

que tratamiento se va a proponer a las pacientes que cumplan con esta definicion.

Con la intencién de que la definicidn sea lo mas inclusiva posible, en los ultimos afios se ha
revisado exhaustivamente los requerimientos clinicos minimos necesarios para definir la
preeclampsia. La proteinuria, que en 2001 era un parametro imprescindible en definiciones
posteriores se ha sustituido por otros criterios de gravedad, que en algunos casos nada tienen
gue ver con la sintomatologia materna, como es el caso de RCIU (ISSHP 2014). Respecto al
criterio de la hipertensidn, recientemente se ha publicado un articulo que propone reducir los

valores de tension arterial requeridos (126). Con estos cambios se consigue aumentar el
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numero de gestaciones afectas de preeclampsia incluidas en la definicién, pero al mismo
tiempo se incluirdn cuadros clinicos sin las mismas repercusiones prondsticas que la

preeclampsia.

La principal utilidad de la definicién de preeclampsia en el desarrollo de pruebas diagndsticas
es ser usadas como referencia para valorar la efectividad de las mismas. Por este motivo, es
muy importante haber demostrado el alto rendimiento de una prueba diagndstica antes de
incluirla en la definicion misma de un cuadro clinico. En la actualidad, la alta tasa de falsos
positivos de los factores angiogénicos no hace recomendable su inclusién en la definicion del

cuadro clinico.

Para valorar la efectividad de herramientas que predicen el prondstico asociado a un proceso
patoldgico, deberia valorarse la necesidad de tratamiento. Por ejemplo, en la preeclampsia
dénde observamos un amplio abanico de complicaciones posibles, se puede valorar la
necesidad de finalizar la gestacién en un lapso de tiempo. Por este mismo motivo, en la
presente tesis se ha evaluado el prondstico de la preeclampsia, valorando la necesidad del

parto a corto-medio plazo.

La definicion de un proceso patoldgico puede tener otras utilidades. Si una vez ampliados los
criterios de la definicion de preeclampsia, usamos esta definicidn para indicar el Unico
tratamiento descrito (finalizacidn de la gestacion) antes de las 37 semanas de gestacion,
pueden aumentar la yatrogenia y la morbilidad fetal asociada a la prematuridad, al finalizar
mayor numero de gestaciones prematuramente. Contrariamente, podemos usar la definicion
de preeclampsia para definir un grupo de gestaciones con riesgo de mal prondstico materno y
fetal. Esta funcién, que es compartida con el cribaje de preeclampsia del primer trimestre,
puede servir para rescatar los casos no identificados con el cribaje que a lo largo de la

gestacion presentan clinica. Ante esta situacidon urge ofrecer al clinico una herramienta, sin
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aumentar la iatrogenia, que informe del prondstico de la gestacion, para poder indicar si

procede la finalizacion de la gestacion.

Segun la opinion del autor de esta tesis, la definicidon de preeclampsia deberia ser
exclusivamente clinica i basada en el prondstico asociado a este proceso patoldgico. Esta
definicidn se podria usar también para establecer un grupo de gestantes de riesgo, no
identificadas con el cribaje de primer trimestre. Los distintos marcadores de preeclampsia
deberian, en un segundo tiempo, usarse para establecer el prondstico de estas gestantes. La
indicacion de finalizar una gestacion con riesgo de preeclampsia deberia establecerse por
criterio clinico mientras estas herramientas no nos permitan establecer adecuadamente el
prondstico de la gestacidn, y distinguir cuadros clinicos con prondsticos fetales y maternos
distintos que requieren de tratamientos diferentes. Ademas, esta definicion no deberia

mezclar expresiones fetales, tales como el RCIU, con las maternas propias de la preeclampsia.

Los factores angiogénicos nos han permitido dar un paso adelante en la prediccion prondstica
de las pacientes con sintomas de preeclampsia. Pero no podemos quedarnos en el uso del
cociente sFlt-1/PIGF para determinar la conducta a seguir con estas gestaciones, habiendo
herramientas disponibles sin un coste afiadido significativo. Las futuras lineas de investigacién
determinaran que otros elementos se requieren para podernos hacer una idea adecuada de
gué gestaciones van a desarrollar complicaciones, tal y como ha sucedido con el cribaje de

preeclampsia en el primer trimestre.

Otra cuestidn que queda por establecer es la fisiopatologia de la preeclampsia, entendida
como expresion clinica materna de la insuficiencia placentaria. Como se ha expuesto en la
introduccion hay pocas certezas en la fisiopatologia de la preeclampsia. Principalmente, queda
por establecer si el desencadenante del cuadro clinico es una placentacién anémala en el
primer trimestre o una mala adaptacion cardiovascular materna al embarazo. Para afiadir

dudas sobre esta cuestidn, recientemente un metaandlisis pone en duda la segunda hipdtesis
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basandose en la ausencia de aumento de incidencia de preeclampsia en las gestaciones afectas
de cardiopatia, exceptuando la estenosis adrtica (127). Personalmente, debido a que
encuentro dificultoso conocer exhaustivamente los mecanismos etiopatogénicos, creo mas
productivo centrar las lineas de investigacidn en buscar la combinacién de marcadores que
permitan un asesoramiento prondstico de estas pacientes, siempre y cuando el mecanismo
subyacente de funcionamiento de estos marcadores tenga una explicacién patogénica

plausible, que no se haya descartado de forma fehaciente.

Establecer si la preeclampsia precoz (la que se presenta antes de las 34 semanas de gestacion)
tiene una patogenia diferenciada de la preeclampsia prematura (la que sucede entre las 34 y
37 semanas de gestacidn), es una discusion interesante, pero a la que no se ha pretendido dar
respuesta en esta tesis. En el tercer articulo, hemos focalizado la atencidn en la preeclampsia
precoz porque es la que concentra mayor morbilidad y mortalidad materna y porqué en estas
gestaciones la aplicacidn del Unico tratamiento existente, que es la finalizacién de la gestacion,
causa mayor repercusion neonatal en forma de prematuridad y morbilidad asociada. Por este
motivo, las lineas de investigacion futuras deberian concentrar los esfuerzos en la prediccion
de la preeclampsia precoz. En este subtipo de preeclampsia, se ha visto que tanto los
marcadores bioquimicos, como el cribaje de primer trimestre, tienen una mayor capacidad

predictiva.

4.8. Desarrollo de marcadores prondsticos de preeclampsia

El uso de disefios de estudios longitudinales (medidas repetidas), con las aproximaciones
estadisticas usadas en esta tesis se pueden utilizar para la identificacién y desarrollo de
marcadores prondsticos de preeclampsia, como los marcadores de disfuncidn endotelial. Las
nuevas lineas de investigacion deberan considerar este tipo de aproximacion estadistica, con
medidas repetidas, si se desea no desaprovechar recursos ni marcadores candidatos en la

prediccidén prondstica a corto plazo. Contrariamente, hay la posibilidad de descartar
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marcadores candidatos por tener un comportamiento propio de marcador agudo. Eso es, el

gue modifica su valor justo antes de la aparicién del suceso.
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5. Conclusiones
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

En las gestantes con sospecha clinica de preeclampsia, el cociente sFlt-1/PIGF menor
o igual a 38 descarta el parto debido a preeclampsia a la semana de la determinacion.
En las gestantes con sospecha clinica de preeclampsia y un cociente sFlt-1/PIGF mayor
a 38, el cociente sFlt-1/PIGF y la concentracién de NT-proBNP son marcadores de
parto a la semana debido a preeclampsia. La elevacién del cociente sFlt-1/PIGF es
previa a la elevacién de la concentracidn de NT-proBNP.

PIGF MoM es un predictor subdptimo del parto a la semana debido a preeclampsia
precoz en gestantes con sospecha clinica y cociente sFlt-1/PIGF mayor a 38.
NT-proBNP y sFlt-1 MoM son predictores del parto a la semana debido a

preeclampsia precoz en gestantes con sospecha clinica y cociente sFlt-1/PIGF mayor a
38.

La combinacion de NT-proBNP, sFlt-1 MoM predice mejor que el cociente sFIt-1/PIGF
el parto a la semana debido a preeclampsia precoz, en gestantes con sospecha clinica
y cociente sFlt-1/PIGF mayor a 38.

Estudios con medidas repetidas permiten identificar marcadores agudos de disfuncién
endotelial.

Se ha desarrollado una herramienta confirmacién en la sospecha clinica de
preeclampsia precoz preeclampsia con el cociente sFlt-1/PIGF mayor a 38 que puede

tener una aplicacidn clinica.
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Figure 51 Scatterplot with regression line (----) for relationship of N-terminal pro-B
type natriuretic peptide and gestational age at inclusion, considering pregnancies that
did not develop pre-eclampsia (n=52). Spearman’s Rho of -0.135 (p=0.35).
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Figure 52 Scatterplot with regression line for relationship of N-terminal pro-B type
natriuretic peptide and maternal age at inclusion, considering pregnancies that did not
develop pre-eclampsia (n=52). Spearman’s Rho of -0.163 (p=0.253).
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Figure 53 Scatterplots with regression lines for relationship of N-terminal pro-B type
natriuretic peptide and body mass index, considering first determination of pregnancies
that did not develop pre-eclampsia (n=52). Spearman’s Rho of -0.144 (p =0.388).

Table 51 Evaluation of influence of dichotomic factors on N-terminal pro-B type
natriuretic peptide concentration in pregnancies without pre-eclampsia (n=52). Only
first measurement of each patient 1s considered.

Dichoiomic factor Factor preseni Factor absent P

Gestational diabetes’ 43 (22-63) 42 (27-74) 0.98
Chronic hypertension 3005 (28-33) 42 (25-T1) 0.51
MNulliparous 44 (27-67) 36(22-77) 0.90
Pre-eclampsia in previous pregnancy 63 (40-101.5) 41 (27-71) .66
In vitro fertilisation 27 (19-46) 45 (27.5-T4) 030
Intrauterine growth restriction F5(32.5-11M T6(37.5-199.5) 0.18
BMI = 30 (kg/m?) 36 (28-73) 52 (27-89) 0.74
Maternal age =40 years' 29,5 (23.5-50.5) 49.5 (28-92) 0.46

120

Data are given as median (interquartile range). 1 There were only two pregnancies with
pre-existing diabetes (they were considered gestational diabetes). {Maternal age was
assessed at time of sampling. BMI, body mass index.
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Table S1: Demographic and clinical characteristics of the study sample (363 women).

Comparison is made between pregnancies with early-onset preeclampsia leading to

delivery within one week from last measurement (outcome present) and pregnancies

that did not (outcome absent). Comparisons between groups were performed using

the Mann-Whitney U test for quantitative variables and Pearson’s chi-squared test for

proportions, respectively.

Outcome present Outcome absent leifll :::::et
(n=47) (n=316) (p< 0.05)
Characteristic
Number of measurements 1(1-2) 1(1-2) No
Age (years) 34 (29-38) 34 (30-38) No
BMI (kg/m?) 29.7 (27.7-30.8) 29,7 (26,2-34,3) No
Pre-existing diabetes, n (%) 1(2.1%) 18 (5,7%) No
Nulliparity, n (%) 40 (85.1%) 194 (61,4%) Yes
In vitro fertilization, n (%) 3 (6.4%) 26(8,2%) No
PE in previous pregnancy, n (%) 1(2.1%) 28 (8,9%) No
Chronic hypertension, n (%) 6(12.8%) 24 (7,6%) No
Intrauterine growth restriction, n (%) 15 (31.9%) 63 (19,9%) No
Platelets (103/pl) 201 (178-214) 239 (200 —283) Yes
Data at delivery
GA (weeks) 32.0(30.8-31.9) 38.4 (37.0-39.9) Yes
Hypertension, n (%) 31 (66,0%) 59 (18,7%) Yes
Proteinuria, n (%) 39 (83.0%) 23 (7,3%) Yes

Reason for suspected preeclampsia®
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New-onset hypertension, n (%) 33 (70.2%)
Worsening of chronic hypertension, n (%) 4 (8.5%)
New-onset proteinuria, n (%) 33 (68.1%)
Intrauterine growth restriction, n (%) 14 (29.8%)
SymptomsT, n (%) 3 (6.4%)

Abnormal uterine perfusion, n (%) 9 (19.1%)

152 (48.1%)
5 (1.6%)

53 (16.8%)
42 (13.3%)
42 (13.3%)

113 (35.8%)

Yes

Yes

Yes

Yes

No

Yes

Data are given as median (interquartile range) or %. §: There may have been more
than one reason for suspected preeclampsia. §: The majority of symptoms were feet

edema. GA, gestational age; BP, blood pressure.

Table S2: Marker median values at each gestational week and their formulae. The
calculation excludes pregnancies that developed preeclampsia or intrauterine growth

restriction. Repeated samples in each gestational age group have also been excluded.

Gestational weeks + days

Variable

28+0 30+0 3240 33+4
sFit-1 14215 1633 1886 2362
(pg/mL)

PIGF (pg/mL) 369.55 326.80 311.90 212.50

sFit-1/PIGF 4 4 6 12
ratio
Samples 60 71 80 63

sFlt-1, soluble FMS-like tyrosine kinase-1; PIGF, placental growth factor; X, gestational

age in days.

Table S3: Selected model description. Fixed effects coefficients of the selected linear
mixed model built from 213 observations from 123 pregnancies with probit link
function. As fixed effects, we entered gestational age at determination (GA), log

transformed values of NT-proBNP and sFlt-1 MoM (without interaction terms) into the

122

Formula

F(X)=21122.3650-203.8084X+0.5275X2

F(X)=-3634.0547+40.4397X-0.1023X2

F(X)=Exp(55.1863-0.5273X+0.0013X2)

rZ

(adjustment)

0.986

0.912
0.999
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model. As random effects, we had intercepts for each pregnancy. The random effect
variance between pregnancies was 0.3. Akaike information criterion was 153.1. From
the y value provided by the model, the posterior risk (rt) for delivery with early-onset
preeclampsia within one week is given by the formula = ¢(y), where ¢ is the
cumulative distribution function of the standard normal distribution. Visual inspection

of residual plots did not reveal any obvious deviations from homoscedasticity or

normality.
Predictors Estimate Standard error p-value
intercept -6.7278  1.6344 <0.001
gestational age (GA) 0.2211 0.0948 0.020
log (NT-proBNP) 0.6611 0.1844 <0.001
log (sFlt-1 MoM) 1.0039 0.3750 0.007

FIGURE LEGENDS

Figure S1: Distribution of number of samples per patient.
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Figure S2: Distribution of NT-proBNP against gestational age at determination in 250
pregnancies that did not develop preeclampsia. Pearson correlation of -0.092 (p=

0.149).
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Figure S3: Receiver operating characteristics (ROC) curve for median risk predictions of

early-onset preeclampsia leading to delivery within one week in the subcohort with an

sFlt-1/PIGF ratio above 38 and intrauterine growth restriction (93 samples, 14 of which

developed the assessed outcome) in the left panel and with chronic hypertension (20

samples, 4 of which developed the assessed outcome) in the right panel, using a linear

mixed model combined with gestational age (GA). No significant differences between

AUC estimates of the sFlt-1 MoM model with NT-proBNP (solid line) and without NT-

proBNP (dashed line) were observed in intrauterine growth restriction affected

pregnancies (p=0.2), neither in pregnancies with chronic hypertension (p=0.361).
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