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RESUMEN

La preeclampsia (PE) es la complicacion médica més frecuente del embarazo. Representa
una de las principales causas de morbi-mortalidad materna y perinatal a nivel mundial,
especialmente aquellos casos graves y de aparicion precoz. En la PE existe una mala
adaptacion cardiovascular que, junto con la disfuncién endotelial, conllevan un escenario
de dafio cardiovascular. No se conoce exactamente cuél es el mecanismo subyacente ni
porqué las PE mas graves y precoces son las que asocian peor funcién cardiaca. Estas
alteraciones pueden persistir postparto, y la PE se reconoce como un factor de riesgo para

desarrollar enfermedad cardiovascular en el futuro.

El desequilibrio entre los factores angiogénicos y antiangiogénicos juega un papel
importante en la fisiopatologia de la PE: aumenta el factor antiangiogénico de la forma
soluble del receptor tipo tirosina quinasa-1 (sFlt-1) y disminuye el factor proangiogénico
factor de crecimiento placentario (PIGF). El ratio sFlt-1/PIGF se emplea como
herramienta clinica en el manejo de las gestantes con sospecha clinica de PE, con una
elevada sensibilidad y especificidad para la deteccion de PE y de sus complicaciones

graves.

La hipotesis de esta tesis es que el desequilibrio entre los factores angiogénicos y
antiangiogénicos determina el dafio cardiovascular y el prondstico de la PE; y que, por
otro lado, las gestantes con peor perfil angiogénico durante el embarazo tienen mayor
riesgo de desarrollar complicaciones cardiovasculares en el futuro. Para tal fin, se ha
evaluado la combinacion del ratio sFlt-1/PIGF con un marcador de dafio cardiaco (la
porcion N-terminal del pro-péptido natriurético cerebral tipo B, NT-proBNP) y el acido

urico para la prediccion de PE pretérmino. En segundo lugar, se han asociado los factores
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angiogenicos durante la gestacion con parametros de evaluacion del riesgo cardiovascular

~12 afios después.

Con los resultados obtenidos podemos concluir que la combinacién del ratio sFIt-1/PIGF,
el NT-proBNP vy el &cido Urico mejora la capacidad predictiva de PE pretérmino del ratio
sFIt-1/PIGF, aumentando potencialmente la precision clinica. Ademas, se ha constatado
que las mujeres con niveles disminuidos de PIGF durante el embarazo asocian cifras
tensionales mas altas, peor perfil lipidico y mayor remodelado cardiaco ~12 afios después.
Las mujeres con PE y peor perfil angiogénico durante la gestacion también presentan
mayor grosor de la capa media-intima de la carétida a largo plazo, aumentando su
predisposicion a la aterosclerosis. Por lo tanto, los factores angiogénicos pueden ayudar
a identificar las mujeres con mayor riesgo cardiovascular en el futuro, con el objetivo de

poder optimizar las medidas preventivas después del parto.
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SUMMARY

Preeclampsia (PE) is the most common pregnancy complication that represents one of the
main causes of maternal and perinatal morbidity and mortality worldwide, especially
severe and early-onset forms. In PE there exists a poor cardiovascular adaptation and,
together with endothelial dysfunction, this leads to a scenario of cardiovascular damage.
The underlying mechanism is not well known, nor why the more severe and early-onset
PE presents, the more cardiac dysfunction. These alterations persist postpartum, and are

recognized as risk factors for future cardiovascular disease.

The imbalance between angiogenic and antiangiogenic factors plays an important role in
the pathophysiology of PE: antiangiogenic factor soluble form of receptor tyrosine
kinase-1 (sFlt-1) is increased, and proangiogenic factor placental growth factor (PIGF),
is decreased. Therefore, the sFIt-1/PIGF ratio is used as a clinical tool in management of
pregnant women with clinical suspicion of PE, with high sensitivity and specificity for

detection of PE and its serious complications.

The hypothesis of this thesis is that the imbalance of angiogenic factors determines
cardiovascular damage and prognosis of PE and, on the other hand, that women with a
greater antiangiogenic pattern during pregnancy have greater risk of developing
cardiovascular complications in the future. For this purpose, a combination of sFIt-1/PIGF
ratio with biomarker of cardiac damage (N-terminal pro-brain natriuretic peptide, NT-
proBNP) and uric acid for the prediction of preterm PE have been evaluated. Secondly,
levels of angiogenic and antiangiogenic factors during pregnancy and cardiovascular risk

parameters have been correlated ~ 12 years after pregnancy.
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Our results allow to conclude that combination of sFlt-1/PIGF ratio, NT-proBNP and uric
acid improves predictive capacity of the sFlt-1/PIGF ratio for preterm PE, increasing
clinical precision. In addition, we have verified that women with increased levels of PIGF
are associated with higher blood pressure, worse lipid profile and worse myocardial
deformation parameters ~12 years later. Women with PE and higher levels of sFlt-1 and
decreased levels of PIGF also had a greater carotid intima-media thickness, so higher
predisposition to atherosclerosis. Therefore, knowing angiogenic factors could help
clinicians identify women with greater future cardiovascular risk and could optimize

preventive measures after delivery.
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1. INTRODUCCION

1.1 Definicion y clasificacion de la preeclampsia

Los trastornos hipertensivos durante la gestacion se clasifican en cuatro categorias:'?
1) preeclampsia-eclampsia, 2) hipertension cronica, 3) hipertensién con preeclampsia

sobreafiadida, 4) hipertension gestacional.

La preeclampsia (PE) es una enfermedad multisistémica que se caracteriza por la
aparicion de tension arterial (TA) > 140/90 mmHg en al menos dos ocasiones separadas
cuatro horas en una mujer previamente normotensa a partir de las 20 semanas de
gestacion. Se ha dejado de utilizar la proteinuria como criterio diagndstico,* aunque esta
presente en el 70% de los casos (> 300 mg/24 h o cociente proteina / creatinina > 30
mg/mmol o > 2+ en dipstick). Una vez se ha establecido no es necesaria la monitorizacion
de la proteinuria dado que aporta poco valor a la estratificacion de la severidad del
trastorno. En ausencia de proteinuria la PE se debe considerar cuando, ademas de la
hipertension arterial (HTA), aparecen signos clinicos y/o analiticos de disfuncion
organica materna (presencia de al menos uno de los criterios de la Tabla 1); o bien si
aparece disfuncion utero-placentaria con crecimiento intrauterino restringido (CIR) u

obito fetal.?

El CIR se define como un peso fetal estimado (PFE) < percentil (p) 3 para la edad
gestacional independientemente del doppler feto-materno o PFE entre el p3 y el p10 con
alteracion Doppler [indice de pulsatilidad (IP) medio en las arterias uterinas > p95 o
indice cerebroplacentario < p5, o IP de la arteria cerebral media < p5, o IP de la arteria

umbilical > p95].*
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Tabla 1. Signos y sintomas de la disfuncién organica materna®

estupor o clonus).
Clinicos - Epigastralgia o dolor en hipocondrio derecho.
- Oliguria (< 30-35 ml/h 0 < 500 ml/24h).

- Alteraciones neuroldgicas (alteraciones visuales o cefalea persistente,

- Insuficiencia renal (Creatinina > 90 pmol/L o0 1.1 mg/dL).
- Elevacién de transaminasas (valores el doble del limite normal).
Analiticos - Trombocitopenia (< 100.000/pL).

aumento bilirrubina o disminucion haptoglobina).

o del dimero D, disminucién del fibrindgeno)

- Hemodlisis (esquistocitosis, elevacion lactato deshidrogenasa >600 UI/L,

- Coagulacion intravascular diseminada (aumento del tiempo protombina

La hipertension crénica se considera cuando la HTA aparece previamente al embarazo,
o0 bien antes de la semana 20, o si la HTA persiste més alla de doce semanas postparto.

Puede ser primaria (esencial) o secundaria a otros procesos.

La hipertensién gestacional se considera cuando la HTA aparece en una gestante
previamente normotensa a partir de las 20 semanas de gestacion y no se asocia a
proteinuria, ni a signos/sintomas de disfuncién organica materna o disfuncion Utero-

placentaria.

Es importante hacer un seguimiento estricto de las gestantes con hipertension cronica e
hipertension gestacional, ya que el 25% desarrollaran una PE durante la gestacién y/o el
puerperio (PE sobreafiadida).® La PE sobreafiadida se considera cuando hay un
empeoramiento brusco (aumento del 20%) de las cifras de TA o apariciébn/empeoramiento

de la proteinuria o aparicion de signos/sintomas de afectacion multiorganica.

También existen otros trastornos hipertensivos en la gestacion, como seria la hipertension

de bata blanca (HTA en la consulta con cifras tensionales normales de forma
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ambulatoria), la hipertension transitoria (deteccion unicamente de una cifra de HTA con
valores normales posteriormente, probablemente debido a fendmenos ambientales) o la
hipertension “enmascarada” (HTA en domicilio con cifras tensionales normales en la

consulta).

La expresion clinica de la PE es muy variable, pudiendo llegar a formas muy graves que
amenazan la vida de la mujer, como el sindrome HELLP (Hemolysis, Elevated Liver
enzymes, Low Platelet; caracterizado por hemolisis, trombocitopenia y elevacién de las

transaminasas) o la eclampsia (convulsiones).

La mayoria de las guias han dejado de recomendar la distincion entre PE leve y grave a
nivel clinico, ya que toda paciente con PE puede agravarse de forma sUbita, sin previo
aviso.! Hay que considerar a la gestante con PE si en ese momento presenta o no criterios

de gravedad, los cuales se describen a continuacion:?

TA > 160/110 mmHg en dos determinaciones separadas cuatro horas mientras la
paciente esta en reposo. Si antes de las cuatro horas se requiere iniciar tratamiento
antihipertensivo, se admite que la confirmacion se realice en menos tiempo.

- Trombocitopenia (<100 000/ul).

- Alteracion de la funcion hepatica: transaminitis (AST y ALT por encima del doble
de su valor plasmatico) o dolor abdominal en cuadrante superior derecho o
epigastrico que no responde a analgesia y sin otra causa que lo justifique.

- Insuficiencia renal: creatinina sérica > 1.1 mg/dL o duplicacion de los niveles
previos de creatinina en ausencia de otra enfermedad renal.

- Edemaagudo de pulmon: disnea y saturacion de O2 < 95 %; o bien confirmacion
radioldgica.

- Sintomas neuroldgicos: cefalea intensa (se excluye hiperreflexia).

- Sintomas visuales: fotopsias, vision borrosa.
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Segun la edad gestacional en la presentacion de la PE se establece la distincion entre
precoz y tardia. A pesar de que se han propuesto otros puntos de corte (como 32 y 36
semanas),’ el que la International Society for the Study of Hypertension in Pregnancy
(ISSHP)® definid en 2014 y el que ha sido mas utilizado es el situado en las 34 semanas
de gestacion, ya que la tasa de morbilidad neonatal se reduce de forma significativa
alcanzada esta edad gestacional. Por lo tanto, la PE pretérmino es la que aparece antes de
la semana 37, siendo la PE precoz la que aparece antes de la semana 34 de gestacion; y

la PE a término aquella que aparece después de la semana 37.

El 80-90% de los casos de PE se presenta en gestaciones pretérmino tardias (> 34-36*°
semanas), a término (> 37*° semanas) 0 en el postparto, y cursan habitualmente como
formas leves sin repercusion en el prondstico materno y/o fetal. EI 10-20% restante son
PE precoces, siendo las de peor prondstico porque se asocian mas frecuentemente a
complicaciones maternas, como insuficiencia renal, fallo hepatico, trastornos de la
coagulacién, hemorragia hepatica, edema agudo de pulmén, ictus y eclampsia; asi como
complicaciones fetales: CIR, desprendimiento de placenta y prematuridad asociada. No
obstante, hay que tener en cuenta que las PE tardias, aunque suelen tener un curso mas

benigno, también pueden progresar a formas graves.

1.2 Epidemiologia y factores de riesgo

Los trastornos hipertensivos del embarazo afectan hasta un 10% de las gestaciones.? A
nivel mundial, se estima que la PE afecta alrededor de un 3% de los embarazos, aunque
algunos autores estiman una incidencia de hasta el 8%.° Estimar la incidencia global de
la PE es dificil debido a la ausencia de registro de muchos paises, por las diferencias en
los criterios diagnosticos y porque varia en funcion de la poblacion estudiada, ya que se

ve influenciada por factores ambientales, étnicos y geograficos.*®

20



A pesar de los avances en este campo, la PE sigue constituyendo una de las principales
causas de mortalidad y morbilidad grave,!' tanto materna como neonatal,!? teniendo
ademés una carga economica significativa para los sistemas de salud. En los paises
desarrollados la PE es la segunda causa de mortalidad materna.** En los paises en vias de
desarrollo la prevalencia es 1.2 veces superior a la de los paises desarrollados y la
mortalidad es mayor.'® Cuando se investigan las causas de dicha mortalidad se considera
que es debido al retraso/ausencia del diagnéstico y, por otro lado, a la falta de prevision
de acontecimientos adversos. La PE precoz tiene menor incidencia que la tardia (10% del
total), debido también en parte a las mejoras en el cribado del primer trimestre de
gestacion,'* pero es la que conlleva mayor morbi-mortalidad tanto a corto como a largo

plazo.>16

Existen diversos factores de riesgo y patologias que predisponen o contribuyen a
desarrollar este sindrome:!’ edad materna (< 20 afios o > 35 0 40 afios), nuliparidad,
historia familiar de PE (riesgo x5 en familiar de primer grado), antecedente previo de PE,
etnia afroamericana, embarazo por técnicas de reproduccion asistida, embarazo maltiple,
obesidad, y enfermedades como la HTA, la enfermedad renal, la diabetes, y las
enfermedades autoinmunes sistémicas (principalmente el lupus eritematoso sistémico, la
esclerosis sistémica y el sindrome antifosfolipido). Estos factores de riesgo son
independientes pero pueden solaparse. La etnia afroamericana y la HTA cronica se
asocian mas a la PE precoz,'® mientras que la edad materna < 20 afios, la nuliparidad y la

diabetes se asocian a la PE tardia.’®

1.3 Fisiopatologia de la preeclampsia

La fisiopatologia de la PE es multifactorial y todavia no esta totalmente esclarecida, ya

que aun no se ha llegado a una teoria unificadora que explique como y por queé se produce
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Introduccién

la enfermedad en mujeres sin factores de riesgo aparentes. La mayoria de teorias aceptan
que hay una primera fase de placentacion anomala, influenciada por factores genéticos,
inmunologicos, y otros factores predisponentes; seguida de una fase de liberacion de
factores angiogénicos y otros mediadores que favorecen la disfuncion endotelial, el estrés
oxidativo y la respuesta inflamatoria que provocan los signos y sintomas de la

enfermedad,?® con especial impacto a nivel renal, hepatico, neuroldgico y hematolégico.

AT:-AAS Células NK Factores geneéticos Estrés oxidativo
¥ %
X ¥ g
¥ N\ -
Disfuncién T Retraso de
lacentaria CIFreT
P intrauterino

SFlt-1 @Plcp o .2
/' @ mediadores
' ratiosFIt-1PIGF @ @ @

¥

© 6

Hipertension

\ Otras complicaciones

Proteinuria Edema cerebral Disfuncién hepatica
Figura 1. Resumen de la fisiopatologia de la preeclampsia

AT1-AAs: receptor de angiotensina Il tipo 1; NK, Natural Killer; sFlt-1, forma soluble del receptor
tirosina quinasa-1; PIGF, factor de crecimiento placentario. Adaptado de Powe y cols.?
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1.3.1 Invasion trofoblastica deficiente

La invasion trofoblastica requiere un proceso de vascularizacion para establecer una
adecuada red vascular feto-materna y, finalmente, completar la remodelacion de las
arterias espirales para formar la circulacién utero-placentaria. El origen de la PE parece
estar en una invasion anémala de las arterias espirales por el tejido trofoblastico. En el
desarrollo placentario normal los citotrofoblastos de origen fetal invaden las arterias
espirales maternas, transformandolas en vasos de mas calibre y alta capacitancia para
facilitar la perfusion al feto. Durante el proceso de la invasion vascular normal los
citotrofoblastos se diferencian en un fenotipo epitelial a uno endotelial
(pseudovasculogénesis). En la PE esta transformacion no se llega a completar,
permaneciendo vasos de alta resistencia y pequefio calibre, que contribuyen a la

hipoperfusion utero-placentaria e isquemia.?

El déficit de perfusion y la isquemia placentaria conlleva una implantacién placentaria
insuficiente, la cual también se ha descrito en pacientes que desarrollaran CIR, con y sin
PE asociada.?? Una vez se produce la isquemia placentaria, se desencadenan una serie de
procesos patologicos como la produccidn de radicales libres, y procesos inflamatorios de
isquemia-reperfusion con la formacion de trombos que empeoran la situaciéon de la

placenta.

1.3.2 Factores inmunoldgicos y genéticos

Las células Natural Killer (NK) y los macrofagos participan en el proceso de
remodelacion de las arterias espirales: migran a la decidua donde producen factores de
crecimiento y citoquinas como el interferon-gamma (IFN-y), el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), la interleuquina (IL) 1B y la IL-6.2® En gestantes con PE

existe un predominio de células NK uterinas con fenotipo aberrante que contribuyen a
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una placentacion deficiente al producir cantidades inusuales de citoquinas, creando el
estado proinflamatorio tipico de la PE, e impedir las interacciones adecuadas con los
citotrofoblastos.?*?° Por otro lado, durante la gestacion normal, el sistema inmunoldgico
propicia un estado privilegiado para el feto para evitar la reaccién materna frente a los
tejidos fetales, favoreciendo la proliferacion de linfocitos Th2 y la accion de los linfocitos
T reguladores. Por el contrario, en la PE hay un descenso en nimero y actividad de estas
poblaciones linfocitarias, a expensas de mayor produccién de linfocitos Thl y Thl7,
implicados en la produccion de citoquinas, como la IL-2, el IFN-y o TGF-B1, que limitan

la inmunotolerancia e inducen un estado proinflamatorio.?®

En la gestacion normal los trofoblastos expresan ligandos HLA-C que interaccionan con
los receptores KIR (killer cell immunoglobulin-like receptors) de las células NK uterinas.
En la PE se expresan mas frecuentemente algunos subtipos de moléculas HLA-C y de
haplotipos de KIR. La dominancia HLA-C2 con el fenotipo KIR AA (genotipo 1) materno
parece que incrementa el riesgo de invasién trofoblastica inadecuada y posterior riesgo

de PE. %

El desarrollo de PE puede verse potenciado por la produccién de autoanticuerpos capaces
de activar el receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1-AAs). Esta unién provoca HTA y
mayor produccion de citoquinas proinflamatorias, especies reactivas del oxigeno y
factores antiangiogénicos, como la forma soluble del receptor tirosina quinasa-1 (sFlt-1)

o de la endoglina soluble (SEng), hallazgos descritos en la PE.%

Existe una fuerte asociacion entre la presencia de anticuerpos antifosfolipidos (AAF) y la
PE precoz y grave.?® Los AAF interfieren en las vias de coagulacion y fibrindlisis
(aumento del factor VIla y trombina, disfuncion del factor Xlla, disminucion del
activador de plasmindgeno urocinasa, etc.), activan las células endoteliales aumentando

la expresion de moléculas de adhesion celular, como la molécula de adhesion de células
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vasculares-1 (VCAM-1), aumentan la concentracion de tromboxano, promueven la
sintesis de citoquinas inflamatorias y aumentan la agregacion/activacion plaquetaria.
Ademaés producen una activacion de la via del complemento que amplificard los efectos

de trombosis, hipoxia tisular e inflamacion de la placenta.®

Algunos estudios de segregacion familiar aseguran que los genes condicionan mas del
50% de la susceptibilidad individual para desarrollar la enfermedad.®* Cabe destacar el
gen STOX1, que actta como un factor de transcripcion clave en la disfuncion de los
trofoblastos.® También el polimorfismo de la apolipoproteina E podria predisponer
genéticamente a la PE, ya que algunos alelos estan asociados con la dislipemia, que puede

contribuir a la disfuncién endotelial 3334

1.3.3 Respuesta inflamatoria y estrés oxidativo

La isquemia utero-placentaria induce la elevacion de citoquinas proinflamatorias,
predominantemente la IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), activacion del
sistema de complemento y elevacion de reactantes de fase aguda, como la proteina C
reactiva (PCR) y la proteina amiloide A sérica.®® En la placenta con PE se ha descrito un
aumento de especies reactivas de oxigeno y una disminucion de antioxidantes, que acaban
disminuyendo la biodisponibilidad del o¢xido nitrico (ON), reduciendo asi la
vasodilatacion.®® En la PE el estrés oxidativo de la placenta contribuye a esta respuesta
inflamatoria excesiva. Anadlogamente a lo que ocurre en la ateroesclerosis de las arterias
coronarias, la combinacion de inflamacion, estrés oxidativo y un estado de
hiperlipidemia, contribuye al desarrollo de aterosis en las arterias espirales no
transformadas, favoreciendo la infiltracion leucocitaria, el depésito de pequefias y
oxidadas lipoproteinas de baja densidad (LDL) y la acumulacién de células espumosas,

favoreciendo finalmente la aparicion de necrosis fibrinoide.®’
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1.3.4 Desequilibrio angiogénico

En los Gltimos afios se ha producido un gran avance en la comprension de la fisiopatologia
de la PE con el descubrimiento del papel que desempefian en este trastorno varios factores
reguladores de la angiogénesis. EI VEGF es una familia de glicoproteinas implicadas en
la vasculogénesis (formacion de vasos sanguineos de novo) y en la angiogénesis
(formacion de vasos nuevos a partir de los existentes). La union del VEGF a su receptor
biol6gicamente activo estimula el crecimiento celular, reduce la apoptosis, incrementa la
permeabilidad vascular y favorece la vasodilatacion mediada por ON.? El factor de
crecimiento placentario (PIGF) es una proteina que pertenece a la familia VEGF y que
se expresa sobre todo en la placenta, aunque también se encuentra en el corazén y en el
pulmon. Estimula la angiogénesis de manera directa por union al receptor Flt-1 de las
celulas endoteliales, y de forma indirecta induciendo la secrecion de VEGF por los

Monocitos.

En las pacientes con PE existe una alteracion tanto a nivel de expresion del VEGF y PIGF
como de sus receptores.® EI VEGF y el PIGF se unen al receptor VEGF-R1 que, mediante
un splicing alternativo del gen que codifica para este receptor, genera una proteina soluble
sin dominio citoplasmatico, la sFIt-1. El sFlt-1 circulante, secretado por células del
sincitiotrofoblasto y por los monocitos, es un potente antagonista del VEGF y del PIGF
ya que cuando se une a estas proteinas evita su interaccion con los receptores.*® En la PE,
el exceso de secrecidon placentaria de sFIt-1 y sEng (otra proteina antiangiogénica
circulante que inhibe la union del VEGF y TGF-B1 a sus receptores) provocard la
disfuncion de las células endoteliales, incluyendo la disminucion de prostaciclina, la
dismunicion de ON vy la liberacién de sustancias procoagulantes, como el factor von
Willebrand, la endotelina, la fibronectina y la trombomodulina. El principal estimulo para
el aumento de sFlt-1 y sEng en la PE parece ser la hipoxia placentaria, aunque no queda
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del todo claro si es la causa o la consecuencia de la alteracion de la invasion del
citotrofoblasto en las arterias espirales maternas. EI mecanismo a través del cual el
sFlt-1 provoca el dafio endotelial parece ser el secuestro del PIGF y VEGF circulantes.
Por lo tanto, en la PE se da una situacion de desequilibrio en la homeostasis endovascular
que favorece el dafio endotelial y la vasoconstriccion periférica en un intento de elevar la

TA materna y perfundir mejor la placenta.

En modelos animales se ha constatado esta hipétesis fisiopatoldgica, ya que la exposicion
a sFlt-1 es condicion suficiente para desarrollar PE y lesion del endotelio glomerular con
proteinuria,® y sus efectos se amplifican con la administracion conjunta de sEng. Ademas

se ha demostrado que el deterioro renal y la HTA pueden revertirse mediante aporte

exogeno de VEGF.*°
Factores anticoagulantes
% - e $Tw y vasodilatadores
3 ’S oy 8 g @ E“; 2,
=8 sFlt-1 w \/\\ «é: § ’ % 4,%/2
‘ ( ‘—l ‘@ ¥ (""/;
( Flt-1 célula endotelial normal

e —
® VEGF =¥ W o~
Sy, . RN § »;”’g Factores pro-coagulantes
&y %, -7 3 L g i
a0 ® &ﬁi 3 1@& y vasoconstrictores

Ll ;.,\l Ly Y| } E ! g

vaso sanguineo

PIGF

célula endotelial disfuncional

Placenta con

preeclampsia

Figura 2. Esquema del equilibrio entre factores angiogénicos circulantes en
situacion normal (arriba) y en la preeclampsia (abajo).

sFIt-1, forma soluble del receptor tirosina quinasa-1; Flt-1, receptor tirosina quinasa-1; VEGF,
factor de crecimiento endotelial vascular; PIGF, factor de crecimiento placentario. Adaptado de
Karumanchi y cols.*
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Los niveles circulantes de factores angiogénicos y antiangiogénicos varian con la edad
gestacional (Figura 3). Niveles elevados de sFlt-1 y disminuidos de PIGF ya desde el
principio del embarazo se relacionan con el desarrollo de PE en el segundo y tercer
trimestre.*! Las gestantes con PE tienen mayor sFlt-1 y sEng, asi como menor PIGF y
VEGF que las gestantes sin PE.*? Estas alteraciones también se evidencian en otras
formas de disfuncion placentaria, como el CIR.” Este desequilibrio angiogénico se
correlaciona con la gravedad del proceso, y se puede observar entre 5-6 semanas antes de
la aparicion de los sintomas clinicos.*® Por lo tanto, el diagnéstico clinico de PE
representa la etapa final de la enfermedad, ya que la causa subyacente del mecanismo

fisiopatoldgico se inicia mucho antes.

_ 3 P<0.001
E E
B o]
- 3
E
) 3000- Mujeres que
% 3 después tuvieron
E 2000 preeclampsia
2 : Controles
s = s S s oESe e S IR
<] 3 Mujerss con
- 1000~ | % !
g 5 preeclampsia>5 |
H = | semanas después |
o 0- T T T 1 T T Y 1
8-12 13-16 17-20 21-24 25-28 29-32 33-36 37-41
Semanas de gestacion
% 1100+ | Mujeres con preaclampsia
& 1000~ | >5semanas despuss |
§ oy e
[ 00~
é 700+ e )
. - o
ﬁ 600 ontroes
E 500 Mujeres que
£ 400 después tuvieron
ld < 21
‘E 300 preeclampsia
g 200 Preeclampsia
S 100 e=p Il P<0001 P=001

P=0.01 P<0.001 =
et R X 3. 7. LR T

8-12 13-16 17-20 21-24 25-28 29-32 33-36 37-41
Semanas de gestacion

Figura 3. Niveles de sFlt-1 (arriba) y PIGF (abajo) durante la gestacion normal
y la gestacion complicada con preeclampsia. Adaptado de Levine y cols.*?
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En la PE tardia la disfuncion placentaria es menor, y sobrevenida por fenémenos
vasculares placentarios (trombos, aterosis, inflamacion o infarto) habitualmente
asociados a enfermedades maternas preexistentes como la HTA, la diabetes, enfermedad
renal, trombofilias, obesidad y dislipemia. Se cree que puede tratarse en gran parte de un
trastorno de origen materno y no tanto placentario, en mujeres con alto riesgo
cardiovascular (CV) mas susceptibles al factor antiangiogénico, puesto que habitualmente
se asocia con placentas de tamafio normal, fetos con buen crecimiento, recién nacidos de

peso normal y, en general, un mejor prondéstico tanto materno como fetal.

1.3.5 Disfuncioén endotelial

En una gestacion normal las células endoteliales sanas mantienen la integridad vascular
manteniendo el tono vascular y evitando la adhesion plaquetaria. La PE conlleva una
pérdida de morfologia y funcion de las células endoteliales, produciendo una
microangiopatia generalizada. La alteracion del endotelio produce un estado de marcada
vasoconstriccion e incrementa la liberacion de factores procoagulantes, provocando un
aumento de la permeabilidad capilar, del tono vascular, y de la activacién/agregacion
plaquetaria, con la ulterior adaptacion de fendémenos trombdticos tisulares. Como
consecuencia, se desencadenan los signos y sintomas clinicos de la PE;!’ por ejemplo, la
HTA por alteracion del control endotelial del tono vascular, la proteinuria por el aumento
de permeabilidad glomerular, la coagulopatia como resultados de la expresion anormal

de los factores procoagulantes, y la disfuncion hepatica secundaria a la isquemia.

Muchos factores locales parecen estar implicados en este proceso de disfuncién
endotelial. El desequilibrio entre el tromboxano A2 (TXA2) (vasoconstrictor y
proagregante placentario) con el PIGF (vasodilatador y antiagregante), favorece la

destruccion mecénica selectiva de las plaquetas con posible hemdlisis (microangiopatia)
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que contribuye a la trombosis de las arterias espirales e infarto placentario.?’ Ademas, en
la PE también se han descrito menores niveles de ON, que es un factor que inhibe la

agregacion placentaria.*

En la gestacion normal se observa un aumento de actividad del sistema de coagulacion y
una reduccion de la fibrindlisis. Este proceso parece exagerarse en la PE por la reaccion
inflamatoria intravascular, observandose un descenso de la actividad de la antitrombina
I11, aumento del inhibidor del activador de plasmindgeno-1 (PAI-1), del cociente PAI-
1/PAI-2, y elevacion del factor VIII, factor von Willebrand, fibronectina total y celular y
trombomodulina.l” En algunas gestantes con PE grave se observa una exageracion de este
proceso que se manifiesta en forma de coagulacién intravascular diseminada. Es
interesante recordar la capacidad que tiene el macréfago activado por el C5a de sintetizar
y liberar sFlt-1 y factor tisular. Ademas, todos ellos tienen también la capacidad de
aumentar el estrés oxidativo, cerrandose en bucle entre la via inflamatoria y la

coagulacion.

1.4 Aportacion del ratio sFIt-1/PIGF en el diagnéstico y manejo de la preeclampsia

El manejo de la gestante con HTA en la segunda mitad del embarazo puede ser
extremadamente dificil, ya que puede reflejar una etapa temprana de la PE o bien alguno
de los trastornos hipertensivos del embarazo comentados en el apartado 1.1. Las mujeres
con hipertension cronica o hipertension gestacional generalmente tienen buenos
resultados obstétricos; sin embargo, dada la incertidumbre y los potenciales riesgos
maternos y fetales asociados a la PE, las gestantes con sospecha clinica de PE suelen ser
hospitalizadas para su evaluacion y seguimiento intensivo. La clinica de PE es muy
inespecifica, y tanto la HTA como la proteinuria tienen un bajo valor predictivo positivo

(VPP) para el desarrollo de PE y complicaciones asociadas (alrededor de un 20%).%°
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Ademaés, formas graves de la enfermedad, como la eclampsia o el sindrome HELLP,
pueden aparecer en mujeres sin HTA o sin proteinuria. Las caracteristicas anteriores
sugieren que los estandares clasicos para el diagnostico no son suficientes para abarcar
toda la complejidad del sindrome.

En los Gltimos afios, la introduccion de la determinacion de factores angiogénicos ha
mejorado el diagndstico de PE, su manejo y, como consecuencia, el prondstico de la
enfermedad. La relacion entre el incremento en los niveles de suero de sFlt-1 y la
reduccion en los niveles de PIGF se evalua mediante el ratio sFIt-1/PIGF. Un aumento
del ratio sFlt-1/PIGF se ha reportado tanto en mujeres con PE establecida como antes de
la aparicion de los sintomas clinicos de la enfermedad.*? Asi pues, el ratio sFlt-1/PIGF es
actualmente el marcador mas Util para el despistaje de PE,*® ya que permite hacer el
diagnostico diferencial con los otros desordenes hipertensivos del embarazo, asi como
con entidades que pueden parecerse (nefropatias, lupus eritematoso sistémico,
trombocitopenia, cefalea, etc.).

Actualmente la principal indicacion que tiene el uso del ratio sFlt-1/PIGF es para descartar
PE (rule out) en corto-medio plazo en gestantes con sospecha clinica, entre las 24 y 34
semanas de gestacion, debido a su alto valor predictivo negativo (VPN).>*" Ademas, su
uso parece resultar coste-efectivo,”® ya que un valor normal evita ingresos y pruebas
complementarias innecesarias a un porcentaje elevado de pacientes que no desarrollaran
la enfermedad. Sin embargo, es una herramienta que presenta una alta tasa de falsos
positivos y no distingue adecuadamente entre las diferentes formas de insuficiencia
placentaria (ya que también se eleva en casos de CIR, desprendimiento de placenta
normalmente inserta o muerte fetal), por lo que su utilidad en el diagnostico de PE (rule

in) no esta bien establecido.*%>°
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Una vez se ha establecido el diagnostico de PE, la monitorizacién del ratio sFIt-1/PIGF
también puede ayudar en el manejo clinico, ya que es capaz de detectar las gestantes con
mayor riesgo de complicaciones maternas y fetales.” También existen algunas
calculadoras de acceso libre, como por ejemplo la PIERS (Preeclampsia Integrated
Estimate of Risk)> que pueden ser de ayuda para predecir resultados adversos en la PE;
sin embargo, esta calculadora solo proporciona informacion para las 48h posteriores al
ingreso, no diferencia entre PE precoz y tardia, ni aporta informacién de las
complicaciones fetales. Por lo tanto, hacen falta nuevas herramientas para identificar
mejor los casos en que es seguro prolongar el embarazo.

En los ultimos afios el esfuerzo se ha centrado en tratar de encontrar la combinacion de
pardmetros que permita realizar un buen cribado de PE en primer trimestre. Ademas de
la historia clinica, la combinacion de marcadores biofisicos (TA, Doppler de las arterias
uterinas) y marcadores bioquimicos, como la proteina plasmaética asociada al embarazo
(PAPP-A) y el PIGF, aumentan la tasa de deteccion.®® Se estan desarrollando modelos
de prediccion multivariable basados en inteligencia artificial que, mediante técnicas de
machine learning (aprendizaje automatico), combinan factores de riesgo, parametros
biofisicos y parametros bioquimicos para predecir el riesgo individualizado de desarrollar
una PE.>* Estos algoritmos reconocen patrones en los datos para combinar variables que
permitan una prediccion de comportamiento futuro, creando un sistema capaz de aprender

automaticamente.>*°6

1.5 Relacion entre preeclampsia y enfermedad cardiovascular

El embarazo es una prueba fisiologica de estrés para el sistema CV, debido al aumento
del volumen intravascular (casi del 50%) y del gasto cardiaco. Las gestantes con PE hacen
una peor adaptacion CV, y asocian alteraciones cardiacas subclinicas tanto estructurales

como funcionales,” sin saber exactamente cual es el mecanismo subyacente ni porqué las

32



PE maés graves y precoces son las que tienen peores resultados. En general, la PE precoz
se caracteriza por un aumento de la resistencia vascular periférica,®® pero con gasto
cardiaco bajo; mientras que en la PE tardia ocurre lo contrario, se observa un alto gasto
cardiaco y una resistencia periférica baja, similar a lo ocurrido en un embarazo sano.*
Por esto algunos autores sugieren que las gestantes con PE podrian clasificarse segun si
predomina un gasto cardiaco alto o bajo,?° y la reduccién del volumen sistélico seria el
indicador de mal prondstico.® La PE es un factor de riesgo para desarrollar
miocardiopatia, tanto en el periodo periparto como afios después de la gestacion.!
Ademas, las lesiones CV no se limitan al periodo gestacional, sino que evolucionan

después del parto.5?

Estas alteraciones preceden a la enfermedad cardiovascular (ECV), incluso en pacientes
normotensas y asintomaticas, por lo que la ecocardiografia juega un papel importante en
el diagndstico y seguimiento de esta poblacion de riesgo.®® La fraccion de eyeccion del
ventriculo izquierdo (FEVI) es el parametro mas utilizado para la evaluacion de la funcién
cardiaca sistolica, pero es poco sensible para detectar disfuncion miocardica temprana. La
ecocardiografia bidimensional speckle-tracking (2D-STE) permite hacer una evaluacién
cuantitativa de la deformacion miocéardica, que se desplaza en tres direcciones
simultaneas: longitudinal (sentido apex-base), radial (las fibras tienden a converger hacia
un punto en el centro del ventriculo) y circunferencial (las fibras se acortan en el sentido
de la circunferencia de la cavidad). La captura y rastreo de puntos del ecocardiograma
bidimensional a lo largo del ciclo cardiaco generando curvas de deformacién se denomina
strain.54%5 Actualmente el strain longitudinal global (SLG) se considera el pardmetro mas
eficaz para la cuantificacion de la funcidn ventricular izquierda, aportando informacién
en fases iniciales de disfuncion miocérdica.%® La placa de aterosclerosis empieza a

formarse en la capa intima de la pared arterial, y el método mas aceptado para la deteccién
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de la aterosclerosis temprana es la medicion del grosor de la intima-media carotidea
(GIMc). Por lo tanto, el SLG y la GIMc son parametros ecograficos no invasivos muy
utiles en la préactica clinica para la identificacion precoz de alteraciones CV en fase

preclinica.®”-°

La principal causa de muerte en mujeres en el mundo occidental actualmente es la ECV."°
En 2015 la American Heart Association (AHA) establecié que moria una mujer cada
minuto y 16 segundos por ECV." La incidencia de infarto de miocardio en mujeres,
aunque es menor que en hombres, aumenta considerablemente con la edad, sobre todo
tras la menopausia.”> Muchos estudios epidemiol6gicos han asociado la PE con el
desarrollo de ECV. La mayor revision sistematica publicada, que incluy6 22 estudios y
mas de 6.4 millones de mujeres (> 258.000 mujeres con PE previa),”® concluyo que las
mujeres con antecedente de PE tenian mayor riesgo de fallo cardiaco (RR 4.19, 95% CI
2.09-8.38), enfermedad coronaria (RR 2.50, 95% CI 1.43-4.37), muerte por ECV (RR
2.21, 95% CI 1.83-2.66) y accidente cerebrovascular (RR 1.81, 95% CI 1.29-2.55) que
las mujeres sin PE durante la gestacion. Los estudios muestran de 2 a 4 veces mas riesgo
de presentar ECV entre los 5 y 15 afios posteriores.”*” Ademas, el futuro riesgo de
morbimortalidad CV parece estar relacionado con la gravedad de la PE,’® la edad
gestacional al parto (a menor edad gestacional, mayor riesgo CV),”"8 y el nimero de
recurrencias en gestaciones posteriores.”>® Cuando la PE se asocia a CIR también se ve
aumentado su riesgo CV futuro (RR 2.99, 95% CI 2.51-3.58).7® Ademas se ha descrito un
aumento del riesgo CV de los hijos de madres que han padecido PE % con mayores cifras

de TA en la infancia y adolescencia.®?

Es un hecho que la PE se asocia a la EVC, pero no se sabe exactamente si la PE es un
factor de riesgo independiente para un resultado CV adverso (ya que muchas veces ocurre

en pacientes que a priori tienen bajo riesgo CV), o bien desenmascara un riesgo CV
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preexistente en estas mujeres.838* Algunos estudios sugieren que el embarazo es una
prueba de esfuerzo CV, de la misma forma que es una prueba de esfuerzo metabolico para
el desarrollo de diabetes en el futuro, por lo que el aumento de riesgo CV se puede atribuir
a factores genéticos subyacentes y factores de riesgo comunes entre las dos patologias,
como la obesidad o la edad materna avanzada (factores cada vez mas prevalentes en las
gestantes de nuestro entorno debido al retraso de la maternidad y a la tendencia al
sobrepeso de la poblacion en Espafia).8* También es posible que la PE induzca cambios
fisioldgicos y metabolicos asociados con la ECV, como la disfuncién endotelial (que se
ha relacionado con la aterosclerosis,® la resistencia a la insulina, la actividad
proinflamatoria y el perfil lipidico anormal que persisten después del parto, lo que lleva

a ECV tardia.

1.6 Factores angiogénicos y riesgo cardiovascular

Las células mononucleares de sangre periférica en no gestantes pueden producir sFlt-1, y
un aumento de su concentracion se ha asociado con disfuncidn vascular endotelial, lesion
miocardica y enfermedad coronaria.®® Durante la fase aguda del infarto agudo de
miocardio se ha descrito que aumentan los niveles de sFlt-1, siendo un factor predictor
independiente para el desarrollo de insuficiencia cardiaca aguda posterior &y eventos CV
adversos.3 También se han visto niveles aumentados de sFlt-1 en pacientes con sindrome

coronario agudo.®®

La administracion de sFlt-1 a animales gestantes produce una disfuncion cardiaca similar
a la que presentan las mujeres con PE.*! Ademas, la disminucion de los niveles de PIGF
como resultado de la isquemia placentaria, contribuye a la HTA® y se asocia con una
remodelacion CV andmala en ratones embarazados (TA elevada y mayor masa del

ventriculo izquierdo).®! Seis meses después del parto de estos animales con PE, se ha
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descrito un aumento de expresion de 117 proteinas relacionadas con la ECV y el sindrome
metabolico, llevando a estados de hiperinsulinemia, hipertriglicerdidemia y disminucion
de colesterol de lipoproteinas de alta densidad (HDL). Asi pues, se sugiere que el aumento
de riesgo CV podria ser consecuencia de la exposicion al sFlt-1 y la reduccion del PIGF

durante la gestacion.®2

El riesgo de miocardiopatia periparto (MCPP) estd aumentado en mujeres con PE y
criterios de gravedad, que son las que manifiestan un ratio sFlt-1/PIGF mas elevado.* La
MCPP es una entidad infrecuente, aun asi el 33% de las gestantes con PE grave pueden
desarrollarla, y los niveles séricos de sFlt-1 en estas pacientes permanecen 5-10 veces por

encima de los niveles esperados.®®

En poblaciones no gestantes, en condiciones patolégicas el PIGF tiene un papel
importante en la angiogenesis y en el remodelado vascular de muchos tejidos. Tiene una
funcion cardioprotectora, ya que se produce por las células endoteliales durante la fase
aguda del infarto de miocardio para compensar el dafio isquémico agudo promoviendo la
angiogenesis.® Los niveles de PIGF también se asocian a la enfermedad coronaria y a los

eventos cardiovasculares adversos.®

La alteracion de los factores angiogénicos también se ha asociado con alteracion de la
funcién CV fetal, pudiendo condicionar su futura salud CV. En tejidos cardiacos y
cerebrales de los fetos con cardiopatias congénitas existe un aumento de sFlt-1 y una
disminucion de PIGF.% También se ha descrito esta alteracion en el suero de las madres
portadoras de fetos con cardiopatias congénitas, las cuales, ademas, tienen mayor riesgo

de padecer una PE.’
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Finalmente comentar que la sEng tiene un papel importante en el control homeostatico
cardiaco, y regula la remodelacion cardiaca en la insuficiencia cardiaca y el infarto del

miocardio.”®

1.7 Otros biomarcadores de la preeclampsia

Existen otros pardmetros bioquimicos que pueden tener un papel en la identificacion de
las mujeres con un componente CV méas importante y, por tanto, que pueden ayudar a

comprender mejor la relacién entre PE y dafio CV.

1.7.1 Acido Urico

El &cido Urico es el producto final del catabolismo de purinas, sintetizado en el higado
por la xantina oxidasa. Su concentracion sérica refleja el equilibrio entre produccién y
eliminacion, que tiene lugar en el tracto gastrointestinal (1/3) y el resto en el rifion. En
gestaciones normales la concentracion de &cido urico disminuye por la hemodilucion
fisiolOgica, estabilizdndose y aumentando a partir de la semana 20 hasta el final del
embarazo, donde alcanza concentraciones similares a las de las mujeres no gestantes. %%
En la PE existe un aumento de concentracion de acido Urico, ya que el estrés oxidativo y
las citoquinas liberadas por la placenta isquémica inducen la actividad de la xantina

oxidasa y, ademas, hay una reduccion de la secrecion renal. 1%

1.7.2 Peptidos natriureticos

Los péptidos natriuréticos (PNs) son un grupo de hormonas que juegan un papel
importante en la homeostasis CV, ya que regulan la TA y el volumen de fluido
extracelular. EI péptido natriurético cerebral o de tipo B (BNP) es una hormona
natriurética liberada por el miocito, sobre todo a nivel ventricular, en respuesta al

estiramiento del miocardio inducido por la sobrecarga de volumen o la isquemia. El gen
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responsable esta localizado en el cromosoma 1. La molécula se sintetiza como una pre-
hormona (pre-proBNP) que experimenta la escision de un péptido sefial para convertirse
en la prohormona (proBNP). Posteriormente la mayor parte del proBNP es escindido
intracelularmente o durante su secrecién a la circulacion dando lugar al BNP, y a una
porcion bioldgicamente inerte con una vida media méas larga, que es la N-terminal del

pro-péptido natriurético cerebral tipo B (NT-proBNP).1%2

La funcion fisiologica de los PNs es aliviar la sobrecarga cardiaca, aumentando la
natriuresis, la diuresis, la permeabilidad capilar y actuando como vasodilatador y

antagonista del sistema renina-angiotensina-aldosterona.’®® También se han identificado

104

efectos antifibréticos y antihipertroficos en el miocardio.

Péptidos
natriureticos

Inhibicién SNS
¥ Umbral de activacién
de los aferentes vagales

4 Excrecién sodio y agua

¢ Inhibicion SRAA
. * Tasa de FG

s _Inhibicién SNS ¥ Pre y poscarga Vasodilatador
Inhibicién hipertrofia Efecto hipotensor
Inhibicién de la fibrosis Efecto angiogénico

Figura 4. Efectos fisioldgicos de los péptidos natriuréticos

RRA, sistema renina-angiotensina-aldosterona; FG, filtrado glomerular; SNS, sistema nervioso
simpatico. Adaptado de Gondek y cols.*%
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El Dallas Heart Study*® estudid los niveles de biomarcadores cardiacos en 3439 personas
sin enfermedad CV (el 56% eran mujeres), y concluyé que los niveles de normalidad del
NT-proBNP eran superiores en mujeres que en hombres (39 pg/mL vs. 17 pg/mL). La
concentracion plasmaética de los PN aumenta en pacientes con cardiopatias, tanto clinicas
como subclinicas (cardiopatia isquémica, HTA, cardiopatia valvular, hipertension arterial

pulmonar, etc.).

El uso clinico del NT-proBNP no ha sido demasiado estudiado durante el embarazo. En
poblacién no gestante, el NT-proBNP se considera un buen marcador para descartar
insuficiencia cardiaca debido a su alta sensibilidad.%® También ha demostrado utilidad
para monitorizar la progresion de la enfermedad, y como herramienta de cribado para

pacientes de alto riesgo.07-10°

Durante la gestacion, las mujeres sanas tienen niveles de NT-proBNP discretamente
superiores a las no gestantes,''? y estos niveles se mantienen estables durante los tres
trimestres de embarazo y el puerperio, ya que compensan correctamente los cambios
hemodinamicos.*'® Esto hace que el NT-proBNP no dependa de la edad gestacional.
Tampoco se ha descrito paso transplacentario del NT-proBNP.!'! Los trastornos
hipertensivos del embarazo aumentan los niveles de NT-proBNP, sobre todo en las
gestantes con PE.'2112 Un aumento significativo de BNP o NT-proBNP durante el tercer
trimestre o el postparto se ha asociado a MCPP.1* Asi pues, el NT-proBNP podria ser
una herramienta Gtil para diagnosticar de forma precoz la PE y poder determinar la

disfuncion cardiaca subclinica asociada.
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2. HIPOTESIS

1. El desequilibrio de los factores angiogénicos durante el embarazo condiciona el
futuro riesgo CV de las mujeres con antecedente de PE durante la gestacion.

2. Lacombinacion de los factores angiogénicos, un marcador de dafio cardiaco (NT-
proBNP) y el &cido Urico mejora la prediccion de PE en gestantes con sospecha

clinica de la enfermedad.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Profundizar en la relacion entre PE y ECV evaluando, en primer lugar, si el desequilibrio
de factores angiogénicos y antiangiogénicos durante la PE determina el grado de
afectacion CV en el futuro y, en segundo lugar, si afiadir un marcador de lesién cardiaca

a los factores angiogénicos mejora la prediccion de PE en gestantes con sospecha clinica.

3.2 Objetivos secundarios

1. Describir la afectacién CV a largo plazo de las mujeres que desarrollaron PE durante
la gestacion.

2. Estudiar la asociacion entre el los factores angiogénicos y antiangiogénicos del
embarazo y los parametros de evaluacion del riesgo CV a largo plazo.

3. Evaluar el rendimiento de la combinacion de marcadores bioguimicos (ratio sFlt-
1/PIGF, NT-proBNP vy acido Urico) para la deteccion de PE pretérmino en gestantes
con sospecha clinica de la enfermedad.

4. Comparar la capacidad predictiva de la combinacion de marcadores bioquimicos
(ratio sFIt-1/PIGF, NT-proBNP vy &cido Urico) con la del ratio sFIt-1/PIGF solo para

la deteccidn PE pretérmino en gestantes con sospecha clinica.
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Original Article

Angiogenic Factors and Long-Term Cardiovascular Risk in
Women That Developed Preeclampsia During Pregnancy

Carmen Garrido-Gimenez, Manel Mendozall, Monica Cruz-Lemini, Laura Galian-Gay,
Olga Sanchez-Garcia, Chiara Granato, Victor Rodriguez-Suredal’, Jose Rodriguez-Palomares,
Elena Carreras-Moratonas, Linis Cabero-Roura’l, Elisa LlurbalO* Jaume Alijotas-Reig*

Abstraci—Freeclampsia is caused by placental impairment with increased expression of sFlt- 1 (soluble fms-like tyrosine
kinaze | ) and decreased PIGF (placental growth factor): it has been associated with cardiovas cular morbidity and mortality
later in lifie, but the undedying mechanism remains unknown. The aim of this sdy was to determine whether sFli- | and
PIGF levels during preeclampsia are associated to long-term cardiovascular risk. We prospectively recruited 43 women
with previous preeclampsia and 21 controls with uncomplicated pregnancies. Cardiovascular risk assessment = 12 years
later included maternal hemodynamic, cardiac function and structure, biomarker analysis, and carotid-intima thickness
evaluation. Women with previous preeclampsia had higher prevalence of hypertensive disorders and dyzlipidemia
than controls. In addition, they had worse global longitdinal strain, thicker left ventricular septal and posterior walls,
more myocardial mass and increased carotid intima-media thickness compared with controls. PVGF during pregnanc y
comelated positively with high-density lipopmotein (r=0.341; P=0.006), and negatively with global longitadinal strain
(r=—0.581; P=0.001), carotid intima-media thickness (r=—0.251; P=0.045), and mean arterial blood pressure (r=—0.252;
P=0L045), when adjusted by study group. sFIt comelated negatively with high-density lipopmotein (r.=—0.372; P=0,002)
and apolipoprotein A- 1 (r=—0.257; P=0.040), and positively with camtid intima-media thickness (r=0.269; P=0.032) and
left ventricular posterior wall thickness (r=0.368; P=0.003). The antiangiogenic state presentin preeclampsia is related
b0 greater prevalence of cardiovascular risk factors =12 years after delivery. The knowledge of dltered angiogenic factors
may help detect women with a higher risk for premature cardicvascular disease, who will require eadier follow-up afber
delivery. (Hypertersion. 2020; Te:0-88. DOT: 10116 HYPERTENSIONAHA A2 1583, # Data Supplement

Key Words: cardiovascular disease ® hypertension ® placental growth factor @ preeclampsia @ pregnancy

]-:)mecllmpaia iz a pregnancy-related hypertensive disorder
driven by an antiangiogenic environment that affects 2% to

5% of pregnancies. Endothelial dysfunction, cxidative siress,
and inflammatory response underlies the signs and symptoms of
thi dizeaze.” Endothelial dysfunction in preeclampeia is driven
by an imbalance between circulating antiangiogenic factors
gFlt-1 (soluble fims-like tyrosine kinass 1) and sBog (scluble
endogling. and proangiogenic factor PUGF (placental grosth
factor). Diminished levels of PFIGE are likely dve to a combdna-
tion of decreased expression of PLGF because of poor placen-
tation, and reduced free PIGF dus to binding with sFlt-1, which
iz elevated in affected women,? leading to an increase of sPl-1/
PIGF raty. sFlt /PIGE ratio is a better predictor of diseases se-
verify than either marker alone.”

Prematare subclinical maternal cardiac dysfunction and
endothelial dysfunction have been described in pregnancies
complicated by preeclampsin and some may persist after
pregnancy.! Larpe tetroapective epidemiclogical studies have
consiztently demonstrated that women with preeclampsia bad
2- to 4- fold risk of deweloping cardiovascular dizeasze in the
first 15 years after pregnancy,®® especially if associated with
feinl compromize.” It is not known exactly whether having
preeclampsin is cause or consequence of a basal increased car-
diovascular risk. The majority of cases occur in patients with
a priori lower risk. Moreover, the association with cardiovas-
cular disease is greater in pretermsevers preeclampaia than in
term preeclampeia; the firat being the one more frequently as-
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Increased circulating levels of sFlt-1 in noopregnant
patients with abnormal cardiovascular states have been asso-
cinbed with development of endothelial vascular dysfunction,
myocardial imjury, and adverse cardiowascular oubcomes.®
PIGF stimulates sngiogenesis, participabes in recovery from
cardinc pathologies, and acts as an independent risk factor for
maortality after myocasdinl infarction.’ &lthough angiogenic
foctors are critical players in preeclampsin’s endotheliol dys-
function, there is no evidence supporting thedr role os maternal
cardiotonic factors and candiovascular risk Iaber in life.

The aim of o study was to irvestigate whether antisngio-
genic environmentin pregnancies complicaied with presclampsia
iz relaied o signe of cardiovascular impairment long-term after
pregmancy. For this purposs, we heve tecruited women appaos-
imately a decade after a preeclamptic pregnoncy and evaluated
if a melotionship exvists between @Fl-1 and PUGF levels at index
pregrancy and long-term cardiovascular risk aaseasment.

Methods

Diata that supports the findings of this sudy is availsble upon reason-
ahle request. The sdy protocol was approved by the institational
Ethics Commmittes, and patients providsd written informead consent.
Pregnant women, who participated in a previous sudy" performed
betwesn 2003 and 2005, were reinvited to participate for o candiovs -
cular sk ssessment from January 2017 to June 2018, We enrcllad
sngleton pregnancies with clinical disgnosis of presclampsia (temn
and preterm) and contrals with uncompli ies. In the
first study, 4 the time of inclusion, clinical data, uterine arery pul-
satility index, and perinaial daia (gestational age at delivery, mode
of delivery, birth weight, and cemtile) werm moorded. Elood samples
weme obiained at the time of development of preeclampsia, and sFle- 1,
PIGF, and soluble form of VCAM.- 1 (vasoular cell adbesion malzcul=)
circulating levels were anal yzed. Control patients were pecruited from
the mme sudy. We excluded women with reported known comorbidi-
lies before pregnancy (diabetes mellitus, dyslipidemia autcimmuns
disesse_and preexisting

The criteria for the dingnosis of presclampsia were thase of the
International Scciety for the Study of Hypertension in Pregnancy.™
Preeclampsia defined 25 a previcusly normotensive woman who pre-
sented with systolic or disstolic blood pressure (BF) =14090mmHg
mieamared twice (4 hours apart) and proteinuria =300 mg in a 24-hour
urine specimen or 2+ protein on dipsticks in unne, after 20 weeks’
gestation. An uncomplicated pregnancy history was defined as deliv-
ery between 37- and 42-weeks" gestation, after a nommotensive preg-
nancy &nd with ahsence of inrauterine growth restriction (nommal
birth weighi’hirth weight centile) or other perinatal complications.

Cardiovascular Risk Assessment

At time of cardiocvascular risk assessment. 1o women were pregnant of
using oml contraceptives. Matemal height and weight wers recordad,
and body mess index wascalculated. Waist ciroamf erenc e was measured
using inelastic tape at the narrowvest point of the waist. BP (systolic, di-
wstolic. and mesn arterial) was meamired stting down after a minimum
est of 5 mimites. A validated semi-antomatic device (Microlife corp,
‘Widnan, Switrerland ) and an appropriate-sized adult coff were ussd for
the night upper amm in a semu-recambent position; mean value of 2 BF
madings over a 60-second interval wes documented. The participants
flled out a validabed questionnaire consisting on cument medical con-
ditions, use of medications and baseline chamcteristics from selectsd
lifestyle factors: smoking status. phiysical activity, and perceived stress
menmred by the Perceived Seress Scale which has demonstmated good
walidity and reliability in previous studies.™

Blood Samples and Biomarkers Determination

Venoue blood samples for cardiovascular sk srudy were obminad
at cureent evaliation. The following parameters wer messursd
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in matemal serurmn: gluooss, urea, creatinine, HhAlc (glycated he-
moglobin), total cholestercd, HD'L (high-density lipoprotein), LDL
{(low-density lipoprotein), triglycerides, ApoA-l (apolipoprotein
A-1), ApoB (spolipoprotein B}, lipoprotsin{a), homocysteine,
.xE'nﬁ Coreactive protein, VWCAM-1, seoreted acid sphingomyelin-

M-terminal pro-B-type natniuretic peptide, B-type Matnupetic
th:h.m:ﬂh:q:ﬂan sFlt-1 and FIGF were messured using the
fully automated Blecsys platform (Rioches, Penzberg, Gemnamy).
Levels of PIGE, sFlt-1, and VCAM-1 in pregnancy were messursd
& previously described in the litemture. ! Specific ssays and kits for
biomarker analyses are detailed as Methods in the Data Supplement.

Echocardiographic Evaluation

Temsthomcic echocardiogmphy was perfonmed in all patients by 2
experenced cardiclogists (L. GaliansGay, C. Gransto) usng a Vivid
T (Geneml Hectric Healtheare, Haorten, Morwary) high-resclution
ultmsound system. Standand 2-dimensional views were obtained,
and color, continuous, and pulsed Doppler were used to assess car-
duﬁﬁmd:mmrdmgmﬁumnhmﬂfﬁrdjnmmlu
Imaging Smndands.” siudiess were smalyzed
using dedicated softwars (BchoPAL, GE Healthcare, Litile Chalfont,
United Eingdom). Speckle tracking was employed to assess global
lomgitudinal steain (GLS) of the left ventricle (LV). LV jsction frmc-
tion was evalusted usng Biplane Simpsen method. LV dimensions,
‘wall thicknesses, and mass using M-mode and 2-dimen-
sonal echecardicgmphy were also evaluated. Diisstolic dyshinction
wis evaluated using Mitml E'E' ratio and left siria dimemsions. Left
astroke volume and cardiac cutputs were cbtained using comventicnal
formulas. Right ventricular function was svalused using tricuspid
annular plane systolic excursion, 5% ‘Eymtolic velocity of the
tricuspid anmulus obtained by tissue Doppler imaging. Pulmonary
artery systolic pressure was also obtained. Carotid intima-media
thickness (cIMT) memursment was performed with & 9 L-RS linear
jprobes (310 MHz)

Statistical Analysis
Diata were analyzed using the IBM SPEE Statistics 26 st atistical pack-
age. Vadables shodied were tested for nomal distribution using the

Eolmogopov-Smirno v test. Comparisons between siudy groups were
dome with Mann- Whitney test, y* or Fisher exact test where sppro-

priate snd are presented & median (interquatile mogs) or o (per-
centage). Correlation analyses were investigated using the Peamson
methed and confirmed by Spearman. Linsar regression analyses werns
conductad to adjust for study group. P values below 0205 wers con-
sidersd statistically significant for all tests pecformed.

Resulis

We identified 153 women with entry criterin o decade after
pregnancy: T8 with previous preeclampeia and 75 controls
with uncomplicated pregnancies. Forty-seven declined study
participation, 30 women were impossible to contact, and 12
wimen wede excluded becanss of an incomplete clinical file.
Thus, the final cohort analyzed included &4 patients: 43 with
previons preeclampaia and 21 contnols.

Table 1 shows baseline charcteristics of participants at
index pregoancy. Mo differences except for parity (P=0.020)
and ethnicity (P=0.014) wera found bebween women who
bind preeclampain and wncomplicated pregnancies. Women
whio developed preeclampain referred more often first rela-
tives diagnosed of hypertensive disorders (P=0.0G5). As
expected, the preeclampsin group had higher BPs (sys-
tolic, diastolic, and mean arterial pressure, P<0.001 for all)
ot enfolment; 30 women (69.8%) developed early-onset
preeclampsia <34 weeks, During pregoancy, women with
presclaompsia showed gigna of placental dysfunction, with
glgnificantly higher lewels of sFli-1. sFItLPIGE miio and
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Tahiei. Easslne Charackrsiios of e Study Population at ledex Pragaanoy [p=64)

Preaclampsla, | Uncomplcated Pregnancies,
Varabies n-43 n-21 P alup
Meternal charachenshica
Ap.Y 30 EE-325) 31 (7-3) 0443
B, kg ZE.4 PE2-I0E) 270 PR2-0E) 07
Smakng n %) 11 [258) B (288 1000
Hullparous, n % 34 (7a) 10{47.8) 0.020
Obesity, n %] 16{34.1) B (288 0778
Caucasian, n (%) 20 (67.4) 20 85.3) 0014
Family histary
Hyperiensiva clEnmera 77 (B2H) 7(a17 005
Dyelipidemi 12(27.8) {143 0248
Meternal bload presaure”
Syatolc, mm Hy 70 [1B0.3-161 5) 1146 (102171 5) <000
Diazkalie, mm Hy 00 {&7-110) B2.5 (B0-58) <000
Mean, mmHg 1258 (1181233 708 {76 3-8 <000
Pacental biomarkers
4 at avalistion A @A 66 7.0 [E5.6-30.) QU
aF-1, pgimL ZE0A [T1SE-I0E1) BT [M47.2-1411) ﬁ‘m—
AGF, pg/mL 5 [I82-122.3) 2253 [162.4-244.1) <000
ARt 1/PIGF ratin BEB [173-1002) 17 [14-61) <000
WCAM-1, poimL BE 1.4 (738,71 026 5) BE2R [47T1.2-8417) <0001
L1it-A 1.70 [ E5-2.15) 0.88 [0.761.17) <000
Preqrancy ouicomes
B8 3t delvary, wh 715 PAE-IEE 40,0 [PR.0-41.1) <000
[agsarean sgction, n (i8] 31 [721) B (218 <000
Birth weght, grams 1416 752188 THED [3100-3520) 000
Birih weicht, cantle 11§ 43 (287 <000

EJ

Derla shown &3 meadkan {ntemquartie rangs) of n (%), EMI ndicbas body mass inde; GA, peskslionsl age; PIGF, placerial
rowth factar, sAt-1, Enkibia fam of tymaing Kness 1; Li&-P, mean wierng arery pulsatity indes; snd VCAM-1, veacular

el adhaslon mokecul 1.
*Highest valus nbtalnad In pregnancy.

uterine artery pulsatility index, and lower levels of PIGF;
higher levels of VCAM-1 were also found (P<0001). A
totml of 22 (51%) out of 43 women in the preeclampsia
group had a subsequent pregnancy, 10 of which (23.3%)
tind recurring preeclampaia. The preaclamptic group, o8 ex-
pected, deliverad at earlier gestational ages. with a higher
incidence of caesarean section (P<0.001), smaller babies
with lower birth weight centiles (P=<0.001 for all).

Cardiovascular Assessment a Decade After Index
FPregnancy

The medion time interval from pregnancy to study was 12.7
(12.3-13.0) years, with no differences in follow-up between
ghudy groupa (P=0.15T). Clinical data at cardicvascular risk
nssesament me in Thble 2. Mo significant differences were
obaerved in age, smoking prevalence, body mass index, or
waist chrcumfersnce betwean the groups. Fegarding medical
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comorbidities, women with previous preeclampein had higher
prevalance of hypertensive disorders (32.6 wermiz 4.8%,
P=0.014) and dyslipidemin (27.9 versus 4. 8%, P=0045). No
differences wera obeerved betwesn groups regarding Lifestyle,
considering percedved siress test results or referred phiysical
nctivity, Owernll, BPs were significantly higher in women with
previous preeclompsia (systolic BP, P=0.011; disstolic BF,
P=0.008; mean arterial pressure, F=0.007).

Laboratory Parameters at Cardiovascular
Assessment

Table 3 shows laboratory and echocordiographic porameters
napesmed for cardiovascular risk. Laboratory data showed sig-
oificantly lower lewals of HDL and Apof-1 in women with
previons preeclumpsia (P<0001 and P=0.038, reapectively).
Mo differences were obeerved in other matabolic, inflamme-
tody, fenal, or cardiae biomaders.
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Tabls 2. Clislcal Daba at Cardioves cular Flek Asessomem =12 y Bfer Indsx
Pragnancy (s=24)

Unzcomplcated
Praeclampala, Pragrancies,
Varkhks N=d2 n=21 Pdue
Easal chamctansics
Tima paet Indax 125{2.24129 | 128126131y | 0137
pregnancy, y
Ae, ¥ 42 [30-4) 43(41-46) | 0.388
EMI, kp/m? 24922 5291 | 24.4(21.3-287) | 0.230
Walst clroumierenca, BO(77-0%) |E36(T4E-BEE) | 006D
cm
Emuking 16[ETZ 10{47.6) 0.588
Cument matamal medical condbons
[ap venmus
‘thrombasia
Myocardial Imfanchon
Stroke 24T 1.000
Hypartanake diorders | 14 [326) 1(4.8 ooa
Dyelipamia 12278 148 0,045
Diatsrtas melltus 247 1.000
Metabollz syndome 10[23.5 225 0.208
Perraied siress scak 18 [13-28) 17120 | 0178
Piwyeical activily
Mane or light 25 [BA1) 100 {47.6) 0ETH
Modlersts (24 h per 12275 Bi2E1)
waEk]
Hard =4 h per week) E(14 349
Matamal bl pressurs
Syaioliz, mm Hg 122113137 | 1111-125) | ooi
Disstolc, mm Hg T8 [T1-55) T1(B45-7H) | 0008
Mzan, mm Hy 27 [B3-104.3) | BE(77.3-805 | 0.007

[aln shown 85 medien [Intarquartla mnge) of 0 () EMI Noisks ooy
me ndex.

Echocardiographic Evaluation at Cardiovascular
Assessrment

Cardiac ultrazound evaluation showed significantly lower
GLE walues in women with previous preeclampsia com-
pared with uncomplicated pregnancies (P=0.038). Thicker
LV (P=0.027) and posterior walls (P=0.020) and higher
myocardial moss (P=0.032) were obzerved in presclomptic
patients. Highes values of cIMT were recorded in women
with previous preeclampeia (P=0.015). All other echo-
cardiographic perameters showed no differences betwean
groupa.

Correlation Between Anglopenic Factors at Index
Pregnancy and Long-Term Cardisvascular Risk
Factors

Correlation coefficients betwesn angiogenic factods and
significant cordiovascular parameters are showa in Thble 4.
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PIGF correlated positively with HDL (P=0.006), and nag-
atively with GLS (P<0.001), cIMT (P=0.045), diastolic
BP (P=0.021) and mean arterial pressure (P=0.045), when
adjusted by study group (Figure). sFlt comrelated negatively
with HDL (P=0.002) and Apod-1 (P=0.040) and posi-
tively with cIMT (P=0.052) and LV posterior wall thickneas
(P=0.003). Finally. the sFIVPIGF mtio correlatsd negatively
with HDL (P=0.012). These ssaociations were independent
of mean BP and the presence of hypertension. All param-
eteds evaluated and correlations are displayed in Tables in
the Data Supplement.

Dscussion
Thisis the first study that describes the association between
angiogenic motkers at pregoancy and candiovascular risk
factors =12 years after. defined by matemal BP, echozar-
diographic evaluation, ¢IMT examination, and biochem-
ical parameters. We observed that in women with previous
preeclampain, decressed serum levels of PIGF wese azso-
ciated with higher BP. lower HDL, abnormal myocardial
response, and increasad cIMT. Second, increased levels of
aFli-1 wese pssociated with long-term worse lipid profile
{lovarer HDL and apoA-1) and incrensed cIMT in the pres-
clampsia group. K .
Interpretation of Resulis and Comparison With
Exdsting Literature
Previous studies hawe consistently demonstrated maternal
cardinc dysfunction, characterized by eardiac i
decreazad myocardial relaxation and global LV dinstolic
function, in pregnancies complicated by preeclampsia,’”
and that thess alterations persist at least 4 years after preg-
oancy.”™ Cur obgervations are in lne with previous data
whese wormen with previous preeclompeia had significantly
higher BP and worse myocardial deformation. Higher BP is
o leading risk factor for death from ischemic heart disease
and atroke without oy evidence of a threshold down to at
least 115/75 mm Heg." Worse myocardinl deformation, de-
fined by changes in GLS, has been described in previous
studies in pregoant women o8 a good indicator of subclio-
ical systolic myocandial dysfunction™ In our study. albedt
the magnitude of GLS is modest, it has been described that
subtle changes with preserved LV ejection fraction weme
detected in conditions predizposing to heart failure® In
agresment with previous studies, we observed increased
myocardial hypertrophy in women with previous pres-
clampein, adding to the increased cardiovascular risk™; the
Framingham Heart Study reported a 1.57-fold increased
risk of cardiovascular disepse for ewery 50 g increase in
LY mass® Preeclampsin also exedts long-term effects on
kidneay health; long-term fisk of chronic and end stage renal
dizense after preeclampeia iz well reported,™ although in
our cohodt senal parameters were within normal ranges and
oo correl ations wese observed with angiogenic factors dur-
ing pregnancy.

Cardiac dysfunction similar to what is present in
patients with preeclampeia was obseived after aFlt-1 ad-
ministration in pregnant animals.® Recent human studies
obeerved on associntion between semam sFlt-1 and sBog
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Table 3, Labaratory and Echooar diographic Parametens at Cardiovescular Risk Assss oment »12 y Afler Indsx Pragnancy {(1=64)

Preaclampsk, Uneompicated
\arebiks n=i3 Fraprancis, n=21 Pyaue
Angnganic and antang egenic fackora
SFE-1, pgimL. 5T FRED LY 220 BO.ED 343 0,208
PiGF, ppmL MIEEDi2a MAE5h 2y 0718
SFL1/TLEF rath TOB.It114) TEETWEA) 0.282
EEng, nymi B.1EABE BIE&W B 0574
Elszhamisiny and Imamimeiory merkars
Glucme, mydL B4 {751 B B4 775 EE) 0764
Tokal cholegiendl, myadL 182 [155 In 223 18 [1T1.5 0 2165 0247
Hip-density Iipoprotain, mpoL B4 {4910 BO) B1 Tt 715 0001
Low-densHy lipoprotaln, mpdL 12 b 155 118 [BE.5 0 1) 0,828
Trigiyeerkies, mgiL 70 Eata 111) 70 {5t 103 0.488
Apcliporotain &1, moAlL 162 [141 0 170 186 [151 0 1975 0.038
Apclipoprotain B, mpaL 22 [B3A 10 103 AT (699t 89,35 0,705
NEAM-1, pomL 57 [485.8 0 714.1] STT.4[471.2 0 631.4) e
55, nmolimL 4IpAtAE 16 EEt 48 0,088
Canilac blomarkara
NT-proBhE, pgmL. 10&ta 13 101 j0atn 13 ﬁ 0ETH.
ENF, pymL 1 p2Zh T 152 (.6 315 0,260
Trpanh T, pgimL 1.2 B3t 115 1.3 B4tiag 1.000
Echocerdngraphi: messwemeants
lobal IngHuinal S, % 202210 -18) 2124 10-20) 0.038
L¥ gjaction fraction, & B2 (60 ta BE) B4 [BOS tn 6] 0,281
L¥ sapidl wal thickness, mm BiEta 1) B Et0E 0.087
L¥ prsteriar wall thizkness, mm BiEta g TFEE n.0en
L¥ myocardkl mass, grama 107 (5510 125) B3 EOh 111) 0.092
Miral EE rain THEE Y TEh 0,288
Let strium diametar; mm 36 (2 35 36 [E25 1 38 0405
L¥ cardls: cutput, lmin 445 QM52 420 BETE 0.248
TAPSE, mm 225 (2010 2% 232t 25 0.070
TrCuspd BMULE S peak welnety, cmis 13{1210 14 13(1210 24 0608
PRSP, mmHy (195t 1.5 2424t 1) 0,200
©MT, mm 052 049t 0ER Q.50 [0.40t0 050 0013

5

Dats shown &3 misdan (Wtemua|e rmnge) or n (%), BNP Indcartes B-typa natiwetic petide; cIMT, candtid inma-mesdi thickness;
L¥, Il veniricle; NT-praBNP, N-terminal pro-B4ype natiuretlc peptide; PRSP, puimonany arery syetmic pressure; PIGF, plcantal
growth fackor: S-ASM, sesereled ek sphingomyelnass; 5Eng, SOMbk enoogin; aFE-1, apluble 4orm of frosng Knass 1; TAPSE
tricuspid annular plene ystalk excurslon; end WCAMH1, vescular cell adheslon melecule 1.

with worse GLE in women with preeclampsin during
pregnancy.™ and the increase of aFli-1 hod been associ-
ated with peripartum cardiompopathy among suscepible
woman.* Increased sFlt-1 and decrensed PIGF were previ-
ougly descrited in heart and binin tissue of conganital heart
defects fetuses, and in maternal serum in these pregnan-
cies™; in addition. carrying a fetus with congendtal heart
dizense has an incressed risk of developing presclampsia.®
For the first time, we describe that decreased pregnancy
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PIGF levels cormelote with cardiovascular risk factors 12
years later, and this pssociation persists after adjusting
for study groups. Low HDL cholesterol is o powerful risk
factor for cardiovascular disease and remains a rsk foc-
tor even in patients with low LDL cholestercl.® PIGF has
previously been associnted with systemic cordiovasculer
pdaptation to pregnancy. Findings from animals studies
indicate that decreased PIGF levels sesulting from pla-
cental ischemia contribute to maternal hypertension™ and
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Tabk 4. Cormiation Cosifolents Betwess Anglogeeio Markers atindax
Pregnancy and Cardoves oular Flek Faramaters =12 y Lader

Gmup-
Comeleton | Comslbin | Adusied
Anglogankz Factors Coafficknt | Pialis | Phake
PIGF
Mean atarlal bhod prassure | -0.252 | 0.022 1045
HOL, myyrdL 0241 aon3 .006
cnbal longhudiml stram, % | -0.681 | <0001 <00
CMT, mm -0.251 a0z 0045
EFit-1
HOL, mprdL -7z | oom .00
Aprimprsin A1, Myl | -0.257 | 0620 0.040
L¥ posteriar wallthickmags, | 0268 oo .00
mm
CMT, mm 0.268 QO1E 0032

Pvaluss tbtmined by Speaman rank comakation coatNcent, adjsbad by siudy
MU [preaciampets va contral). eMT Indlcates cerobd (mHma-maia thickness;
HOL, high-denaly lipoprotai; LY, |6t vaniricke; PIGF, plapemial growth factor;
and FE-1, st T of tymaing knasa 1.

ore asgociated with sbonommal cordiowascular remodeling
in pregonnt mice (high BP and excessive increase in LWV
mass).™ A mecent retrospective study associated low PIGF
concentrations in early and mid-pregnancy with increased
left atrial diameter and LV mass index & years loter, and
also found PIGF levels had an inverse association with aye-
tolic BP O years lnter.™ Howewer, this study evaluated a
mized pregoant population that included women with pre-
eclampsia, 2mall for gestational oge and preterm birth, and
did not analyze angiogenic biomarkers upon diagnosis of
preeclampain. PLGF seams to hove a cardioprotective func-
tion; it is produced by endothelial cells during the acute
phose of myocardial infarction, probably to compensate the
acube ischemic damage. ™

We found no differences in sFlt-1, PUGF, and VCAM-1
12 year= after the index pregoancy, which iz also in lne
with previous reports.™ The association of elevated cIMT
in preeclamptic pregnancies iz well documented®; how-
ever, o conse-effect relationahip has not been estmblabed,
and it iz also unclear for how long endothelial dysfunction
persist after pregnancy. & recent meta-analyzis including
o total of 813 women with history of preeclampsia 10 or
more years before. reported grester cIMT in the pree-
clampain group compared with controls (0,18 mm [95%
CI, 0.05-0.30 mm]; P=0.004)."" which is in line with our
resulta. Orur study is the first to associote angiogenic im-
balance in pregaancy and long-term increases in cIMT, our
findings suggest that impairment of vascular endothelial
function during pregnancy might be the initial step in de-
veloping atherosclerosia later in life.

Elevated levels of VCAM-1 have teen described in preg-
nancies comphicabed by preeclampsia az a sign of endothe-
lial damage.” VICAM-1 was also asociated significantly with
cardicrraculer risk in our sudy; higher levels in pregnancy
were pasociated with long-term higher BP, lower HDL., and
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worza (GLS when adjusted by sady group. This would redn-
force the concept that sevedty of endothelial damage during
pregnancy could determine the degres of long-term suscepti-
bility to cardicwascular diseasa.

Clinical and Research Implcations
Women with previous preeclampsin hod more cordio-
vascular risk factors and comorbidities compared with
uncomplicated pregooncies. Two women from the pree-
clampsia group had a stroke before 40 years of age, 32%
were hypertensive, 280 had dyslipidemia. and 23% had
metabolic syndrome; oo differences were observed in
modifiable risk factors such o8 cigarette smoking, obesity,
physical activity. or streas level. Our study presented fol-
low-up to 12 years in a relatively young population (42
years), 20 it 18 likely that in the long-term. magnitude of
our findings will increase.™ These is no curment congensus
on how these women should be followed years after an af-
fected pregnancy, but recent data supports cardiovascular
follow-up sterting within the fourth decade of life.* Our
dota suggests that follow-up could be decided wpon by
the: severity of the presclampeia and the angiogenic foc-
tore during pregnancy, which would allow detecting those
patients that have a higher risk Iﬂ"dllﬂlﬂp cardiovascular-
associated complications. L VR

Owr resulis also nuggsatﬂmtmpre.gnmm complicated
by preaclampsia 8 more extensive cordiovascular aasasament
during follow-up should be performed, which could inclade
lipid profile, cIMT, and echocardiography. Multifactorial rigk
reduction strategy for women after preeclampein. especially in
those with more altered sngiogenic factors during pregnancy,
ghould be offered. emphasizing lifestyle changas and routine
doctor check-ups after delivery.

Stremgths and Limitations

Our study is a well-defined population of presclamptic
poatients from & previous prospective study.' Thus, all preg-
noncy parameters (biochemical markers, pregnancy data,
Doppler) were cbtained proepectively and with sandord-
ized procedures. This allowed for long-term recrudtment
and prospective follow-up of these patients. Furthermora,
women with undedying prepregnnncy risk factors for pre-
eclampsia or cardiovascular disease (e, preexisting dia-
betas mallima) were excluded. avodding selection bias.
All echocardiographic pammeters were measured and
recorded specifically for this study by cardiologists who
werse blinded to the study group. It iz also importont to
highlight that most women with preeclampaia had o severs
condition, with the majority delivering preterm, and asso-
ciated to intrauterine growth restriction, therefore, we con-
gidered the population was well selectsd. We acknowled ge
that this inveatigation has some limitations. First, sample
gize is amall due to the time-lapse since pregonancy, which
limited the oumber of patients we could contact. Second,
ooly 41.8% of women with entry criteria were finally in-
cluded, with those with previous severe preeclampsia more
eager to participate in our siady, which might induce some
selection bins.
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Perspectives

Or study shows an associntion between angiogenic im-
balance in pregnancies complicated by preeclampzia and
gigne of cardiovascular impairment long-term after preg-
naney. Towhat degres the antiangiogenic state may detes-
mine cardiac function and become a clinical prognostic
value, as wall as the relationship between cardine disease
and placental dysfunction. remoing to be determined.
This newly described relationship betwesn angiogenesis
and CV diseasze may allow in the future, development of
new predictive strategies and open a window of resesrch
opportunities into novel preventive therapeutics for these
patients,
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Resumen del primer articulo

El objetivo principal de este estudio fue determinar si los niveles de sFlt-1 y PIGF durante
el embarazo complicado con PE se asociaban a marcadores de riesgo CV a largo plazo.
Para este proposito, entre enero de 2017 y junio de 2018 se contactdé con mujeres cuyos
embarazos habian sido controlados en la Unidad de Alto Riesgo Obstétrico del Hospital
Vall d’Hebron entre el afio 2003 y 2005. De estas mujeres se disponia del control
gestacional, los datos del parto, asi como los niveles de sFlt-1 y PIGF durante el tercer
trimestre. A las participantes se les ofrecid realizar un asesoramiento CV completo,
incluyendo una visita médica para realizar una exploracion fisica (determinacién de TA,
peso, talla, circunferencia abdominal) e investigar sobre su estilo de vida: tabaquismo,
actividad fisica y nivel de estrés (cuestionario Perceived Stress Scale). Ademas se les
realizd una analitica sanguinea en ayunas, incluyendo la determinacion de los factores
angiogeénicos, asi como marcadores inflamatorios, cardiacos y del metabolismo lipidico;
una ecocardiografia bidimensional speckle-tracking (2D-STE) y un Doppler carotideo

para medir el grosor de la capa media-intima carotidea (GIMc).

Se identificaron 153 mujeres que cumplian los criterios de inclusidn (gestaciones unicas
de las que disponiamos de todos los datos gestacionales, excluyendo gestantes con
comorbilidades previas a la gestacion como diabetes, dislipemia, enfermedades
autoinmunes o hipertensién crénica). Finalmente, en el estudio se incluyeron 64 mujeres
~ 12 afios después del parto: 43 tuvieron gestaciones complicadas con PE y 21 tuvieron

embarazos de transcurso normal (grupo control).

Se realizaron comparaciones entre los grupos de estudio mediante la prueba Mann-
Whitney, x2 o el test exacto de Fisher, utilizando la mas apropiada en cada caso,
presentando los valores como medianas (rango intercuartilico) y n (porcentaje). Se

realizaron correlaciones de Pearson entre los factores angiogénicos y el resto de variables,
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confirmando las asociaciones mediante la correlacion de Spearman. Finalmente se realizé

un andlisis de regresion lineal para ajustar por el grupo de estudio.

Como resultados principales destacar que hubo mayor proporcion de hipertensas y
dislipidémicas a los ~12 afos después del embarazo en el grupo con antecedente de PE.
En cuanto al perfil analitico, tuvieron menor concentracion de colesterol HDL y
apolipoproteina Al (Apo-Al), sin encontrar diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos en los otros marcadores metabolicos, inflamatorios, renales, cardiacos,
asi como tampoco en el sFlt-1, el PIGF ni la sEng. Las mujeres con PE previa presentaron
mayor disfuncion cardiaca: peor SLG, mayor masa miocardica, aumento de grosor del
septo interventricular y de la pared posterior del ventriculo izquierdo; asi como un
aumento del GIMc. En cuanto a los factores angiogénicos durante el embarazo el PIGF
se correlaciond positivamente con el colesterol HDL y negativamente con el SLG, el
GIMc, la tension arterial diastolica (TAD) y la presion arterial media (PAM); el sFlt-1 se
correlacion6 negativamente con el HDL y la Apo-Al, y positivamente con el grosor de
la pared posterior del ventriculo izquierdo y el GIMc (el resto de correlaciones no

resultaron estadisticamente significativas, ajustando por grupo de estudio).

Este estudio describié por primera vez una relacion entre el sFlt-1 y el PIGF durante el
tercer trimestre de gestacion y el riesgo CV a largo plazo, ya que el ambiente
antiangiogénico durante la PE se relaciond con factores de riesgo CV ~12 afios después
de la gestacion. Conocer la magnitud de la alteracion de los factores angiogénicos en las
gestantes con insuficiencia placentaria podria ayudar a detectar aquellas mujeres con
mayor riesgo de ECV prematura, con el objetivo de poder optimizar el seguimiento y las

medidas preventivas después del parto.
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4.2 Segundo articulo
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Abstrack N-terminal pro-brain natriuretic peptide (NT-proBNF) and uric acid are elevated in preg-
nancies with preeclampsia (PEL Short-term prediction of PE using angiogenic factors has many
false-positive results. Char objective was to validate a machine-leaming model (MLM) to predict PE
in patients with clinical suspicion, and evaluate if the model performed better than the sFlt-1/PIGF
ratio alone. A multicentric cohort study of pregnancies with suspected PE between 24*0 and 364
weeks was used The MIM included six predictors: gestational age, chromic hypertension, sFle1,
PIGE, NT-proBNF, and uric acid. A total of 936 serum samples from 597 women wer included. The
PPV of the MLM for PE following & wesks wag 83.1% (95% CI 78 5-88.7) compand to 728% (95% CI
67.4-78.4) for the sFle-1/FIGF mtio. The specificity of the model was betber; 94 9% va 91%, mspec
tively. The AUC was significantly improved compared b the ratio alone 00041 (95% CLO926-0.956)
wa, (LO01 (95% CT Q850-0.971), p < 0.05]. For prediction of preterm PE within 1 week, the AUC of
the MLM was 0954 (95% C1 0.937-00968); significantly greater than the ratio alone [0.914 (95% CI
0.600-0.934), p< W] Toe conclude, an MLM combining the sFit-1/PIGF ratio, NT-preBNE and
uric acid performs better ko predict preterm PE compared bo the sFit-1/FIGF ratio alone, potentially

Keywornds: angiogenic factors; machine-learning MN-terminal pro-brain natrinmetc peptide (MN1-

proBNF); placental growth factor (PHGF); prediction; preeclampsia; soluble fms-like tynosine kinase 1
{&Flt-1); uric acid

1. Introduction

Preeclampsia (PE) is a pregnancy-related hypertensive and multisystemic disorder
that affects 2-5% of pre gnancies worldwide [1]. Although obstetrical care has significantly
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improved and reduced its mortality, it remains a leading canse of maternal morbidity and
pregnancy complicalions such as preterm delivery, intrauterine grow th restriction (TUGR),
placental abruption, stillbirth, and perinatal morbidity /mortality due to prematurity [2].
Although the pathophysiology of PE is not fully understood, it is well known that itis a
placental disorder with impaired trophoblast invasion and differentiation [3] that leads to
an unbalance of angiogenic and antangiogenic factors [4]. Soluble fms-like tyrosine kinase-
1 {sFlk-1, an inhibitor of vascular endothelial growth factor) is responsible for maternal
dysfunction, causing peripheral vasoconsiriction in an attempt to raise maternal blood
pressure [5]. Elevaied levels of sFlt-1, mduced levels of placental growth factor (PIGF), and
an increased sFlt-1/ PIGF ratio have been mported both in women with established PE,
and before clinical development of the disease [6,7]. A high sFlt-1/ PIGF ratio seems to be
a better predictor of disease severity than either marker alone [5-10], and these findings
have led to incorporation of the sFl-1,/ PIGFE ratio into dinical practice to improve diagnosis
and prognosis of PE [11]. It is widely accepted that the cut-off value of <33 for the sFlE
1/ PIGF ratio between 24 and 36*° weels of gestation rules out PE in patisnts with clinical
suspicion for up to four weeks [12], and the use of this ratio is cost effective [12]. However,
evidence is mome limited regarding management and prognosis of wornen that present an
abnormally high sFIt-1/ FIGF ratio during pregnancy.

Pregnancy promotes several changes that are stressful to the cardiovascular system
in order to maintain utero—placental circulation: matermnal cardiac output and heart rate
increase, while blood pressure and vascular resistances decrease [14]). Cardiovascular adap-
tation in pregnancy is abnormal in patientswith PE due to cardiac diastolic dysfunction [15].
As cardiovascular changes represent a stressful seenario for the heart, cardiac myocytes
respond, producing cardiac damage markers. In particular, N-terminal pro-brain natriumetic
peptide (NT-proBNF), which is used as a biomarker for heart failure in non-obstetric popu-
lations [15], has been described with higher concentrations in preecamptic pregnancies
in response to abnormal cardiovascular adaptation. Furthermore, there is a cormelation
betwaen NT-proBNF levels and severity of PE [17], and higher levels are described in early
v late-onset PE [18]. Thus, NT-proBNFP could be a useful tool for the evaluation of FE and
acid is consistently elevated in PE secondary to reduced glomerular filiration, increased
resorption, and decreased secretion in the provdmal tubule, although the reasons for such
an elevation are incompletely understood [19]. Thus, hy peruricemia has been classically
considered a good biomarket for PE, since high concentrations have been associated with
more severe disease and adverse oubcomes at Hme of delivery [20].

Meither NT-proBNF nor uric add individually hawe been shown to be good predictors
for PE [21] but models combining these biomarkers show promise. Lafuente-Garea et al. [22],
published in 200 a predictive machine-learming algorithen for earhy-onset PE using a combination
of the sFt-1/ PIGF ratio, NT-proBNF and uric acid as biomarkers, with appamnt betier positive
predictive values (PFV) than the sFIt-1/ PIGF ratio alone. External validation is necessary to
defermine eproducdbility for a predicion model and applicability o different populations. For
this study, our primary cbjectives weme, first, to perform external validation of this machine
leamning miode] (MLM) to predict preterm PE in patients with dinical suspicion and, second, to
study if the model performed better than the sFE1/FIGE ratio alone.

T Materials and Mathods
L1 Study Dedgn

Our real-world datasetincluded preg:untwnn‘enwiﬂ\mspectedPEbetweenﬂmand
36+ weeks admitted to the Obstetries Department of seven Spanish University Hospitals
between March 2018 and Decemnber 2020. Patients weme part of the EuroPE stody cohort, a
randomized open-label controlled trial toevaluate if the incorporation of sFIE1/ PIGF ratio
in diagmosis and classification of PE improved maternal and perinatal outeomes in women
with suspicion of the disease (NCT03231657). Blood samples weme obtained at inclusion
(upon suspicion of PE), and multiple samples per patient were allowed but restricted to
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one sample per gestational week. The study protocol was approved by the institutional
Ethics Commitiee (IBSP-EUR-2017-20) and all patients provided written informed consent
Exclusion crieria were pregnant women outside 24*0 apd 354 weeks, multiple pregnancies,
fetal chromosomal or congenital anomalies, those lost to follow-up and conditions that
requined immediate delivery (eclampsia, pulmonary edema, uncontrolled hypertension,
severe visual disturbances, severe headache, etal demise, and non-reassuring fetal status).
2.1 Diagnaostic Criferia

Criteria for diagnosis of PE were those of the International Society for the Study of
Hypertension in Pregnancy [23]. PE was defined as a previously nomotensive woman who
presented with systolic or diastolic blood pressure = 140/90 mmHg, measured twice {at
least 4 h apart), and proteinuria > 300 mg in a 24-h urine specimen or 2+ protein on dipsticks
hmineaﬂﬂiﬂmh’gﬁuﬁmﬂqﬁagrmﬁsnfmh&ﬁumﬁéwedﬁufgﬁuﬁmwaﬁ
considersd early-preterm PE, and batween 34+ and 36+ weeks, late-preterm PE.

Suspected PE was considered upon high blood pressure or aggravation of pre-existing
hypertension, new onset of proteinuria or aggravation of pre-existing proteinuria, or one or
more preedampsia-related symptoms such as epigastric pain, severe edema (face, hands,
feat), persistent headache, visual disturbances, sudden weight gain (=1 kg/week in the
third trimester). It was also suspected when low plaelsts (<100.000) or elevated liver
enzymes were detected in blood analysis, as well as when abnormal uterine perfusion
was detected by Doppler sonography with mean pulsatility index > 95th percentile in the
second trimester and/or bilateral uterine artery notching, PE was also suspected when
[UHGE was detected, and was defined as an estimated fetal weight below the 3rd centile for
gestational age (GA) according to local reference curves [24], or an estimated fetal weight
below the 10th centile together with umbilical artery or mean uterine arteries pulsatility
imdex above the 95th entile [25].

Adverse matemal outeome was defined as admission to the inensive care unit (1C0),
eclampsia, placental abruption, disseminated intravascular coagulation, pulmonary edema,
and HELLP syndrome. HELLP syndrome is a severe form of PE diagnosed when hemolysis,
elevated liver enzymes (>100 U/ L) and low platelst counts < 100 x 10° / L were detectsd,
with or without proteinuria or severe hypertension [25]. Adverse perinatal outcomes weme
defined as preterm delivery befome 3+ weaks, TUGR, stillbirth, and placental abruption
Adverse neonatal outeomes induded neonatal ICU admission for >48 h, proven and/ or
suspected sepsis, respiratory distress syndrome, intraventricular hemorrhage (grades [-VI),
necrotizing enterocolitis, retinopathy, and bronchopulmonary dysplasia.

2.3. Laboratory Methods

Blood samples were collected in serum separator tubes and centrifuged at 3000« g
for 15 min Serum coneentrations of PIGE sFIt-1, and NT-proBNF were measured using
automnated electrochemiluminescence immunoassays on the Koche Cobas® 2601 platform
{Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germary ) with a tumaround time of 18 min for
PIGF and sFlt-1, and a turnaround fime of 9 min for NT-proBNE Serum concentration of
uric acid was measured using an automated colorimetric uricase method on the Abbott
AJJNI:_'F‘ ¢ platform (Abbott Laboratories, Chicago, IT, USA) with a tumaround time
of 10 min. Product codes of magents are 08P5620 for uric acd, (9315284190 for NT-
proBNE, (F027515190 for sFIE-1, and 07027648190 for FIGE. The measuring ranges wen
310,000 pg/ mL for PIGE 10-55,000 pg/mL for sFIt-1, 10-35,000 ng/ L for NT-proBNF,
and &60-1950 pmol /L. for uric acid. The limits of quantification were 10 pg/ml for PIGE,
15 pg/mL for sFIt-1, 50 ng/L for NT-proBNF, and 10 pmol/L for uric acid. No high-
dose hook effect has been described for concentrations up to 100,000 pg/mL for PIGE,
200,000 pg/mlL for sFlE-1, 300,000 ng/ L for NT-proBNE. Intra- and interassay coefficents of
variation, evaluaied with PreciControl Multimarkers 1 and 2 (Roche Diagnostics) for PIGF
and sFlt-1, with PreciConirol Cardiac 1 and 2 {Rodhe Diagnostics) for NT-proBME and with
Multichem 5 Plus 1, 2 and 3 (Technopath) for uric acid, weme found to be <5% in all assays.
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24 Statistionl Analysis

Demographic data were analyzed using the IBM SPSS Statistics 26 statistical package.
Variables studied were tested for normal distribution wsing the Kolmogorov-Smirmoy test
Comparisons between study groups were performed with analysis of variance (ANOVA)
or Chi-squared test when appropriaie, and ame presented as mean (standard deviation) or
percentage (n) p-values below 0.05 were considered statistically significant for all tests per-
formed.

The MLM to predict PE induded six predictors, as previously published [22]. Briefly,
GA at admission, chronic hypertension, and biomarker serum levels (sFIt1, PIGE NT-
proBNE, uric acid), corrected for GA at sampling, weme included. Pregnancy data and
outeomes were blinded to the professional who applied the random forest-based supervised
MLM to predict the risk or probability of PE (low, moderately low, moderately high, or
high) of a patient with clinical suspicion. We defined a patient as negative (no PE) if
none of the patient’s repeated measumements presented a moderately high risk or above.
Otherwise, the patient was considered positive, and with high probability of developing PE.
True positive and frue negative patients are those coincident with the final decision of the
dlinician The predictive model and the decision thresholds for being positive (high or very
high) or being negative (low or very low) ame found in the Supplementary Methods and
Table 51. Scikit-learn (version (.23.2), an open-source py thon library, was used to support
the best machine-learning practices for setting up the predictive model of the software.
The p-values and 95% confidence intervals were calculated by using the bootstrap method.
Statistical significance of sensitivity, specificity, predictive values, and area under curve
(AUC) were calculated using the 95% percentile bootstrap confidence intervals with 10,000
bootstrap samples

3. Results
3.1. Characteristics of the Study Population

A total of 792 women with suspected PE were initially recruited. A total of 2 twin
pregnancies, 9 pregnancies lost to follow-up, and 182 pegnancies included at term weme
excluded, so the final analysis induded 597 participants and 936 serum samples, obtained
batwean 24* and 35*F weeks The global incidence of PE was 347 (207/597): 90 women
(15.1%) developed early-preterm FE {£34*), &7 (11.2%) had late-pretermn FE (34-36+), 5D
{6.3%) had term PE {=37*"), and 300 women (65.3%) did not develop PE.

Table 1 shows the demographic, clinical, and perinatal characteristics of the study
population, divided into those women that developed early-preterm PE, laie-preerm FE,
and those without PE. There weme no differences in basaline characteristics between these
groups. Women with PE had significantly higher levels of sHt-1, sFlt-1/ PIGF ratio, NT-
proBNE and uric acid compared to those without PE (p < 0.001 for all variables mentioned),
and patients with early-preterm PE had higher levels than those with late-preterm FE. GA
at delivery was significantly earlier in the early-preterm PE group. The mode of delivery
showed a significantly higher prevalence of capsarean section and maternal admission
to the obstetric [CU in the early-preterm PE group. Regarding neonatal outcomes, birth
weight was significantly lower in the early-preterm PE group, with higher rate of IUGR, as
well as lower Apgar test, and higher rate of admission to the neonatal FCU and of adverse
neanatal ouksomes.
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Table 1. Demographic, clinical, and perinatal characheristics of the study population.
No Preeclampsia E.l.rl]rh]’r::hm [.Ih-:ﬁ_:hm pValue
= 300) Preeclampsia tn = 90} Preeclampsia (1= &)
Maternal characteristics
Age (years) i + 6 35 + 59 ME+76 042
CEE‘:E 881 (258) 76.5 (26} a4z (49)
Bk 7221) 118 (4) L (1) 0143
Asian A8 (14) 118 (4) 18{2)
Smoking 7.6(22) 283 040 0112
Nulliparity 3.8 (117) 55.9 (19) Wz 01ad
Maternal morbidity
Dabetes mellitus bype 1 LA 29(1) 38(2) 0415
Deabetes mellibus bype 2 175 0 S8 (5) a4
Hyperinsion 17 (50) 176 () 135(7) 806
Cardicwrascular disease w7z 0{0) 040) 075
Renal disease 24 291} Laq) 0985
Biomarker data
GA at sampling (weeks) b33 WEL21e Mo+1a¥ <0001
sFlt-1 (pgg/mL) 252 + 2R152 150431 + G280 = 12044 8 + dlé77 =¥ <L
PIGF {pg/mL}) 3612 £ 3047 BED =844 B4t TY [ brird
sFle-1/PIGF ratio M9+ 568 a7 + 321 2HLE + 220§ =T <L
NT-proBNF ing/ L) 443 + 463 BE3S £ 23915 2616 + 7.2V <L
Uric acid (mg/dL}) i9+1 59+14- 55+ 15~ <L
Pregnancy outoimes
GA at delivery (weeks) W3+23 Ad+z2l- BIzl™ <0001
Mode of delivery Vaginal 533 (154) 116 (4) 227 (17) *
Dp&ral:i.\ne \ra@ﬁml Eb (19 0oy 00y < (L0
Cesaman sectiom 399 (115) BA.2 ()= 673 (35) ¢
M“‘ETD‘]"*C’E’“’"’“ 0.7 (7 U6 (24) 635 (33) * <001
Medmatal dutcomes
Birth weight (grams) 7554 + 6545 13155+ 372+ 22491 + 45617 <001
IUGR 1.7 72 B29 (2= 864~ <000
'I'I.A.pga.rsmne B+l Ex2* B=0¥ <L
& Apgar scome e L LES <L
Umbilical artery pH 7.2 L6 73£ 01 72201 943
Umbilical vein pH 73201 73+ 01 73201 005
A dmission to NICU 13 (F) a7 (37)* 529 27) =" <0001
Adverss necnatal outcome 113 (32) B79(29)* ZRE (15 %Y <L

N-erminal

or

Data shawn as mean tEDurMLGﬁ.mﬂmMﬁ&mmuﬁmwhmm h'['ﬂpmﬂhl'l"

rain natriametc

mmnt,w!'mal:?

71

Pephrh,N'.IELl meonatal miersve cane unat; OICL, obstetnc intensve cane
Ln'ul:P]GF planmhlgmwﬁ'.hcburﬁh—Lm]ubhEmn—h]mhmmﬂkmm! pvaluss abtained by ANOVA
arisons weme performed between groups * povalue < 005
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3.2 Predictive Model Resulfs

Table 2 and Figure | show validation of the MLM compared to the sFIt-1,/PIGF ratio
alone in predicting preterm PE A decreased false-positive rate was observed with this
model compared to the sF1-1/PIGF ratio alone (23% ws. 41%, respectively ). There was also
decreased false-negative rate with the model compared to the sFIE1/PIGF ratio alone {29%
ve 32%, mspectively), and to those patients with a clinical diagnosis of PE, but with normal
values of biomarkers. Table 2 shows the validation models for predicting early-preterm
aned late-preterm PE individually. The complete ROC curve analysis comparing the model
to the sFIE1/FIGF ratio is shown in Figure 51 in the Supplementary Materials.

Table 2 Validation of models for predicting preterm FE

sFit UPIGF Ratio NT“:;:?E o P-Value
Sensitivity (%) 7.5 TLO-830) TUE (TA.4-84 5) 0210
Specificity (%) 9L0 (BL0-93.0) 949 (93.4-96.5) =005
PPV (%) 728 (67.4-78 4) 831 (7B.5-88.2) <(L05
NPV (%) Y28 (UL0-94.7) 937 (92.0-95.3) .14
:Flanciubhhu—hhgmthﬂGFplmmJMhm:NT MNF, M-terminal brain

b ; FPY, mmvmmwmv e Peierm FE was defined as
PE blow 37 umh.Sﬂmrryt:mhmm:a]nﬂahduﬂqu:a.tm positives that wee comectly
dﬂ&dupﬂhﬂﬁmﬂmpmﬂmdﬂmhpﬂdalwmhmﬂ'dﬂﬁ“mhﬂ
Spedficty to rule inwas caloolated as Fproportion of positves that wene incormmectly classified as patients in
ﬁmpmclmp-uhnhpdmmmnﬂuﬂiﬁ‘&mdm

fll fe T
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o e T
-
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I. ';
T | I|
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ool i
A 1y
= ]
: [
z I
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F o [ ]
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!
e
o~ AP B-LTST Fiat o ALS IS 510 90,1 o060 082 1]
—— TE-LPGT Mt s 5 EToarefP = L s A (UG B84 ] 94,0 G0 S0 i)
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Fobe Purdtia e P ILG = 2o s

Figure 1. Perdformance of studied models for predicting preterm PE aFlt-1, soluble fme-like tyrosine
kimase 1: P'l.GFPImI:aI En‘.‘lwl:l'l.ﬁchr NTTmENE M-terminal pro-brain natriunetic ]:IEth:IE AT,
area under the curve; Ul confidence inerval Preterm PEwas defined as PE below 3749 weeks,
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Table 3. Validation of modals for predicting early-preterm and late-preterm FE.
Ei " sFi- U/PICE Hati iFIIe-!I..I'IE"IGF]hIi:i.u-i_N'l'-meNP +
Uric &cid
Early-preterm PE
Sensitivity (%) #22 (76 3-88.5) AT (BLE-026)
Specificity (%) a0 8 (88.4-93.5) 938 (YL7T-95.9)*
PPV (%) 725 (b6.1-79.4) B0 (F42-BA4)*
NFV (%) 945 (92 6-96.6) D (L3107 B)
Late-preterm PE
Sensitivity (%) 635 (53.1-75.0) 635 (53.1-75.0)
Specificity (%) 9.2 (&7 6-92.8) 6.0 (0L 257 8) *
PPV (%) 55.0 (45.7-64.9) 750 (E5.2-86.2) *
NPV (%) 2.9 (9 7-95.5) 933 (91.1-957)
;FE-L lulub'h hu-ﬂugmhlmLP}GF 'Flmlda.'lpuwﬁ\l'ach:l' NT—FQHN'F' Fremamal pro-bain

REHLERE TR E IR S L

p:;u:k 'Fm:dm'tvl]m,m ]:u'nd.l:hw aan.Early—pnhrmPEwu&E‘ﬂd

xF‘Ehhw mhhﬁ-pnmﬁm&ﬁ:ui ﬁhﬂbﬂmnk‘“mﬂ?pﬁ*‘wﬂhﬁmgbmh

in wias calculaied as the proportion of nhﬂwmm‘mﬂydﬂ.&dupﬂmmmﬂmpﬂmm

Mﬂ@duwﬁnﬂhmﬂaﬁi wnhnfplamEpmﬁmymmhmwacﬂ:ﬂaudal

-ul’ nhtwnmﬂyduﬂﬁdupﬂhrﬂnwhmpmﬂdwg}nadﬂwl:p&dqhﬂuhhmﬂud
36™ wredos of gestation. * povalue < 005

The ROC curves of the combined model and the sFit-1/PIGF ratio for predicting
preterm PE within 1 and 32 weeks of clinical suspicion are observed in Figure 2. Results
of specificity, sensitivity, and predictive valoes comparing both tests for predicting early-
preterm FE and late-preterm PE within 1 and 2 or 3 weeks of clinical suspicion are shown
in Table 4. ROC curves show that the algorithm performed better as the delivery date
grew closer, within one and three weeks, and are shown as Figumes 52 and 53 in the
Supplementary Materials.

p=il= 0F ralTe 03
— — L] ]
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/i [ |
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A |I .E |
i ; a “a 5
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} { o
| X 1
J |
1 J
o
— P T 1-|n.| |r|q-l.. |:-:1 LR LT oF 11N e f ul M-lnr G T ]
wF | TPEEE Al Al e P [CAES RS DT N LY L B WF 1T R wENP F b S A ENS CL SRS (R T ER Al
[ e I - = Fd Even e 10
ENEE ETEIRY <EIF 10 R TR SETE R e
L&) (b

Figure 2 Performance of studied models for predicting preterm PE within 1 and ¥ weeks b delivery.
{a) Prediction of preterm PE within 1week to delivery, (b) prediction of preterm PE within 3 weeks
to delivery. sFlit-1, soluble fms-like by osine kinase 1; PIGE placental growth factor; NT-proBNE,
M-terminal privbrain natriuretic peptide; ALUC, aréa under the curve; L confidene inferval Preterm
PE was defined as PE below 370 weeks.
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Table 4 Prediction ofearly and late-poeterm PE 1sing the combined model va. sFlt-1/PIGF ratio alone.

sAEVPIGF Ratio + SFI-VPIGE sFi-UPIGF Ratio +
Eardy-Preterm PFE sFI-VFIGF Ratice NT-proBMF + Late-Preterm FE Hai NT-proBNF +
Uric Adid Uric Acid
Within 1 wesk Within 1 weak
Senaitivity (%) E.0ELLS2T) LY (BA0-959) Sensitivity (%) 653 (SLET59) 65.3 (5L E-75.9)
PPV (%) 705 (BAE-TT.6) TR (723849~ PPV (%) B2 (A 7636) 744 (BLBL0) -
Specificity (%) QL8 (B4.1-93.2) 938 {91 8958~ Specificity (%) Q0.2 (A7 929 Q6.0 (ML 397 8 -
NPV (%) 965 (M998 7) 976 (96.2-98 9) NFV (%) 956 (91.5-95.9) G0 (2 0-96.1)
Within 3 weaks Within 2 weaks
Sensitivity (%) 714 {50.0-100.09 S0(25.0-71.4) Sensitivity (%) A0 (18.2-60.0) 40,0 {18 2—600)
PPV (%) 263 (13.6-364) 269 (1154010} PPV (%) 18.2 (5.9-77 8) 3E3(154-55.6)
Specificity (%) L8 (BAA-93.3) VR T959 Specificity (%) LT (BT e )+ Q6.0 (S 3-97H) =
MNPV (%) 8.6 (9 7-10000) 7.6 (S63-9910) NPV (%) G5 (L B-0E.7) Q6.7 (95.1-94.3)
sFle-1, soluble fms-fike tyrosine kinase 1; PIGE placental factor; NT % Mrerminal pro-baain

nlhhunﬁ:pﬂpﬁdﬂ;?ﬂ.pniﬁmpmdicﬁ'nwhnrm rﬂpl:ivnpnd.il:ﬁmvl]u * pvaloe « (LOS

4. Discussion
4.1. Prindpal Findings

Cur study demonstrates the high performance of a predictive mode] combining the
sFI-1/ FIGF ratio, NT-proBNE and uric acid to rule in and mile out preterm PE in women
with clinical suspicion. The FFV (to develop PE in the subsequent & weeks) and specificity
(false positives) of the model wem significantly better than the sFlt-1/PIGF ratio alone.
Although differences were not significant, sensitivity and NFV of the model to rule out
PE were slightly betier than the sFlt1/PIGFE ratio alone. These differences were observed
mainly in early-preterm PE, but also in late-preterm FE, and the model performed better as
the delivery date approached. The short-term prediction of early-onset and late-preterm
PE within 1 week was also better with the combined model.

4.2 Interprefation of Results mnd Comparison with Existing Liferafure

The sFlt-1/FIGF ratio is a good predictor of PE and serious pregnancy complications,
sinece it increases before the first clinical symptoms appear [4]. Other biomarkers used
individually hawe not shown to improve the predictive results of the sFlt-1,/PIGF ratio [9]
We and others have previously demonstrated that the sFlt-1,/PIGF ratio is increased in
early and severe cases of placental insufficiency (Le, IUGE with or without PE) because
of increased levels of sFIt-1 [4,10]. It is known that high values of the sFlt-1/ PIGF ratio
are associated with shorer intervals to delivery [2], but hospitalization and intense mon-
itoring in est-positive patients are often required because of high false positives. The
reason why an antiangiogenic state does not always result in development of PE is still
unchear, but maternal predisposition is probably necessary, added to a severe and prolonged
endothelial insult

NT-proBNF has shown higher concentrations in women with hyperensive disorders
of pregnancy [18,27], especially those complicated with severe and preterm PE [27,25]. A
recent study reporied mean NT-proBNF levels of 349.1 + 93.5 pg/mL in PE without severs
clinical signs and 725.3 + 200.5 pg/mL in severe PE [29]. In our data, NT-proBNF levels
weme also higher in preterm PE, with early-preterm showing the highest values, and higher
levels weme observed in the most severe cases. NT-proBNF levels are higher in pregnant
women with chronic hypertension [30,21]; therefore, this was taken into account in the
MLM of our study and the necessary adjustments were performed.

The prospective, multicenter, and observational PROGNOSIS study [9] reported that
an sFlt-1/ PIGF ratio of 38 was the optimal cut off in pregnancies betwesn 2440 and 36+
wiee ks to rule out PE inwomen with clinical suspicion. This cut off performed with an NPV
of 09.3%, (95% CI, 97.9 to 09.9) within 1 week, and memained highat 2 (97.9%), 3 ({05.77%), and
4 weeks (94.37%) after testing [12]; that is, a woman with results in this range was extremely
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unlikely to progress to FE or HELLF within the next month. In cur study, the combined
model mules out preterm PE in the nect & weeks with 93.7% probability, slightly better than
the sFlt 1/ PIGF ratio alone, and performs better for early-preterm PE, ruling out with a 96%
probability. Althowgh the NPV of the sF1E1/ PIGE ratio to rule out early-preterm PE within
1 week was slightly lower than that eported in the PROGNOSIS study, this improved with
the: MLM (96.5% to 97.6%:).

O the other hand, an sFIt-1/ PIGF ratio > 38 was characterized by poor PPY: within
1 wesek 16.7% (95% C1, 123-21.9), and in the next 4 weaks 36.7% (95% CI, 28.4 to 45.7%),
with 86.2% sensitivity (95% Cl, 540-77.0) and 53.1% specificity (95% C1, 72.4-86.3) [9]. In
addition, the mported ability of WMT-proBNP to predict PE alone is modest, with an AUC
of (.55 [22] and 0.69 [31] in the first and third rimesters, respectively. The strategy of
adding NT-proBNF to the sFlt/PIGF ratio to try to improve short-term prediction of PE
has previously been reported. Lafuente-Ganuza et al [22] identified that when maternal
serum NT-proBNF value > 174 pg/mL was combined with an sFlt-1/ FIGF ratio > 45, the
PPV for diagnosis of early-onset PE (24* to 33**weeks) was 86% (95% CL 79.2-92.6) at
any point in Hme with a sensitivity of 72.5% (95% CIT70.5-81 8) and specificity of 97.7%
{95% C1 9%6.7-98.5). Similar results have been obtained in our study. In our cohort the PFW
of the model is somewhat lower to predict preterm PE in the subsequent & weeks, but
is statistically superior to those obtained with the sFIt1/ PIGF ratio alone [72.5% (95% CI
66.1-79.4) ws. B0.4% (95% CI 74.2-864.4)], with statist betier ificity. This is the first
time this model was applied to pregnancies between 347 and 36 weeks but it performed
better for early-preterm PE, and also surpassed the PFV and specificity of the sFIt-1/PIGF
ratio alome. Chur data did not allow us bo perform analysis for a 4-week period, but the
maodel’s precision for PE was also better than the sFIt]/PIGF ratio alone from 1 to 3 weeks,
improving clinical decisions regarding monitoring intervals. Sabria et al. [33] described
a prediction model where the addition of NT-proBNF assessment to an sFIt/PIGF ratio
= 38 yielded a superior ability for detecting delivery in the subsequent week in women
with suspected PE. The AUC was 0.845 (95% CI 0.7870.8%9), which was significantly greater
than the AUC of the sFIE1,/PIGF ratio alone 0.786 (95% CI: 0.722-0.844). This means that
when adding NT-proBNF to the sFIt]/PIGF ratio, a false-positive rate reduction of 18.2%
could be achiewed. Finally, in line with previous studies, serum levels of uric acid werne
higher in pregnancies complicated with PE [34,35]. Hyperuricemia precedes the onset
of proteinuria and hypertension in PE, but its prognostic value is debated [22]. It seems
that among women with diagnosed FE, higher levels may help to identify those who will
develop a more severe disease, but a cut-off value has not been stablished.

Multiple sFlt-1,/PIGF ratio cut offs have been studied to enhance the diagnostic ac-
curacy of this maemal syndrome. The MLM produced a cut-off value of 45 for the
sFlt/ PIGF ratio, 174 pg/ mL for NT-proBNF, and 5.6 mg/ dL for uric acid for PE predic-
tion of early-pretermy PE. A retrospective cohort study [22] described that the PFY to
rule in early-onset PE of the sFlt-1,/PIGF ratio > 45 was 48.5% (95% CI 41.9-51 8), with
a specificity of 79.8% (95% (1 78.5-83.6). A multicenter case—control study including a
total of 1149 patients concluded that the sFlt-1,/FPIGF ratio = B85 for early-onset PE and
=110 for late-onset PE resulted in a sensitivity/ specificity of 88%.,/99.5% and 538.2%/ 95.57%,
respectively [37]. A recent study has mported that uric acid has similar specificity to the
sFIE1/PHGF ratio for the diagnosis of PE, although the sensitivity appears to be much
lower [38]. The NT-proBNF cut-off point to associate pregnancy complications is not
known. Serum NT-proBNF < 125 pg/mL excludes heart failure in non-obstetric popula-
tions [39], and it seems that matetnal serum NT-proBNF levels < 4006 pg/ mL could rule
out PE with a high NPV of 929% [40]. Alvarez et al [15] described that a cut-off point of
NT-proBNF 219 ng/ L predicted development of an adverse outcome in pregnant women
< M weeks, with a sensitivity of 76% and specificity of %4%. Another study of this group
demonstrated similar performance in the prediction of adverse outcomes with cut-off points
of 178 and 219 for the sFlE-1,/PIGF ratio and NT-proBMNF, with a sensitivity/ specificity of
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05/ 84% and 94,/ 76%, respectively [15]. Therefore, it seems that matermal serum NT-proBMF
levels = 120.5 g/ml would warrant dose follow-up during pregnancy [27,41,42].
Pregnancies with placental-related disorders, such as isolated IUGE or placental
abruption, also show increased sFIt-1/ FIGF ratio levels, exceeding the cut-off points for
PE diagnosis explained abowve, but it is unknown how these entities affect NT-proBNFP
levels [43]. Elevated NT-proBMP levels may meflect ventricular stress and subclinical cardiae
dysfunction, worsening if JUGE is present When PE is associated with IUGE, patients
present higher peripheral vascular resistance and lower cardiac output compared to isolated
IUGE [44]. Few studies have evaluated NT-proBNF levels in pregnant women with IUGE,
and higher maternal serum NT-proBNF levels have been detected in pregnancies with
early-onset PE, with or without IUGE, than in pregnancies with isolated IUGR [22,41]
Therefore, when a high sFlt/ PIGF ratio is detected, lower levels of NT-proBNP could
diserimninate between those pregnant women that are not going to develop PE.

4.3, Clinfcal Implications and Future Research Directions

Clinical presentation of PE is helerogeneous, and a daily challenge to the practicing
obstetrician. This diagnostic model using a combination of cardiac, renal, and placental
biomarkers has been validated to predict preterm PE in patients with clinical suspicion, with
better PPV, sensitivity, and specficity than the sFlt-1/PIGF ratio alone. This information
could help dinicans decide which women may be followed up on safely on an outpatient
basis, and which women need careful and close surveillance, and hospitalization. If
expectant management is considered, this MLM could also provide more accurate and
valuable information for the frequency of patient assessment and follow-up. Furthermore, a
specific software could be developed and studied to caleulate the risk of matemal and fetal-
adverse outcomes, and indicate imminent delivery, evaluating also the cost effectivensess of
the routinely incorporation of uric add and NT-proBNF in women with suspected PE
4.4 Strengths and Linitations

This study externally validates an MLM previously published to predict PE. This is
the first study that improves the sFt-1/ PIGF ratio’s prognosis of PE using other related
maternal serum FPE biomarkers. It is a nested study, with a very strict selection provess for
patients, prospectively included in the database but not managed based on these results;
therefore, it has no bias with regard to our findings. How ever, more data from randomized
trials is needad to establish whether the use of this algorithm in clinical practice could
really reduce unnecessary hospitalization and costs. Another limitation of this study is
that the different cut-off values proposed for the sFlE1/PIGF ratio can only be applied
when using Elecsys immunocassays, since differences have been reported with other brands
or platforms.

5. Conclusions

An MLM combining the sF1t-1,/FIGF ratio, NT-proBNF, and wric acid performs better
to predict preterm FE compared to the sFlt-1/PIGF ratio alone, potentially increasing
dinical precision, decreasing false-positive rates, and increasing FFY and specificity. This
model also performed better than the sFIt 1/ PIGF ratio for prediction of PE within 1 and
3 weeks. These results could avoid unnecessary interventions in women with suspected
PE. Our work highlights the need of further studies combining different biomarkers and
supports the use of NT-proBNF and uric acid added to maternal serum angiogenic factors
to increase PE prediction.

Supplementary Materials The following supporting information can be downloaded at hetps// wwos
mdpicom’ articks 105390/ jem1 2020431,/ 51, Figure 51: Performance of studied models for predicting:
peeterm PE; Fignere 52 Ferformance of studied models for predicting earh-preterm. PE within 1 and
Fweeks b delivery; Figure 53 Pedformanc: of studied models bor predicting lage-preterm PE within 1 and
2 wesks b delivery. Table 51: Decision thoesholds.
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Resumen del segundo articulo

El objetivo de este estudio fue realizar una validacion externa de un modelo machine
learning (MML) que utiliza la combinacion de marcadores bioquimicos para la prediccién
de PE pretérmino en gestantes con sospecha clinica (NT-proBNP, &cido Urico y el ratio
sFIt-1/PIGF). En segundo lugar, se estudio si este modelo mejoraba la capacidad
predictiva del ratio sFlt-1/PIGF. Se realizé un estudio multicéntrico que incluyo gestantes
con sospecha clinica de PE entre las 24*° y 36"® semanas de gestacion que acudieron a
urgencias o que se visitaron en la consulta de Alto Riesgo Obstétrico de siete Hospitales
Universitarios espafoles, entre marzo de 2018 y diciembre de 2020. Se obtuvieron las
analiticas con los biomarcadores en el momento de la inclusién, con obtencidn posterior

de mas determinaciones por paciente, restringida a una por semana.

Inicialmente se incluyeron 792 mujeres con sospecha clinica de PE, pero el anélisis se
realizo6 finalmente con 597 gestantes y 936 muestras sanguineas obtenidas entre la semana
24*0y 36%. El 34.7% de las gestantes desarrollé PE: 90 (15.1%) PE pretérmino precoz
(< 34*% semanas), 67 (11.2%) PE pretérmino tardia (34-36*® semanas), 50 (6.3%) PE a
término (> 37*° semanas), y 390 (65.3%) no desarrollaron PE (grupo control). Como el
MML fue disefiado para la deteccion de PE pretérmino, no se analizaron las PE > 37*°

semanas.

Se compararon los grupos mediante analisis de varianza (ANOVA) y %2, y los resultados
se presentaron con medias (desviacion estandar) o n (porcentaje). EIl MML para predecir
PE incluye seis predictores: semana de gestacion al ingreso, la presencia de hipertension
cronica y los niveles séricos de NT-proBNP, &cido drico, sFlt-1 y PIGF. El profesional
que aplico el algoritmo no conocia méas datos que los predictores comentados
previamente. Se calculo la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del modelo y el area

bajo la curva (AUC) de las curvas ROC.
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Las gestantes con PE tuvieron mayores niveles de NT-proBNP, &cido urico y ratio sFlt-
1/PIGF que las gestantes que no desarrollaron PE (p<0.001 para todas las variables
mencionadas), siendo las PE pretérmino precoces las que tuvieron concentraciones mas
elevadas de todos los biomarcadores. La sensibilidad y especificidad del MML fue mejor
que la del ratio sFIt-1/PIGF [79.6 (74.4-84.5) vs. 77.5 (71.9-83.0) y 94.9 (93.4-96.5) vs.
91.0 (89.0-93.0) respectivamente], y también fue mejor el VPP y el VPN del modelo
combinado [83.1 (78.5-88.2) vs. 72.8 (67.4-78.4) y 93.7 (92.0-95.3) vs. 92.8 (91.0-94.7)
respectivamente], aunque s6lo el VPP vy la especificidad mostraron diferencias
estadisticamente significativas. Estas diferencias también se observaron cuando se
analizaron por separado las pacientes con PE pretérmino precoz y tardia, aunque el MML
mostré mejor rendimiento para el prondstico de PE < 34*° semanas. EI AUC del MML
fue mejor que el AUC del ratio sFIt-1/PIGF [94.1 (92.6-95.6) vs. 90.1 (88.0-92.1)].
Cuando se compard la capacidad predictiva de ambas herramientas en 1 y 3 semanas, el
modelo combinado también mostré mejor VPP y especificidad, con resultados
estadisticamente significativos, y mostrando mejores resultados conforme se acercaba la

edad gestacional al parto.

En conclusion, la combinacién del ratio sFlt-1/PIGF, el NT-proBNP vy el acido drico
mejora la prediccion de PE en gestantes con sospecha clinica entre la semana 240 y 365,
Este hecho aumenta potencialmente la precision clinica, disminuyendo la tasa de falsos
positivos y aumentando la especificidad, pudiendo evitar intervenciones innecesarias en

gestantes que no desarrollaran la enfermedad.
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5. RESUMEN GLOBAL DE LOS RESULTADOS

5.1 Primer trabajo

Se incluyeron 64 mujeres ~ 12 afios después del embarazo: 43 tuvieron gestaciones
complicadas con PE y 21 tuvieron embarazos de transcurso normal (grupo control). De
las 43 mujeres con PE, 30 de ellas (69.8%) debutaron con PE pretérmino precoz

(<34*Y semanas).

Mujeres con criterio de
inclusion (n=153)

Excluidas (n=89)

O Rechazaron participar (n=47)

O Imposibilidad de contacto (n=30)
O Estudio CV incompleto (n=12)

Cohorte final de analisis (n=64)

h A

v

Antecedente de preeclampsia (n=43) Gestaciones no complicadas (n=21)

Figura 5. Diagrama de seleccién de pacientes del primer estudio

Los grupos presentaron caracteristicas basales similares (Tabla 2). Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la paridad (p=0.020) y la etnia (p=0.014),
que era lo esperable al ser factores de riesgo de PE. Las mujeres con PE tuvieron mas
antecedentes familiares de primer grado de trastornos hipertensivos (p=0.035). Las
gestantes con PE tuvieron cifras de TA superiores en el momento de la inclusion. Durante
el embarazo, las mujeres con PE presentaron niveles mas elevados de sFlt-1, niveles

disminuidos de PIGF, mayor ratio sFlt-1/PIGF, aumento del IP de las arterias uterinas, y
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mayor concentracion de VCAM-1. El 51% de las gestantes con PE volvieron a quedarse
embarazadas, siendo la tasa de recurrencia del 23.3%. La edad gestacional al parto de las
mujeres con PE fue més temprana, con un aumento de la tasa de cesérea, y con menor

peso al nacimiento de los neonatos, como era lo esperable.

En cuanto a la evaluacién CV realizada a largo plazo tras la gestacion (Tabla 3), los
grupos también fueron homogeéeneos ya que no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en la edad, la prevalencia de fumadoras, el indice de masa corporal (IMC)
ni la circunferencia abdominal. En el grupo PE hubo mayor proporcion de hipertensas y
dislipidémicas, y presentaron cifras tensionales superiores. No se observaron diferencias
entre los grupos en cuanto al estilo de vida, considerando la actividad fisica referida y el

nivel de estrés percibido (Perceived Stress Scale).15116
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Tabla 2. Variables demograficas y clinicas de las participantes durante la gestacion

Preeclampsia

Gestaciones

=43 no com_plicadas p
n=21

Caracteristicas maternas
Edad, afios 30 (26;33.5) 31 (27;33) 0.443
IMC, kg/m? 28.4 (25.2;30.8) 27.8 (26.2;29.9) 0.731
Fumadora 11 (25.6) 6 (28.6) 1.000
Nuliparidad 34 (79.1) 10 (47.6) 0.020
Obesidadf 15 (34.9) 6 (28.6) 0.778
Etnia caucésica 29 (67.4) 20 (95.2) 0.014
Historia familiar
Hipertension 27 (62.8) 7 (33.3) 0.035
Dislipemia 12 (27.9) 3(14.3) 0.348
Tension arterial*
Sistolica, mmHg 170 (160.3;181.5) 1145 (102;121.5) <0.001
Diastdlica, mmHg 100 (97;110) 62.5 (60;69) <0.001
PAM, mmHg 125.8 (119;133.2) 79.8 (76.3;86) <0.001
Biomarcadores gestacionales
SG en la evaluacion 30.6 (28.6;35.5) 37.0 (25.6;39.3) 0.585
sFlt-1, pg/mL 2808 (2156;3981) 537.8 (347.2;1411)  <0.001
PIGF, pg/mL 56 (38.9;123.3) 225.3 (168.4;344.1)  <0.001
Ratio sFlt-1/PIGF 55.9 (17.3;100.2) 1.7 (1.4:6.1) <0.001
VCAM-1, pg/mL 861.4 (738.7;1026.5) 582.6 (471.2;641.7)  <0.001
UtA-IPm 1.79 (1.65;2.15) 0.88 (0.76;1.17) <0.001
Resultados obstétricos
SG al parto, semanas 33.5(29.6;36.5) 40.0 (39.0;41.0) <0.001
Cesarea 31(72.1) 5(23.8) <0.001
Peso al nacimiento, g 1415 (975;2185) 3150 (3100;3520) <0.001
Peso al nacimiento, p 1(1;8) 43 (26;67) <0.001

Los datos se muestran como medianas (intervalo intercuartilico) o n (%). IMC, indice de masa
corporal; PAM, presion arterial media; SG, semanas de gestacion; sFlt-1, forma soluble del
receptor tirosina quinasa-1; PIGF, factor de crecimiento placentario; VCAM-1, molécula de
adhesion de células vasculares-1; UtA-IPm, indice de pulsatilidad medio de las arterias

uterinas; g, gramos; p, percentil.

+IMC>30 *Cifra més alta obtenida durante la gestacion.
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Tabla 3. Datos clinicos de la evaluacion cardiovascular la evaluacion

cardiovascular ~12 afios después de la gestacion

Preeclampsia

Gestaciones

1=43 no com_plicadas Valor p
n=21

Caracteristicas basales
Intervalo de tiempo, afios 12.5(12.2;12.9) 12.8 (12.5;13.1) 0.137
Edad, afios 42 (38;46) 43 (41;46) 0.366
IMC, kg/m2 24.9 (22.5;29.1) 24.4 (21.3;26.7) 0.230
Circunferencia abdominal, cm 89 (77;98) 83.5 (74.5;85.5) 0.059
Fumadoras 16 (37.2) 10 (47.6) 0.588
Patologias médicas actuales
TVP - - -
Infarto agudo miocardio - - -
AVC 2 (4.7 - 1.000
Hipertension 14 (32.6) 1(4.8) 0.014
Dislipidemia 12 (27.9) 1(4.8) 0.045
Diabetes 2(4.7) - 1.000
Sindrome metabdlico* 10 (23.3) 2 (9.5) 0.308
Perceived Stress Scale 18 (13;26) 17 (11;20) 0.178
Actividad fisica
< 2 h/semana 25 (58.1) 10 (47.6)
2-4 h/semana 12 (27.9) 8 (38.1) 0.576
> 4 h/semana 6 (14) 3(14.3)
Tension arterial
Sist6lica, mmHg 123 (113;137) 111(104;125) 0.011
Diastdlica, mmHg 78 (71,88) 71 (64.5;78) 0.008
PAM, mmHg 92.7 (83;104.3) 85 (77.3;90.8) 0.007

Los datos se presentan como medianas (intervalo intercuartilico) o n (%).
IMC, indice de masa corporal; TVP, trombosis venosa profunda; AVC, accidente
cerebrovascular; PAM, presion arterial media

*Se considerd sindrome metabdlico cuando hubo la presencia de > 3 de los siguientes: glicemia
en ayunas > 100mg/dL, triglicéridos > 150mg/dL, colesterol HDL < 50mg/dL, circunferencia
abdominal > 80cm, tension arterial > 130/85mmHg o en tratamiento médico para la hipertension.
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A continuacion, en la Tabla 4 se describen los resultados analiticos y ecocardiogréficos
durante el asesoramiento CV. EIl grupo PE present6 menor concentracion de HDL y
ApoA-1 (p<0.001 y p=0.036, respectivamente) ~12 afios después del embarazo. Se
evaluaron otros marcadores metabolicos, inflamatorios, renales y cardiacos (NT-proBNP
y Troponina T), con valores dentro de la normalidad y sin diferencias entre los grupos.
Las mujeres con antecedente de PE presentaron mayor disfuncion cardiaca: peor SLG
(p=0.038), mayor masa miocardica (p=0.032), mayor grosor del septo interventricular
(p=0.027) y de la pared posterior del ventriculo izquierdo (p=0.020). Ademas, el grupo
PE tuvo mayor GIMc (p=0.015). No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en los otros parametros ecocardiograficos evaluados.

Tabla 4. Resultados de laboratorio y parametros ecocardiograficos de la evaluacion
cardiovascular ~12 afios después de la gestacion

. Gestaciones no
Preeclampsia

=43 comnp:hzciadas p

Factores angiogénicos y antiangiogénicos

sFIt-1, pg/mL 85.7 (78.6;91.0) 82.9 (80.6;94.2) 0.808
PIGF, pg/mL 10.3(8.6;12.9) 10.4 (9.5;12.3) 0.715
Ratio sFIt1/PIGF 7.9 (6.3;11.4) 7.8 (6.7;9.1) 0.892
sEng, ng/mL 6.1 (5.4;6.9) 6.3 (5.8;6.9) 0.574
Marcadores bioquimicos e inflamatorios

Glucosa, mg/dL 84 (78;92) 84 (77.5;88) 0.764
Urea, mg/dL 28 (26;34) 31 (29;35) 0.190
Creatinina, mg/dL 0.63 (0.57;0.69) 0.69 (0.63;0.70) 0.051
HbAlc, mmol/mol 33 (32;37) 33 (31;35) 0.454
Colesterol total, mg/dL 182 (155;222) 196 (171.5;216.5) 0.247
HDL, mg/dL 54 (49;60) 61 (57;73.5) 0.001
LDL, mg/dL 112 (91;138) 118 (96.5;137) 0.926
Triglicéridos, mg/dL 70 (59;111) 70 (46;103) 0.488
Apolipoproteina A-1, mg/dL 152 (141;170) 165 (151;197.5) 0.036
Apolipoproteina B, mg/dL 82 (68.8;103) 78.7 (69.9;99.35) 0.705
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Lipoproteina (a), mg/dL 8.5 (4.15;27.4) 8.6 (4.37;23.8) 0.813
Homocisteina, pmol/L 10 (8.2;12.4) 9.5(7.6;11.6) 0.632
PCR, mg/dL 0.2 (0.08;0.38) 0.2 (0.1;0.26) 0.673
VCAM-1, pg/mL 573 (498.8:714.1)  577.4(471.2;631.4) 0.371
ASM, nmol/mL 4.2 (3.4;6.5) 3.6 (2.6;4.8) 0.066
Marcadores cardiacos

NT-proBNP,pg/mL 1(0.9;1.2) 1.01 (0.9;1.3) 0.878
BNP, pg/mL 21.1(9.2;32.7) 15.2 (11.6;31.8) 0.960
Troponina T, pg/mL 11.2 (9.3;13.5) 11.3(9.4;13.6) 1.000
indices ecocardiograficos

SLG, % -20 (-22;-19) -21 (-24;-20) 0.038
FEVI (Simpson’s biplano) % 62 (60;65) 64 (60.5;66) 0.281
Volumen telediastélico del VI, mL 85 (73;94) 82 (65.5;88.5) 0.176
Volumen telesistdlico del VI, mL 31 (28;38) 29 (23.5;32.5) 0.069
Grosor septo interventricular, mm 9(8;11) 8 (8;9.5) 0.027
Grosor pared posterior VI, mm 8(8;9) 7 (7;8.5) 0.020
Masa miocardica VI, gramos 107 (95;125) 93 (80;111) 0.032
E/e’ de la valvula mitral 7.8 (5.67;9) 7 (6;8) 0.988
Diametro Al, mm 35 (32;38) 35 (32.5;38) 0.405
Volumen Al, mL 46.5 (39;56) 40 (36;50) 0.237
Tracto de salida VI, mm 20 (19;21) 20 (19;21.5) 0.293
Volumen sistélico VI, mL 64.1 (55.0;74.0) 64.6 (56.3;77.4) 0.547
Gasto cardiaco, It/min 4.45 (3.94;5.29) 4.20 (3.61;5.27) 0.346
TAPSE, cm 22.5 (20;23) 23 (21;25) 0.070
zgel)occlrtrjjg anillo tricaspide lateral 13 (12:14) 13 (12:24) 0.609
PAPs, mmHg 23 (19.5;31.5) 24 (24;24) 0.800
GIMc, mm 0.52 (0.49;0.63) 0.50 (0.40;0.50) 0.013

Los datos se presentan como medianas (intervalo intercuartilico) o n (%); los valores p se calcularon
con el test U de Mann-Whitney y el test de Fisher.
sFlt-1, forma soluble del receptor tipo tirosina quinasa-1; PIGF, factor de crecimiento placentario;
sEng, endoglina soluble; HbAlc, hemoglobina glicosilada; HDL, colesterol de lipoproteinas de alta
densidad; LDL, colesterol de lipoproteinas de baja densidad; PCR, proteina C reactiva; VCAM-1,
molécula de adhesion de células vasculares-1; ASM, esfingomielinasa acida; NT-proBNP, porcién
N-terminal del pro-péptido natriurético cerebral tipo B; BNP, péptido natriurético de tipo B; SGL,
strain longitudinal global; FEVI, fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo; VI, ventriculo
izquierdo; Al, auricula izquierda; TAPSE, excursidn sistélica del plano anular del anillo trictspideo;
PAPs, presion arterial pulmonar sistolica; GIMc, grosor intima-media carotideo
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Figura 6. Ejemplo de valoracion ecocardiografica del strain longitudinal global (SLG)

91



Los coeficientes de correlacion entre el sFlt-1 y el PIGF durante la gestacion y los
parametros de riesgo CV ~12 afos después se describen en la Tabla 5. Despues de ajustar
por el grupo de estudio, se encontrd una correlacion positiva entre el PIGF y el colesterol
HDL (p=0.006). A su vez, el PIGF se correlacion6 negativamente con el SLG (p<0.001),
el GIMc (p=0.045), la TAD (p=0.021) y la PAM (p=0.045). El sFlt-1 se correlaciono
negativamente con el colesterol HDL (p=0.002) y la ApoA-1 (p=0.040), y positivamente
con el GIMc (p=0.032) y el grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo
(p=0.012). El ratio sFIt-1/PIGF solo se correlaciond negativamente con los niveles de
colesterol HDL (p=0.012). Estas asociaciones fueron independientes de la PAM y de la

presencia de HTA.

EnlaFigura7ylaFigura 8 se muestran las gréficas de las correlaciones estadisticamente

significativas entre el sFlt-1y el PIGF con los parametros de evaluacion CV a largo plazo.
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Tabla 5. Coeficientes de correlacion entre los factores angiogénicos durante la gestacion y los parametros de evaluacién de riesgo cardiovascular a largo plazo
(~12 afios después de la gestacion)

sFIt-1 PIGF sFIt-1/PIGF ratio VCAM-1
Parametros de Coeficiente 0 Correlation o- Adjusted Coeficiente 0 Coeficiente 0
. de p . e de p . de p .
riesgo CV . ajustada | coefficient | value | p-value e ajustada . ajustada
correlacién correlacién correlacién
;g{‘(fl'lig arterial | 5049|0354 | 0.709 -0.188 0.069 | 0.138 20006 |0481| 0.961 0238 | 0.029| 0.059
gg;ig’"”C:”e”a' 0159 |0.105| 0.210 20287 | 0011 | 0021 0088 | 0244 | 0.489 0343 | 0.003| 0.006
;reeji'gn arterial 0115 |0.182| 0.364 -0.252 0.022 | 0045 0005 |0.348| 0.696 0.307 | 0.007 | 0.014
Colesterol HDL | -0.372 | 0.001| 0.002 0.341 0.003 | 0.006 -0.311 | 0.006 | 0.012 0282 | 0012 | 0.024
Apo-Al 0257 | 0.020| 0.040 0.541 0.028 | 0.056 20227 |0.036| 0.072 0224 | 0.038| 0.075
SLG 0.150 |0.131| 0.262 0581 |<0.001| <0.001 0237 |0.037| 0.074 0.260 0.024 | 0.049
Grosor septo 0.171 | 0.088| 0.176 -0.193 0.064 | 0.127 0114 |0.185| 0.371 0.230 0.034 | 0.067
interventricular
Grosor pared 0.368 | 0.001| 0.012 -0.180 0.078 | 0.155 0.127 |0.159| 0.318 0.284 0.011 | 0.023
posterior VI
Masa 0.138 | 0141 | 0.281 -0.126 0.162 | 0.325 20.025 | 0422 | 0843 0.245 0.026 | 0.053
miocardica VI
GIMc 0269 |0.016| 0.032 -0.251 0.023 | 0.045 0.184 | 0.073| 0.146 0.191 0.065 | 0.131

sFlt-1, forma soluble del receptor tipo tirosina quinasa-1; PIGF, factor de crecimiento placentario; VCAM-1, molécula de adhesion de células vasculares-1; HDL,
lipoproteinas de alta densidad; Apo-Al,apolipoproteina Al; SLG, strain longitudinal global; VI, ventriculo izquierdo; GIMc, grosor intima-media carotideo. Valores p

obtenidos mediante correlacién de Spearman, y p-ajustada por el grupo de estudio.
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5.2 Segundo trabajo

Se incluyeron 597 gestantes con sospecha clinica de PE entre la semana 24*°y 36*5. La
incidencia global de PE fue de 34.7% (207/597): 90 (15.1%) desarrollaron PE pretérmino
precoz (<340 semanas), 67 (11.2%) PE pretérmino tardia (34-36"° semanas), 50 (6.3%)
PE a término (> 37*° semanas), y 390 (65.3%) no desarrollaron PE (grupo control). Como
el MML fue disefiado para la deteccion de PE pretérmino, en los analisis se excluyeron
las gestantes con PE a término, por lo que se analizaron tres grupos por separado y entre

ellos.

Mujeres con sospecha clinica
de PE (n=792)

Excluidas (n=195)

+ Gestaciones gemelares (n=4)

+ Pérdidas de seguimiento (n=9)
+ Inclusion z 37 semanas (n=182)

h 4

Cohorte final analizada (n=597)

i

Preeclampsia (n=207) No Preeclampsia (n=390)

l

PE pretérmino precoz (<34+°) (n=90)

PE pretérmino tardia (34-365) (n=67)

PE a término (237°%) (n=50)

Figura 9. Diagrama de seleccién de pacientes del secundo estudio
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Ambos grupos presentaron caracteristicas basales similares (Tabla 6). Como era lo
esperable, las gestantes con PE tuvieron niveles aumentados de sFlt-1 y disminuidos de
PIGF, sobre todo aquellas con PE precoz, que tuvieron los niveles mas elevados del ratio
sFIt-1/PIGF. Las gestantes con PE también tuvieron mayores concentraciones de NT-
proBNP y acido urico, siendo los niveles mas altos en el grupo con PE precoz (p<0.001
para todas las variables previamente mencionadas). En cuanto a los resultados obstétricos,
como era esperable, el grupo con PE precoz tuvo menor edad gestacional al parto, mayor
tasa de cesarea y mayor numero de ingresos en la unidad de curas intensivas (UCI). El
82.9% de las gestantes con PE precoz asociaron CIR. Respecto a los resultados
perinatales, el grupo con PE precoz presentd un menor peso al nacimiento, mayor
proporcion de fetos CIR (82.9%), menor puntuacion en el test de Apgar, y mayor tasa de
eventos adversos neonatales y de admisién en la UCI neonatal (p<0.001 para todas las

variables mencionadas).
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Tabla 6. Caracteristicas demograficas, clinicas y perinatales de la poblacién de estudio

Sin Preeclampsia Preeclampsia
Preeclampsia  pretérmino precoz pretérmino tardia p
(n=390) (n=90) (n=67)
Caracteristicas maternas
Edad, afios 34.02+6 355+5.9 348+7.6 0.422
Etnia
Caucésica 258 (88.1) 26 (76.5) 49 (94.2) 0.143
Negra 21 (7.2) 4 (11.8) 1(1.9)
Asidtica 14 (4.8) 4 (11.8) 2(3.8)
Fumadora 22 (7.6) 3(8.8) 0 (0) 0.112
Nuliparidad 117 (39.8) 19 (55.9) 23 (44.2) 0.184
Morbilidad materna
Diabetes mellitus tipo 1 4(1.4) 1(2.9) 2 (3.8) 0.415
Diabetes mellitus tipo 2 5(1.7) 0 (0) 5 (5.8) 0.114
Hipertension 50 (17) 6 (17.6) 7 (13.5) 0.806
ECV 2 (0.7) 0 (0) 0 (0) 0.745
Patologia renal 7(2.4) 1(2.9) 1(1.9) 0.955
Biomarcadores
SG de la muestra 33.6+3.3 30.8+2.1* 349+ 1.2¥% <0.001
sFlt-1, pg/mL 3252 + 2815.2 15043.1 £ 9289*  12044.8 £ 9167.7*¥ <0.001
PIGF, pg/mL 361.2 £ 394.7 66.9 £ 84.4 83.4+729 0.227
Ratio sFIt-1/PIGF 28.9 +56.8 443.7 + 329.1* 220.8 £ 229.9%¥ <0.001
NT-proBNP, ng/L 44.3 £ 46.3 883.5 + 2391.5* 261.6 £ 247.2%¥ <0.001
Acido trico, mg/dL 39+1 5.9+ 1.4* 5.8 + 1.5%¥ <0.001
Resultados obstétricos
SG al parto, semanas 38.3+23 31.4+£2.1* 35.3 £ 1%¥ <0.001
Tipo de parto
Vaginal 154 (53.3) 4 (11.8)* 17 (32.7)* <0.001
Parto instrumentado 19 (6.6) 0 (0) 0 (0)
Cesarea 115 (39.9) 30 (88.2)* 35 (67.3)*
Ingreso materno en UCI 2 (0.7) 24 (70.6)* 33 (63.5)* <0.001
Resultados neonatales
Peso, gramos 2755.4 £ 654.5 1315.5 £ 372* 2249.1 £ 458.1*¥ <0.001
CIR 72 (23.7) 29 (82.9)* 24 (43.6)*¥ <0.001
Test Apgar 1° 8x1 6 +2* 8 + 0¥ <0.001
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Test Apgar 5’

pH umbilical arterial
pH umbilical venoso
Ingreso en UCI
Resultados adversos

9+0
72+06
73+0.1
37 (13)
32 (11.3)

8+ 1%
73+0.1
73+0.1
32 (97)*

29 (87.9)*

9+ 1¥ <0.001
72401 0.943
73+0.1 0.05

27 (52.9)*¥ <0.001

15 (28.8)*¥ <0.001

Los datos se muestran como medias + desviacién estandar o n (%).

ECV enfermedad cardiovascular; sFlt-1, forma soluble del receptor tipo tirosina quinasa-1; PIGF,
factor de crecimiento placentario; NT-proBNP, porcion N-terminal del pro-péptido natriurético
cerebral tipo B; SG, semana de gestacion; UCI, unidad de curas intensivas; CIR, crecimiento

intrauterino restringido.

Los valores p fueron obtenidos por ANOVA o Chi-cuadrado, lo mas apropiado en cada caso, y se
realizaron comparaciones entre los grupos. *valor p<0.05 comparado con gestantes sin preeclampsia;
¥ valor p <0.05 comparado con la PE pretérmino precoz.

En la Tabla 7 y en la Figura 10 se muestran los resultados de validacion del MML

comparado con el ratio sFlt-1/PIGF solo para la prediccion de PE. Con el modelo

combinado se observo menor tasa de falsos positivos y de falsos negativos que con el

ratio sFIt-1/PIGF: 23% vs. 41% y 29% vs. 32%, respectivamente. Los falsos negativos

fueron pacientes con diagnostico clinico de PE pero sin alteracion de los biomarcadores.

Tabla 7. Comparacion de los modelos en la prediccion de PE pretérmino

Ratio sFIt-1/PIGF

Modelo machine learning

Sensibilidad (%)
Especificidad (%)

Valor predictivo positivo (%)

Valor predictivo negativo (%)

77.5 (71.9-83.0)
91.0 (89.0-93.0)*
72.8 (67.4-78.4)*

92.8 (91.0-94.7)

79.6 (74.4-84.5)
94.9 (93.4-96.5)*
83.1 (78.5-88.2)*

93.7 (92.0-95.3)

*p<0.05
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Figura 10. Rendimiento de los modelos estudiados para la prediccion de PE pretérmino

La Tabla 8 muestra por separado prediccion de PE pretérmino (precoz y tardia) del ratio
sFlt-1/PIGF y del MML. Tanto la sensibilidad, la especificidad, el VPP y el VPN del
modelo combinado mejor6 la tasa de deteccién de PE, aunque s6lo la especificidad y el

VPP mostraron diferencias estadisticamente significativas.
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True Positive Rate (Sensitivity)

Tabla 8. Validacion de los modelos para predecir PE pretérmino precoz y tardia

Ratio sFIt-1/PIGF

Modelo
machine-learning

PE pretérmino precoz
Sensibilidad (%)
Especificidad (%)

Valor predictivo positivo (%)

Valor predictivo negativo (%)

82.2 (76.3-88.5)
90.8 (88.4-93.5)*
72.5 (66.1-79.4)*
94.5 (92.6-96.6)

86.7 (81.8-92.6)
93.8 (91.7-95.9)*
80.4 (74.2-86.4)*
96.0 (94.3-97.8)

PE pretérmino tardia
Sensibilidad (%)
Especificidad (%)

63.5 (53.1-75.0)
90.2 (87.6-92.8)*
55.0 (45.7-64.9)*
92.9 (90.7-95.5)

63.5 (53.1-75.0)
96.0 (94.2-97.8)*
75.0 (65.2-86.2)*
93.3 (91.1-95.7)

Valor predictivo positivo (%)

Valor predictivo negativo (%)

100%

80% 1

60% 1

40% 1

20% 1

0%

*p <0.05

Enla Figura 11 se observa como el AUC del MML es superior a la del ratio sFlt-1/PIGF,

por lo que el modelo demuestra mayor rendimiento para la prediccién de PE pretérmino.

A) B)

p=0.0e+00 p=0.0e+00

100%

80%

@
2
ES

»
3
#

True Paositive Rate (Sensitivity)

20%

—— sFIt-1/PIGF Ratio [AUC (95% Cl) 84.8 (80.2-88.8}]
0% —— sFIt-1/PIGF Ratio + NT-proBNP + Uric Acid [AUC (95% CI) 91.9 (88.4-94.6)]

—— sFIt-1/PIGF Ratio [AUC (95% Cl) 92.5 (90.0-94.7)]
sFIt-1/PIGF Ratio + NT-proBNP + Uric Acid [AUC (95% CI) 95.6 (93.8-97.1)]

100% 0% 20%

40% 80% 100%
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False Positive Rate (100%-Specificity)

False Positive Rate (100%-Specificity)

Figura 11. Rendimiento de los modelos para predecir PE pretérmino precoz y tardia.
A) PE pretérmino precoz B) PE pretérmino tardia
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True Positive Rate (Sensitivity)

A nivel préctico, nos interesaba comparar el rendimiento del MML y del ratio sFlt-1/PIGF
para detectar PE en las proximas semanas (no fue posible hacer el anélisis a las 4 semanas
por tener pocas muestras). En la Figura 12 se observan las curvas ROC del modelo
combinado y del ratio sFlt-1/PIGF a la semana y a las 3 semanas, observando mejor AUC
en el MML. En la Tabla 9 se describe la sensibilidad, especificidad, VPP y VPN del
MML vy del ratio sFIt-1/PIGF en 1 y 3 semanas. EI MML mostr6 nuevamente mejor
rendimiento, encontrando diferencias estadisticamente significativas para el VPP y la

especificidad.

A) B)

p=0.0e+00 p=7.2e-02

100%

100% f

80%

40%

True Positive Rate (Sensitivity)

—— sFIt-1/PIGF Ratio [AUC (95% C1) 91.4 (89.0-93.4}]
—— sFIt-1/PIGF Ratio + NT-proBNP + Uric Acid [AUC {95% CI) 95.4 (93.7-96.8)] 0%

0% 20%

—— SFIt-1/PIGF Ratio [AUC (95% Cl) 89.9 (82.2-94.6)]
—— sFIt-1/PIGF Ratio + NT-proBNP + Uric Acid [AUC (95% CI) 93.5 (89.9-96.4)]

80% 100% 0% 20% 80% 100%

0%

40% 60% 40% 60%
False Positive Rate (100%-Specificity) False Positive Rate (100%-Specificity)

Figura 12. Rendimiento global de los modelos para predecir PE
A) Prediccién de PE en 1 semana  B) Prediccion de PE en 3 semanas
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Tabla 9. Prediccion de PE pretérmino en 1 y 3 semanas con ambos modelos

Ratio sFIt-1/PIGF

Modelo
machine-learning

1 semana
Sensibilidad (%)
Especificidad (%)
Valor predictivo positivo (%)

Valor predictivo negativo (%)

87.0 (81.4-92.7)
70.5 (63.8-77.6)*
90.8 (88.1-93.2)*
96.5 (94.9-98.2)

90.9 (86.0-95.9)
78.7 (72.3-84.9)*
93.8 (91.8-95.8)*
97.6 (96.2-98.9)

3 semanas
Sensibilidad (%)
Especificidad (%)
Valor predictivo positivo (%)

Valor predictivo negativo (%)

62.5 (33.3-100.0)
31.2 (11.1-50.0)*
86.2 (80.4-92.3)*
95.8 (93.0-100.0)

62.5 (33.3-100.0)
41.7 (16.7-66.7)*
91.2 (86.3-96.1)*
96.1 (93.5-100.0)

*p<0.05

La Figura 13 compara el rendimiento del MML y del ratio sFIt-1/PIGF para la deteccion

de PE pretérmino precoz y tardia, mostrando nuevamente mejores resultados con el

modelo combinado y con mejor rendimiento para la deteccién de PE precoz.
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Figura 13. Rendimiento de los modelos para predecir PE pretérmino en 1,2 y 3 semanas
A) Prediccién de PE pretérmino precoz) B) Prediccion de PE pretérmino tardia
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6. RESUMEN GLOBAL DE LA DISCUSION

Hallazgos principales

Los resultados del primer estudio sugieren que el desequilibrio entre los factores
angiogenicos y antiangiogénicos durante la PE es un factor prondstico para la afectacion
CV a largo plazo. Por otro lado, la combinacion de un marcador de dafio cardiaco, el
acido drico y el ratio de factores angiogénicos mejora la predicciéon de PE pretérmino en

gestantes con sospecha clinica de la enfermedad.

El primer estudio describe por primera vez la asociacion entre los factores angiogénicos
(sFlt-1 y PIGF) en las gestaciones complicadas con PE y el riesgo CV ~ 12 afios después,
determinado por una evaluacion clinica, analitica y ecocardiogréafica. Las mujeres con PE
y niveles mas disminuidos de PIGF presentaron peor salud CV a largo plazo: niveles
inferiores de colesterol HDL, peor funcién cardiaca e incremento del GIMc. Ademas, las
mujeres con PE y niveles mas elevados de sFlt-1 presentaron peor perfil lipidico (menor
HDL y Apo-Al), mayor grosor de la pared posterior del ventriculo izquierdo y mayor

GIMc a largo plazo.

El segundo estudio valida un MML que combina marcadores bioquimicos (ratio
sFIt-1/PIGF, NT-proBNP y acido Urico) para la deteccion de PE pretérmino en gestantes
con sospecha clinica. EI modelo combinado tuvo mejor capacidad de prediccion de PE
pretérmino que el ratio sFIt-1/PIGF: el VPP (desarrollar una PE en las proximas 6
semanas) Y la especificidad (menor tasa de falsos positivos) del modelo combinado fue
superior, con resultados estadisticamente significativos. EI MML también mostré mejor
sensibilidad y VPN (menor tasa de falsos negativos), aungue estos resultados no llegaron
a alcanzar la significacion estadistica. Estas diferencias se observaron tanto para la PE

pretérmino precoz como tardia, mostrando un mayor rendimiento en la PE precoz y
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cuanto mas cerca de la fecha de parto. La capacidad de prediccion de PE pretérmino para

unay tres semanas fue mejor con el modelo combinado que con el ratio sFlt-1/PIGF solo.

Factores angiogéenicos y alteraciones CV a largo plazo tras preeclampsia

La lesion cardiaca en la gestante con PE se caracteriza por remodelado concéntrico, con
aumento de grosor de la pared del ventriculo izquierdo y disminucién de la relajacién
miocardica, lo que conlleva una disfuncion global del ventriculo izquierdo.”®" La
disfuncion diastolica complica casi la mitad de casos de PE.!'8119 | a funcién sistolica
suele estar conservada, especialmente en las PE tardias, aunque en muchos casos existe
también disfuncion sistélica subclinica.!’1?0 Estas alteraciones son mas significativas en
las PE precoces y severas, apareciendo incluso antes que los signos clinicos de la
enfermedad,®® y no se limitan al periodo gestacional sino que evolucionan después del

parto persistiendo afios después de la gestacion,62119.121-123

La HTA es el principal factor de riesgo de muerte por cardiopatia isquémica y accidente
cerebrovascular.?* En consonancia con lo descrito en la literatura,'?%25126 en el primer
estudio hubo mayor proporcion de hipertensas entre las mujeres con antecedente de PE
durante le gestacion. Benschop y cols.*?” describieron, como en nuestro estudio, una
asociacion inversa entre los niveles disminuidos de PIGF a la mitad del embarazoy la TA
6-9 afios después del parto. Sin embargo, evaluaron un grupo heterogéneo de gestantes,
ya que incluyeron mujeres con PE pero también gestantes sin insuficiencia placentaria
(fetos pequefios para edad gestacional y parto prematuro), y ademéas tampoco analizaron
los factores angiogénicos en el momento del diagndstico de la PE, por lo que
probablemente sus resultados estén infraestimados. Neuman y cols.*?® estudiaron un afio

después del parto a mujeres que habian tenido PE, y las que eran hipertensas tuvieron
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menores niveles de PIGF en el tercer trimestre de gestacion. Sin embargo, el sFlt-1y PIGF

no resultaron de utilidad para predecir el desarrollo de HTA.

Se han publicado estudios que detectan cambios sutiles en SLG en pacientes hipertensos
con FEVI normal.*?® Las gestantes con PE presentan peor SLG que las gestantes sin
enfermedad hipertensiva del embarazo.®*?° Nuestro estudio fue el primero que evaluo el
SLG tantos afios después de la PE. Como la longitud final de la cavidad (sistdlica) es
menor que la longitud inicial (diastélica), el porcentaje de la deformacion es negativo, y
los valores mas cercanos a cero indican una peor funcionalidad global del ventriculo
izquierdo. Aunque la FEVI estuvo conservada en todos los casos, y era lo esperable, las
mujeres con antecedente de PE presentaron peor SLG, una diferencia modesta pero
significativa, indicando una tendencia a la disfuncién miocéardica subclinica y una mayor
predisposicion a la insuficiencia cardiaca.'?® Recientemente se ha publicado un estudio
de evaluacion del riesgo CV a los 10 afios de 84 mujeres con antecedente de PE o
hipertension gestacional y 51 controles sanos, sin encontrar diferencias en el SLG entre
los grupos. Sin embargo, el grupo con antecedentes de trastornos hipertensivos del
embarazo tuvo un peor strain circunferencial, con diferencias estadisticamente
significativas.'?® Sin embargo, la cohorte de este estudio fue muy heterogenea y sabemos
que la disfuncion cardiaca subclinica es diferente para estas dos entidades, es mayor en
la PE, por lo que probablemente sus resultados esten subestimados. Shaul y cols.**°
describieron por primera vez una asociacion entre el ambiente antiangiogénico y la
disfuncion sistélica subclinica en gestantes con PE: las que tuvieron niveles mas elevados
de sFlt-1 y Eng presentaron peor SLG. En nuestro estudio no encontramos asociacién
entre el sFlt-1 y el SLG a largo plazo, pero si que encontramos asociacién con el PIGF (a

menor concentracion de PIGF, peor SLG), un biomarcador que Shaul y cols no evaluaron
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en su estudio. Todos estos hallazgos sugieren que el ambiente antiangiogénico del

embarazo impulsa una peor respuesta CV después de la PE.

En el primer estudio las mujeres con antecedente de PE presentaron un aumento de masa
miocardica respecto el grupo control, lo cual estd en consonancia con lo descrito en la
literatura,*®*3! y contribuye al aumento del riesgo CV de estas mujeres.**? El Framingham
Heart Study'3* comunic6 un riesgo de ECV de 1.57 veces por cada aumento de 50gr de
masa del ventriculo izquierdo. Ademas del aumento de masa miocardica, las mujeres con
antecedente de PE tuvieron mayor grosor del septo interventricular y de la pared posterior
del ventriculo izquierdo. Resultados similares obtuvieron Bokslag y cols.’** en su
evaluacion a los 9-16 afios postparto de mujeres que tuvieron gestaciones complicadas
con PE < 34 semanas. También se ha asociado la disminucion del PIGF a la mitad del
embarazo con el indice de masa del ventriculo izquierdo 6 afios después de la gestacion.t?’
En nuestro estudio hubo una tendencia a la correlacion entre el PIGF y la masa
miocardica, que probablemente con mayor tamafio muestral hubiese alcanzado la

significacion estadistica (p=0.053).

Aunque las alteraciones del corazén derecho en las mujeres con PE han sido menos
estudiadas, se ha descrito que tienen mayor diametro de la auricula derecha al final de la
sistole, asi como menor excursion sistolica del plano anular del anillo tricuspideo
(TAPSE) y menor velocidad del anillo tricispide lateral (S’) que las gestantes sanas.!!8
Las alteraciones cardiacas derechas pueden ser un factor de riesgo independiente de
resultado CV adverso a largo plazo,**® y por eso decidimos afiadir el estudio del corazén
derecho en la evaluacion ecocardiografica ~12 afios después de la gestacion, aunque los
valores resultaron normales en todas las mujeres y no se detectaron diferencias entre los

grupos de estudio.

112



Se han publicado pocos estudios que hayan evaluado la funcién CV a largo plazo tras la
PE, y tienen cohortes pequefias. Al-Nashi y cols.'*® realizaron una ecocardiografia 11
afios después de la gestacion a 15 mujeres que tuvieron PE y 16 controles, y no
encontraron signos de disfuncion cardiaca ni diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos. Sin embargo, Strobl y cols.'®’ realizaron una ecocardiografia entre 13y
18 afios después de la gestacion a 17 mujeres con sindrome HELLP, 14 con PE y 17
controles, documentando que las mujeres asintomaticas del grupo PE y HELLP tenian un
incremento del indice de rendimiento miocérdico respecto los controles. Este indice,
también llamado Tei, es una herramienta que permite hacer una estimacion global de la
funcion ventricular sistélica y diastolica, y estima la afectacién miocardica, por lo que se
observé que muchos afios después de la PE las mujeres asintomaticas tenian mayor riesgo
de deterioro de la funcion cardiaca. Esto va en la misma linea que nuestros hallazgos ya
que, aunque las mediciones ecocardiogréaficas estuvieron dentro de la normalidad, si que
observamos mayor tendencia a la disfuncion cardiaca. Hay que tener en cuenta que la
cohorte de nuestro estudio estuvo formada por mujeres relativamente jovenes, siendo
probable que en unos afios los pardmetros evaluados empeoren, evolucionando a

disfuncion sistolica y diastélica subclinica, o incluso a la insuficiencia cardiaca.

En el primer estudio se identificaron durante la gestacidn algunas de las lipoproteinas mas
implicadas en la fisiopatologia de la aterosclerosis, siendo la primera vez que se ha
establecido asociacion entre los factores angiogénicos durante la PE y las alteraciones del
metabolismo lipidico a largo plazo. El colesterol HDL protege frente a la aterosclerosis
por su capacidad para promover el transporte de colesterol hacia el higado para su
eliminacién, por sus propiedades antinflamatorias y porque puede proteger al colesterol
LDL de la oxidacion. El colesterol HDL bajo es un importante factor de riesgo para ECV,

y sigue siendo un factor de riesgo incluso en pacientes con niveles bajos de LDL.13® Sattar
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y cols.139 examinaron los niveles de colesterol total, HDL, LDL, y triacilglicéridos de 40
mujeres 15-25 afios después de la PE, sin observar diferencias entre los grupos. Sin
embargo, en nuestro estudio si que observamos niveles inferiores de colesterol HDL en
el grupo que tuvo PE, asi como de Apo-Al. La Apo-Al actlia como la principal proteina
Bantiaterogénica en las particulas de HDL; sin embargo, tiene poco valor clinico.}* La
determinacion rutinaria de apolipoproteinas no estd indicada en la préctica clinica
habitual, siendo necesario un mayor namero de estudios clinicos que analicen los cambios
en los niveles de estas apolipoproteinas en la insuficiencia placentaria y su relacion con

la ECV a largo plazo.

Se han publicado mas de 50 distintos marcadores de lesion y/o activacion endotelial, entre
ellos CD54/ICAM-1 (molécula de adhesion intracelular-1), VCAM, factor Von
Willebrand, integrina B1, CDG62E/E-selectin, CD144/VE-cadherin, disintegrin-like
metalloprotease with repeat-13 thrombospondine type 1 (ADAMTS-13) e incluso, la
misma endoglina (CD105/endoglin).!** Algunas de estas moléculas también se han
estudiado en mujeres con PE. Se ha descrito un aumento de VCAM-1 en la PE como
signo de dafio endotelial,'*?> pero hay pocos estudios que evalien los niveles postparto.
Bokslag y cols.®** estudiaron los niveles de ICAM-1 entre los 9 y 16 afios postparto,
encontrando concerntraciones superiores en las mujeres que habian tenido gestaciones
complicadas con PE. EI VCAM-1 se asocié de forma significativa con el riesgo CV a
largo plazo en nuestro estudio: niveles méas elevados durante la gestacidn se asociaron
con cifras superiores de TA, menor colesterol HLD y peor SLG, ajustado por grupo de
estudio. Esto reforzaria el concepto de que la gravedad del dafio endotelial durante el

embarazo podria determinar el grado de susceptibilidad a la ECV a largo plazo.

A pesar de que la PE se asocia frecuentemente al CIR, en la mayoria de estudios que

evallan la funcion CV en la PE no se considera esta entidad. EI CIR aislado presenta
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cambios hemodinamicos similares a la PE, aunque de menor gravedad.}*1%° Cuando se
asocian estas dos entidades las gestantes presentan peor adaptacion hemodinamica, con
mayor resistencia vascular periférica y menor gasto cardiaco, por lo que hay autores que
consideran a madre y feto como una unidad cardiaco-fetal-placentaria.}*>%® En Ila
evaluacion a largo plazo también se ha observado que la alteracion CV de las mujeres con
antecedentes de CIR son similares a aquellas con antecedente de PE previa durante la
gestacion, aunque con menor grado.*” En nuestro primer estudio, casi el 70% de casos
fueron PE precoces, y la mitad asocié CIR, pero no se analizaron por separado (PE con y

sin CIR) por el pequefio tamafio muestral.

Algunos estudios han evaluado los factores angiogénicos después embarazo, pero no
queda claro como evolucionan los niveles tras el parto. Kvehaugen y cols.* informaron
de valores aumentados de sFlt-1, pero no de PIGF, a los 5-8 afios postparto. Otros estudios
también han reportado niveles aumentados de sFlt-1 a los 12 meses, 18 meses, y 4.5 afios
tras la PE.52149-151 Sin embargo, hay trabajos que describen una disminucion significativa
de los niveles de sFlt-1 a las 48h postparto, y no han encontrado diferencias entre los
grupos a las 12 semanas, ni a los 6 — 24 meses postparto.t>2-15 Noori y cols.*> observaron
niveles mas elevados de PIGF a las 12 semanas postparto, mientras que Escouto y cols.?®
observaron niveles de PIGF comparables entre casos y controles a las 6 semanas postparto
en una cohorte mas grande de 288 casos. Sélo hay publicados dos estudios que hayan
evaluado los niveles de sFlt-1 y PIGF 10 afios después de la PE, con resultados similares
a nuestro trabajo, sin detectar diferencias entre el grupo que tuvo PE y el que tuvo una
gestacion no complicada. Por otro lado, aunque el VCAM-1 aumente durante la PE, los
trabajos que han evaluado los niveles hasta 20 afios después de la gestacion tampoco han

encontrado diferencias entre los grupos.®>%6157 por consiguiente, unos niveles alterados
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de PIGF, sFlt-1 y VCAM-1 durante el embarazo y los primeros afios postparto pueden

predisponer a la lesion endotelial y al aumento de riesgo CV de las mujeres con PE.

Varios estudios han reportado un aumento del GIMc tras el parto de gestantes con PE,
con resultados similares a los obtenidos en nuestro primer estudio.®® Un meta-analisis
reciente que incluy6 813 mujeres con historia de PE al menos 10 afios antes, demostrd
mayor GIMc en el grupo PE comparado con el grupo control [0.18mm (95% CI, 0.05-
0.30mm; p=0.004)].1*® Sin embargo, la relacion causal no esta bien establecida ya que
no se sabe si estas mujeres tenian mayor GIMc antes de la gestacion, y tampoco queda
claro durante cuanto tiempo persistira la disfunciéon endotelial después de la PE. En
pacientes hipertensos no gestantes niveles elevados de sFlt-1 se asocian con el GIMc y la
progresion de la aterosclerosis.®® En gestantes con PE también se ha descrito una
correlacion positiva entre el sFl-1 y el ratio sFIt-1/PIGF con el GIMc, que se mantuvo un
afo después de la gestacion.™! En el primer estudio de esta tesis se describe por primera
vez una asociacion entre el sFlt-1 y el PIGF en la PE y el GIMc a largo plazo, sugiriendo
que el deterioro de la funcion endotelial causado por el entorno antiangiogénico durante
el embarazo y el periodo posterior podria potenciar el envejecimiento arterial y la

progresion a aterosclerosis.

NT-proBNP y riesgo cardiovascular

En nuestro segundo estudio, y acorde con lo publicado en la literatura, los niveles de NT-
proBNP fueron superiores en las mujeres con PE,'* siendo las formas mas graves y
precoces las que presentaron los niveles mas elevados.'®%! Nguyen TX y cols.'6?
reportaron una concentracién media de NT-proBNP de 349.1 + 93.5 pg/mL en gestantes

con PE sin criterios de gravedad, y de 725.3 = 290.5 pg/mL en las gestantes con PE y
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criterios de gravedad.®? Sin embargo, en nuestra cohorte los niveles de NT-proBNP
fueron incluso superiores (en los casos mas graves la media fue de 885.5 + 2391.5
pg/mL). También se ha descrito un aumento del NT-proBNP en las mujeres con
hipertension cronica y con hipertension gestacional,'®® aunque no tanto como en la
PE.162164165 por eso la hipertension cronica es un parametro que se tuvo en cuenta al
disefiar el MML vy ya se realizaron los ajustes necesarios en el modelo.113166.167 | ag
gestantes con hipertension crénica y PE sobreafiadida presentan un aumento del NT-
proBNP pero no tanto del ratio sFlt-1/PIGF, y probablemente esto sea porque el dafio
endotelial preexistente reduce el umbral de disfuncién placentaria necesario para
desarrollar PE. Por lo tanto, el NT-proBNP se postula como un marcador prometedor para

el diagnostico y seguimiento de estos casos. %8

El mecanismo fisiopatologico del aumento del NT-proBNP en la PE no estd bien
establecido. Junus y cols.*® describieron produccion placentaria de PNs sugiriendo la
posible relacién con los factores angiogenicos en respuesta a la hipoxia placentaria. Otros
autores consideran que la produccion aumentada de marcadores de dafio cardiaco es
consecuencia del remodelado miocardico en la PE, sobre todo hipertrofia ventricular, lo
que refleja estrés ventricular y se asocia a un compromiso subclinico de la funcion
cardiaca.’®”1® Se ha descrito que las gestantes con cardiopatias presentan
concentraciones superiores de NT-proBNP que las mujeres no gestantes con
cardiopatias,'’* lo que puede indicar una adaptacion incompleta a la carga hemodinamica

del embarazo.

Existe asociacion entre los PNs y algunos parametros ecocardiograficos de las gestantes
con PE. Respecto al estudio del corazon izquierdo, el NT-proBNP se ha asociado con
aumento de la masa ventricular,'!” aumento de volumen del final de la sistole y de la

diastole, y disminucion de la FEVI.”2112 También se ha encontrado una asociacion entre
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el NT-proBNP y el indice de resistencia vascular sistémica.l’® Garcia-lglesias y cols.1"2
observaron una correlacion inversamente proporcional entre los niveles de NT-proBNP
y el strain de la auricula izquierda en las gestantes con PE. Speksnijder y cols.’
encontraron asociacion entre los niveles de BNP con las presiones pulmonares diastdlicas

y la presion de enclavamiento capilar pulmonar en las gestantes con PE.

Los niveles de NT-proBNP se normalizan después del parto, también en gestantes con
PE sin cardiopatias clinicas asociadas.'’> No obstante, pueden persistir elevados incluso
durante 6 meses.®*174175 En el primer estudio vimos que las mujeres con antecedente de
PE presentaron niveles de NT-proBNP dentro de la normalidad ~ 12 afios postparto,

similar a los datos reportados en estudios previos.136:155:1%

Muy pocos estudios han evaluado el NT-proBNP en el CIR. ElI CIR se asocia a
remodelado cardiaco fetal andmalo®’® y, al igual que los fetos con cardiopatias congénitas,
presentan niveles superiores de marcadores de dafio cardiaco en sangre del cordén
umbilical (NT-proBNP y troponina T).}”” Parece que las gestantes con CIR aislado tienen
los mismos niveles de NT-proBNP que las gestantes sanas.’®1"° Garcia-lglesias y cols.*"
no encontraron diferencias en los niveles de NT-proBNP entre las gestantes con PE que
asociaron CIR y las PE que no lo asociaron. Sin embargo, cuando el CIR se asocia a la
PE las gestantes pueden presentar peor funcion CV, con mayor resistencia vascular
periférica y peor gasto cardiaco, por lo que lo légico seria pensar que los niveles de NT-
proBNP deberian ser superiores cuando se asocian las dos entidades.'*>'46 Giannubilo y
cols.* describieron una correlacion negativa entre el gasto cardiaco y el NT-proBNP

solo cuando el CIR se asociaba a PE, indicando peor funcién CV en estos casos.

No hay estudios que hayan comunicado asociacion entre niveles elevados de PN y
progresion a eclampsia, y la literatura es muy escasa y limitada respecto al sindrome

HELLP. En estudios con cohortes pequefias se ha descrito que las gestantes con sindrome
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HELLP presentan niveles mas elevados de NT-proBNP que las gestantes con
hipertension gestacional, '8! y que tienen niveles similares a las gestantes con PE, como

es lo esperable al tratarse de una forma grave de PE.1"3

Combinacién de biomarcadores para la prediccion de PE

El ratio sFlIt-1/PIGF es un buen predictor de disfuncidn placentaria pero no es especifico
de ninguna de sus formas, observandose valores similares en la PE y el CIR. Los valores
del ratio sFIt-1/PIGF se alteran mas de un mes antes de que aparezcan los primeros signos
y sintomas clinicos detectables de insuficiencia placentaria:*> descienden los niveles de
PIGF, ascienden los de sFIt-1 y, como resultado, aumenta el ratio sFlt-1/PIGF. Su
elevacion es proporcional al grado de disfuncion placentaria, siendo mas acentuada en los

casos mas graves y precoces, 82183

Hasta el momento actual ningun otro biomarcador utilizado individualmente ha
conseguido mejorar el valor predictivo del ratio sFIt-1/PIGF en una gestante con sospecha
clinica de PE. Su sensibilidad y especificidad son elevadas (80 y 92%, respectivamente)
y sus likehood ratio positivo y negativo (10 y 0.2, respectivamente), cumpliendo con los
requisitos de un test robusto.® Los resultados del ratio sFlt-1/PIGF han demostrado
resultados superiores al uso individual de sFlt-1 y PIGF.168185186 | 3 capacidad de
prediccion de PE utilizando s6lo el NT-proBNP en tercer trimestre es baja.*® Un estudio
retrospectivo comunicé que el NT-proBNP > 219 ng/L tenia el mismo rendimiento que
el ratio sFlt-1/PIGF > 178 para predecir resultados adversos gestacionales <34 semanas,
con sensibilidad/especificidad de 94/76% y 95/84% respectivamente.''® A pesar de que
la hiperuricemia se asocia a PE grave y resultados obstétricos adversos,'®":18 asi como a
insuficiencia renal, fetos pequefios para la edad gestacional y parto pretérmino,'® el &cido

urico es un mal predictor de PE ya que en muchos casos su elevacién se produce después
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del diagndstico clinico o de la aparicién de complicaciones asociadas.’®® Un estudio
reciente ha descrito que el &cido drico tiene una especificidad similar a la del ratio

sFIt-1/PIGF para el diagndstico de PE, aunque la sensibilidad es muy inferior.1%

El estudio PROGNOSIS*" fue un estudio prospectivo, multicéntrico, observacional que
evalud puntos de corte del ratio sFIt-1/PIGF en gestantes con sospecha clinica de PE entre
la semana 24%° y 36*° (se incluyeron 500 pacientes en la cohorte de desarrollo y 550
pacientes en la cohorte de validacion). Esta investigacion fue muy importante porque
determind que en mujeres con sospecha clinica de PE un valor de ratio sFlt-1/PIGF < 38
tenia un VPN muy elevado, siendo del 99.3% (95% CI, 97.9 to 99.9) en las siguiente
semana, y del 97.9%, 95.7% y 94.3% en las siguientes 2, 3 y 4 semanas,
respectivamente.® Es decir, una gestante con un ratio sFlt-1/PIGF < 38 es altamente
improbable que desarrolle una complicacion relacionada con la insuficiencia placentaria
en el siguiente mes. Lafuente-Ganuza y cols.!® trabajaron con la combinacion de factores
angiogeénicos y marcadores de dafio cardiaco para descartar PE, aumentando el VPN al
95.9% (por ejemplo, en casos con ratio sFlt-1/PIGF < 23 y NT-proBNP < 76 pg/mL se
descartaria PE durante las proximas 6 semanas). En nuestro segundo estudio confirmamos
el buen rendimiento del modelo combinado que disefid este grupo, siendo capaz de
descartar PE < 37*° semanas con un 93.7% de probabilidad, y < 34*° semanas con un 96%
de probabilidad. Aunque en nuestro estudio el VPN del ratio sFlt-1/PIGF para descartar
PE pretérmino precoz en 1 semana fue discretamente inferior al reportado en el estudio
PROGNOSIS, éste mejord con el modelo combinado (del 96.5% al 97.6%).

A pesar de los buenos resultados del ratio sFIt-1/PIGF para el rule out de PE, los valores
> 38 tienen un bajo VPP: 16.7% (95% CI, 12.3-21.9) para la proxima semana, y del 36.7%
(95% Cl, 28.4 to 45.7%) para el préximo mes, con 66.2% de sensibilidad (95% ClI, 54.0—

77.0) y 83.1% de especificidad (95% Cl, 79.4-86.3).” Sabemos que un ratio sFlt-1/PIGF
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> 38 se asocia con menor duracion de la gestacion y menor latencia hasta el parto,'** pero
a menudo se requiere la hospitalizacion de las mujeres para hacer un seguimiento estricto
porque no se sabe exactamente cuales desarrollardn un resultado gestacional adverso ni
en qué momento. Desde el afio 2016 guias como las del National Institute for Health and
Care Excellence (NICE) ya recomiendan el uso del ratio sFlt-1/PIGF para descartar PE
en gestantes con sospecha clinica entre la 20 y las 34*® semanas, pero no lo recomiendan
para diagnosticarla o confirmarla.>!% El motivo por el que un estado antiangiogénico no
siempre desarrolla PE aln no estd claro, pero probablemente sea necesaria una
predisposicion materna sumado al dafio endotelial grave y prolongado.

Se han publicado numerosos trabajos tratando de encontrar el valor de ratio sFlt-1/PIGF
que asocie complicaciones. Un estudio multicéntrico de casos-controles (n=1149)
describié unos puntos de corte para el diagndstico de PE independientemente de la edad
gestacional: para el diagnostico de PE precoz la sensibilidad y especificidad del ratio
sFIt-1/P1GF > 85 fue de 88% y 99.5% respectivamente; y para la PE tardia la sensibilidad
y especificidad del ratio sFlt-1/PIGF > 110 fue de 58.2% y 95.5% respectivamente.®® Por
lo tanto, cuando se sobrepasan estos puntos de corte la probabilidad diagndstica de PE es
bastante alta, aunque hay un subgrupo de gestantes que no llegan a alcanzar estos puntos
de corte, sobre todo en la PE tardia. En la PE tardia existe poca alteracion del equilibrio
angiogénico, ya que tiene menor componente de insuficiencia placentaria, y se ha
relacionado mas con factores de riesgo materno que predisponen al dafio endotelial.
Verlohren y cols.'®" describieron que cuando el ratio sFIt-1/PIGF > 655, en el 29% de los
casos el embarazo duro mas de 2 dias, y en el 6% duro mas de 7 dias, aunque este punto
de corte tiene un valor limitado para predecir resultados obstétricos adversos.'® Asi pues,
todavia no se ha demostrado el beneficio de utilizar estos puntos de corte en la toma de

199

decisiones clinicas,* y otro problema es que se delimitan unas zonas intermedias en el
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que no queda claro el manejo a seguir. Hoffman y cols.?® encontraron que las pacientes
con ratio sFIt-1/PIGF intermedios frecuentemente presentaban patologias asociadas que,
a su vez, representan factores de riesgo para desarrollar PE, como la diabetes o la
obesidad.

En el embarazo no se conoce cuél es el punto de corte del NT-proBNP para diagnosticar
ni clasificar la PE, ni tampoco para asociar complicaciones. La Sociedad Europea de
Cardiologia,?®* asi como el documento de consenso de expertos en Espaiia,** establecen
el BNP de 35pg/mL y de NT-proBNP de 125pg/mL como limites de normalidad. Por lo
tanto, debido a su alto VPN, unos niveles de NT-proBNP < 125 pg/mL excluyen la
presencia de insuficiencia cardiaca en no gestantes.?’! El estudio ZAHARA?%? evaluo el
NT-proBNP como marcador predictivo de eventos CV durante el embarazo de mujeres
con cardiopatias. Los autores determinaron que a las 20 semanas de gestacion unos
valores de NT-proBNP < 128 pg/mL tenian un VPN del 96.9%, y niveles > 128 pg/mL
eran predictores independientes de eventos adversos CV. Otro estudio report6 que un NT-
proBNP < 100pg/mL descartaba complicaciones cardiacas durante la gestacion con VPN
del 97%.113 Zheng y cols.® concluyeron que 129.5 pg/mL fue el mejor punto de corte
para diagnosticar PE (AUC 0.973; sensibilidad 84.7% vy especificidad 97.7%). Por lo
tanto, a modo general y con la evidencia disponible, se podria decir que con unos niveles
de NT-proBNP > 128pg/mL seria prudente hacer un seguimiento estrecho de la gestante.
Lafuente-Ganuza y cols.!® elaboraron un modelo predictivo de PE utilizando un set de
puntos de corte del ratio sFlIt-1/PIGF, el NT-proBNP y el acido urico, el que se ha
estudiado en el segundo trabajo de esta tesis. Identificaron que cuando un valor de NT-
proBNP > 174pg/mL y de &cido urico > 5.6mg/dL se combinaban con un ratio
SFIt-1/PIGF > 45, el VPP para el diagndstico de PE precoz (24%° to 33*%) aumentaba al

86% (95% CI: 79.2-92.6) en cualquier momento de la gestacion, con una sensibilidad del
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72.5% (95% CI 70.5-81.8) y una especificidad del 97.7% (95% CI 96.7-98.5). A partir
de estos valores, el cdlculo de riesgo se realiza de forma continua, y el algoritmo informa
tanto del riesgo de desarrollo de PE como sugiere el tiempo en que seria necesario volver
a realizar nuevamente los marcadores si la sospecha de PE persiste clinicamente. No
obstante, el &cido Urico les mostrd bajo rendimiento al tener poco peso como predictor en
comparacion con los otros dos marcadores bioquimicos. En nuestra cohorte de estudio
obtuvimos resultados similares a los previamente publicados:!* el VPP del MML fue
algo inferior al reportado en el estudio inicial para la PE pretérmino precoz, pero fue
estadisticamente superior al obtenido con el ratio sFlt-1/PIGF solo [80.4% (95% ClI 74.2-
86.4) vs. 72,5% (95% CI 66.1-79.4)], mejorando la capacidad predictiva del mismo.
Debido a la naturaleza retrospectiva del analisis, los datos no permitieron hacer el calculo
de prediccién de PE para el préximo mes, pero si nos permitio analizar los resultados a
las 3 semanas. La precision del modelo combinado superd la del ratio sFlt-1/PIGF, lo que
podria mejorar las decisiones clinicas respecto a los periodos de monitorizacion de las
pacientes.

Entre las 34" y 36" semanas todavia existe cierto interés en continuar con el embarazo
para poder lograr mejores resultados perinatales, siempre que no aparezcan criterios de
gravedad de la PE. En esta etapa, un valor de ratio sFlt-1/PIGF > 201 se considera muy
elevado, y sélo el 17% de las pacientes contintan gestantes después de 2 dias, y ninguna
después de 7 dias.?%>2%* Para el diagnostico de PE pretérmino tardia, el rendimiento del
MLM no fue tan bueno como para la PE precoz, probablemente porgue la disfuncion
ventricular es peor en las formas mas precoces y graves de la PE;?® no obstante, la
prediccion con el modelo combinado también fue mejor que con el ratio sFIt-1/PIGF

solo.
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Las gestantes con PE y CIR asociado tienen perfiles angiogénicos similares y comparten
la misma fisiopatologia.?’® Afiadir el NT-proBNP vy el 4cido Grico como marcadores ha
demostrado reducir la tasa de falsos positivos de PE, por lo que un ratio sFlt-1/PIGF
elevado con valores bajos de NT-proBNP y/o acido urico nos puede ayudar a diferenciar
aquellas gestantes con CIR que no asociaran una PE. Ademas se ha reportado que el
NT-proBNP se eleva las dos semanas previas al parto por PE pero no en el CIR aislado.*6®
En los estudios de coste-efectividad realizados, el ratio sFIt-1/PIGF resulta una
herramienta de diagndstico costo-efectiva en las gestantes con sospecha clinica ya que ha
demostrado reducir el numero de hospitalizaciones innecesarias debido a su alto
VPN.%207 E| NT-proBNP y el acido Urico son marcadores econdmicos y accesibles en la
mayoria de centros por lo que, a pesar de no haber realizado estudios de coste-efectividad,
la utilizacién de estos marcadores conjuntamente con el ratio sFlt-1/PIGF potenciaria la
precision clinica sin aumentar significativamente el coste de laboratorio, y seguramente
se traduciria en un ahorro global de costes al reducir los ingresos hospitalarios. En el
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau el precio del reactivo y procesamiento técnico del

ratio sFlt-1/PIGF es de 85€, el del NT-proBNP de 27.04€ y el del &cido Urico de 2.19€.

6.1 Fortalezas y limitaciones del proyecto

En la literatura existe mucha heterogeneidad en la definicion y clasificacion de la
enfermedad hipertensiva, y una fortaleza de este proyecto es que la cohorte de pacientes
esta bien definida. En nuestros trabajos se han utilizado los mismos criterios diagnosticos
de PE, y se ha realizado un seguimiento estandarizado en la Unidad de Alto Riesgo
Obstétrico por el mismo equipo de especialistas. Otro punto fuerte es que las
determinaciones durante la gestacion (marcadores bioquimicos, evaluacién ecografica,
datos del parto) se estudiaron de forma prospectiva y con procedimientos bien

estandarizados, ya que todas estas pacientes participaban en ensayos clinicos liderados
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por nuestro equipo. Esto ha favorecido el reclutamiento y ha permitido, para el primer
estudio, poder realizar un seguimiento prospectivo afios después del embarazo y
correlacionar por primera vez el sFlt-1 y el PIGF de la gestacion con el riesgo CV futuro.
Otra caracteristica a destacar en ambos estudios, es la evaluacion ciega de los
investigadores, ya que ni los cardiologos durante la realizacion del ecocardiograma para
el primer estudio, ni el equipo que aplicé el MML para la validacion externa del mismo
en el segundo estudio, conocian el grupo de estudio al que pertenecian las pacientes, ni

los resultados de la gestacion.

Sin embargo, también hay que considerar algunas limitaciones en el proyecto. El primer
estudio estaba previsto realizarse con el doble de pacientes, pero tras 12 afios fue dificil
contactar con la mayoria de mujeres o animarlas a colaborar (finalmente participé el
41.8% de las posibles candidatas). Es posible que las mujeres con antecedentes de PE
mas graves Y las que tenian mas motivos para ser examinadas o tranquilizadas sobre su
salud CV (por ejemplo, antecedentes familiares de ECV grave, vida sedentaria, obesidad,
tabaquismo, etc.) estuvieran mas dispuestas a participar en el estudio, contribuyendo a un
posible sesgo de seleccion, y aumentando las diferencias encontradas entre los grupos de
estudio. No obstante, esto se aplica a todas las participantes, por lo que no deberia afectar
a la diferencia encontrada entre los grupos. El hecho de haber incluido un grupo control
permitio tener un grupo en el que evaluar estos parametros sin el sesgo anteriormente

reportado.

Una limitacion del segundo estudio es que el MML se compard con el ratio de sFlt-1/PIGF
exclusivamente para la prediccion de PE, sin tener en cuenta otras complicaciones
relacionadas con la insuficiencia placentaria. Este algoritmo se disefidé especificamente
para la prediccion de PE pretérmino, y nuestro estudio buscaba replicar los mismos

resultados que la cohorte de desarrollo inicial para poder confirmar esta importante
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contribucion. Los resultados se analizaron en dos grupos con respecto a este resultado, y
las gestantes que no desarrollaron PE se incluyeron en el grupo control. Otra limitacion
del segundo estudio es que no se consideraron variables que pueden modificar la
concentracion de PNs durante la gestacion, como la obesidad (el incremento de IMC
disminuye los niveles de NT-proBNP),2% la enfermedad renal o la anemia severa (que
podrian aumentar los niveles de NT-proBNP).2% Estas comorbilidades podrian influir en

la tasa de falsos positivos y negativos encontrados.

6.2 Implicaciones clinicas

Las mujeres que han tenido PE presentan méas factores de riesgo CV y mas
comorbilidades que las mujeres con gestaciones normales, por lo que su riesgo de
desarrollar ECV esta aumentado.?'° De hecho, la American Stroke Association (ASA) y
la European Society of Cardiology (ESC) ya consideran la PE como el factor de riesgo
mas importante en mujeres para desarrollar ECV.® Nuestro primer estudio tuvo un
seguimiento a 12 afios de una poblacion relativamente joven (42 afios) hallando tendencia
al empeoramiento de la funcion CV en el grupo con PE y, si aumentaramos el periodo de
seguimiento, es probable que la magnitud de los hallazgos también aumentara.** Los 10-
15 afios posteriores a la gestacién es un periodo de tiempo en el que las mujeres
acostumbran a estar asintomaticas y no suelen recibir atencién médica, pero sabemos que
ya tienen indicios de lesion CV subclinica. Las guias NICE!® y las del AHA™
recomiendan realizar estrategias preventivas de ECV tras la PE; no obstante, aiin no se ha
disefiado ningun modelo predictivo exclusivo para mujeres,?'! ni existe consenso sobre
como realizar el seguimiento, aunque la evidencia mas reciente recomienda iniciar
controles a partir de la cuarta década.?'??*3 Dado que hay un porcentaje elevado de
poblacién que desarrolla PE durante la gestacion, habria que mejorar la identificacion de

aquellas mujeres con mayor riesgo de ECV. Los resultados de nuestro primer estudio

120



sugieren que el seguimiento podria decidirse en funcion de la gravedad de la PE y/o de la
alteracion de los factores angiogénicos durante la gestacion, los cuales pueden contribuir
a identificar aquellas mujeres con mayor riesgo de desarrollar complicaciones CV en el
futuro. A estas mujeres habria que ofrecerles, ya desde el postparto, una estrategia de
reduccion de riesgo multifactorial enfatizando en cambios del estilo de vida. Nuestros
resultados también sugieren que para optimizar el manejo deberia realizarse una
evaluacion CV maés extensa durante el seguimiento, incluyendo analitica con perfil
lipidico completo, ecocardiografia y valoracién del GIMc para detectar aterosclerosis
subclinica. La deteccion precoz y el manejo temprano de la ECV subclinica ofrece una
ventana de oportunidad para reducir el riesgo CV asociado a la PE, especialmente en el
intervalo entre la maternidad y la menopausia, cuando el riesgo incrementa por la pérdida
de accion protectora de los estrdgenos.

Durante el embarazo se podrian instaurar nuevas estrategias terapéuticas para mejorar el
perfil angiogénico y reducir el impacto de la lesién CV. Las estatinas (y en particular la
pravastatina) son medicamentos reductores de lipidos, que ademas tienen propiedades
antiinflamatorias e inmunomoduladoras, con efectos anticoagulantes y antioxidantes, que
participan en la restauracion de la funcion endotelial.?** En estudios experimentales de
animales con PE inducida, la pravastatina ha demostrado mejorar el perfil
antiangiogénico, disminuyendo las concentraciones de sFlt-1 y aumentando las de PIGF,
con mejoras clinicas y analiticas asociadas.?>?!® También se han realizado estudios en
gestantes que apoyan el uso de pravastatina como tratamiento de formas tempranas y
graves de PE.?!” Ademas, las estatinas tienen un papel estabilizador de la placa
aterosclerotica, ya que pueden reducir el numero de células inflamatorias y disminuir la
expresion de moléculas como el ICAM-1 y el VCAM-1.28 Por lo tanto, las estatinas

podrian desempefiar un papel importante en la prevencion de riesgo CV tanto para la
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madre como para el feto por sus efectos capaces de revertir los mecanismos
fisiopatologicos de la PE. Por otro lado, dos estudios piloto han sugerido que la aféresis
de dextrano de sulfato en pacientes con PE pretérmino precoz podrian reducir los niveles
circulantes de sFIt-1 y la proteinuria.?!®*??° Estudios in vitro han descrito que los
inhibidores de la bomba de protones disminuyen el sFlt-1 y la sEng, mejorando los
marcadores de disfuncion endotelial,??! y parece que la combinacion con metformina
tiene un efecto aditivo potenciando la reduccion de secrecion y expresion del sFlt-1 en
células placentarias y endoteliales.?22223

Afiadir un marcador cardiaco a los factores angiogénicos permite conocer el estatus CV
ademas del placentario, por lo que el NT-proBNP puede ayudar a detectar de forma
precoz un compromiso CV subyacente. Esto cada vez es més relevante debido al aumento
de gestantes con edad materna avanzada y comorbilidades. Una vez detectados cambios
subclinicos de la funcién cardiaca, se podria plantear algin tratamiento para mejorar su
salud CV, como una terapia con betabloqueantes selectivos (ya que en pacientes que
reciben quimioterapia cardiotéxica la administracion de betabloqueantes revierte el
empeoramiento del SLG).22*

El MML estudiado es una herramienta objetiva que permite realizar un mejor manejo de
la gestante con signos y/o sintomas de PE, ya que mejora la precision clinica y minimiza
errores. Sabemos que en una gestante con sospecha clinica de PE y un ratio sFlt-1/PIGF
< 38 es altamente improbable que desarrolle PE o una complicacion relacionada con la
insuficiencia placentaria durante la proxima semana, incluso durante el préximo mes. Sin
embargo, cuando el ratio sFIt-1/PIGF > 38 las otras variables ayudan a cuantificar el
riesgo, y el modelo asigna un riesgo concreto para la gestante. Por ejemplo, en una
gestante de 28" semanas sin hipertension cronica, con un ratio sFlt-1/PIGF de 45, NT-

proBNP de 70pg/mL y acido Urico de 4mg/dL, el riesgo que tendria de desarrollar PE
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pretérmino precoz seria muy bajo, por lo que se podria realizar un seguimiento
ambulatorio incluso a las 6 semanas. Sin embargo, si esta gestante presentase ese mismo
valor de ratio sFlt-1/PIGF pero con un nivel superior de NT-proBNP (200pg/mL) y de
acido drico (5mg/dL), el algoritmo estimaria que el riesgo de PE pretérmino precoz seria
moderado-alto; y si el NT-proBNP fuese de 300pg/mL y el acido drico de 6mg/dl, el

riesgo seria alto, por lo que se recomendaria hospitalizacion y vigilancia estrecha.

Tabla 10. Ejemplo de aplicacion del MML en la préactica clinica.

Aplicacion del modelo
Fecha de la extraccion 25/4/2020

Semanas de gestacion 28%0
Hipertension crdnica no
Ratio sFlt-1/PIGF 45
NT-proBNP (pg/mL) 70
Acido Urico (mg/dL) 4

Riesgo de preeclampsia ~ Muy bajo riesgo (VPP=3%)
Recomendacion Se recomienda nueva valoracion a las 34*° semanas si la

gestante continua con signos y/o sintomas de preeclampsia

Aplicacion del modelo
Fecha de la extraccion 25/4/2020

Semanas de gestacion 28%0
Hipertension crénica no
Ratio sFIt-1/PIGF 45
NT-proBNP (pg/mL) 200
Acido Urico (mg/dL) 5

Riesgo de preeclampsia  Riesgo moderado-alto (VPP=51%)
Recomendacién Se recomienda nueva valoracién en 1-2 semanas si la gestante

continua con signos y/o sintomas de preeclampsia



Aplicacion del modelo
Fecha de la extraccion 25/4/2020

Semanas de gestacion 28%0
Hipertension crdnica no
Ratio sFlt-1/PIGF 45
NT-proBNP (pg/mL) 300
Acido Urico (mg/dL) 6

Riesgo de preeclampsia  Riesgo alto (VPP=85%)
Recomendacion Se recomienda nueva valoracion en 24-48 horas si la gestante

continua con signos y/o sintomas de preeclampsia

Por otro lado, el ratio sFlt-1/PIGF se eleva en situaciones graves de insuficiencia
placentaria y también cuanto mas se acerca la necesidad de finalizar la gestacion por un
acontecimiento adverso. Sin embargo, es inespecifico de la situacion que puede
acontecer. Es decir, un valor extremadamente alto nos advierte que debemos estar en
guardia ante una complicacién pero puede tratarse de un desprendimiento de placenta, un
sindrome HELLP, una eclampsia, un edema agudo de pulmon o un deterioro del bienestar
fetal. Conocer el valor de NT-proBNP nos podria ayudar a orientar mejor si esta gestante

hara una complicacion materna o fetal.
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7. CONCLUSIONES

1. Existe una asociacion entre el desequilibrio de los factores angiogénicos durante
la PE y la enfermedad cardiovascular. La evaluacion de ambas vias
fisiopatoldgicas, ya sea para predecir PE durante la gestacion o bien para
identificar aquellas mujeres con mayor riesgo CV a largo plazo, parece potenciar
la capacidad predictiva y diagnostica.

2. Las mujeres con antecedente de PE presentan cifras tensionales mas elevadas,
peor perfil lipidico, peor funcién cardiaca y mayor grosor del GIMc ~12 afos
después de la gestacion.

3. El desequilibrio de los factores angiogénicos durante la PE se asocia a mayor
riesgo CV a largo plazo: el aumento del sFlt-1 y la disminucion del PIGF se asocia
a peor perfil lipidico, peor funcion miocardica y aumento del GIMc.

4. EIl estudio de los factores angiogénicos durante la gestacion puede ayudar a
identificar mejor aquellas mujeres con mayor riesgo CV tras la insuficiencia
placentaria, abriendo una ventana de oportunidad a intervenciones preventivas.

5. La adicion del NT-proBNP y el acido drico al ratio sFIt-1/PIGF mejora la
prediccién de PE pretérmino en gestantes con sospecha clinica de la enfermedad,
optimizando el manejo durante la gestacién y evitando intervenciones

innecesarias.
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8. FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

Dado que el disefio del primer estudio no permite describir causalidad entre los factores
angiogenicos durante el embarazo y las alteraciones CV tras la PE, se necesitan mas
estudios para comprender mejor la interaccion entre los factores angiogénicos, el sistema
CV materno y la disfuncion endotelial a largo plazo. Seria interesante verificar causalidad
en un modelo animal, estableciendo ademas grupos experimentales en el postparto para
evaluar si ciertas intervenciones consiguen reducir el riesgo CV tras la PE: dieta y
ejercicio, administracion de acido acetilsalicilico, estatinas, etc. El uso de un modelo
animal nos permitiria reducir los tiempos de estudio, controlar la exposicién ambiental, y
obtener muestras de tejidos de los érganos diana de la ECV. Por otro lado, disponemos
de los niveles de sFlt-1, PIGF, NT-proBNP, &cido Urico y otros biomarcadores de las
gestantes del segundo estudio, por lo que tenemos previsto realizar un seguimiento de
esta cohorte para ofrecerles un asesoramiento CV en el futuro y poder buscar asociones
con los biomarcadores durante el embarazo.

Hemos confirmado con una cohorte retrospectiva que el MML publicado mejora el
rendimiento del ratio sFlt-1/PIGF para la prediccion de PE, pero no sabemos si su
aplicacion clinica también presenta ventajas en la prediccion de otras complicaciones
gestacionales relacionadas con la insuficiencia placentaria, ya que el modelo no fue
disefiado con esta finalidad. Para este proposito estamos planeando realizar otros estudios
con mayor tamafio muestral que incluyan todas las posibles complicaciones de la
insuficiencia placentaria.

Ademas, el ratio sFlt-1/PIGF y el NT-proBNP podrian ser marcadores Utiles en ensayos
clinicos para evaluar el efecto de algunos prometedores tratamientos de la PE como, por

ejemplo, la pravastatina, la metformina o el esomeprazol.
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10. ANEXOS

10.1 Financiacion

Ambos estudios han sido financiados por becas del Fondo de Investigacion Sanitaria del

Instituto Carlos 11, Espafia.

- Primer estudio. P116/01997. Factores angiogénicos y riesgo cardiovascular a largo
plazo de las pacientes con insuficiencia placentaria durante la gestacion: abordaje
clinico y experimental. IP: Lluis Cabero Roura. Cambio en 2017 al IP al Dr. Jaume
Alijotas-Reig. 2016-2019. Financiado con 131.632 €.

- Segundo estudio. PI116/00375. Incorporacion del ratio sFIt1/PIGF en el
diagnédstico y la clasificacion de preeclampsia: ensayo clinico randomizado
(Estudio EuroPE). IP: Dra Elisa Llurba Olivé. 2017-2020. Financiado con

153.403 €.

El organismo de financiacién no tuvo ningun papel en el disefio del estudio, recopilacion,

analisis de los datos ni redaccion de los articulos.
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10.2 Informe del Comité Etico de Investigacion Clinica (1r estudio)

. O-RTFOES
Vall d'Hebron Pg. Vall d'Hedron, 118129
Hospital 05035 Barcelona

Tel. 93 439 33 91
Fax 93 439 41 40

ceicivhir.org

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA ¥ COMISION DE
PROYECTOS DE INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARI VALL
D'HEBRON

Dofia Inmaculada Fuentes Camps, Secretaria en funciones del Comité Efico de
Investigacion Clinica del Hospital Universitari Vall d’'Hebron,

CERTIFICA

Que el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario Vall d'Hebron,
en el cual la Comision de proyectos de investigacidn estd integrada, se reunid en
sesion ordinaria n® 226 el pasadoe 28/11/2014 y evalud el proyecto de investigacion
PR{AMI)64/2014, con fecha 01/03/2014, titulado “La relacion entre los factores anfi
angiogénicos con la incidencia de lesion cardiovascular tardia en pacientes que
tuvieran pre eclampsia durante el embarazo” que tiene como investigador principal a la
Dra. Elisa Llurba Olivé del Servicio de Obstetricia i Ginecologia de nuestro Centro.

El resultado de la evaluacion fue el siguiente:

DICTAMEN FAVORABLE

El Comité tanto en su composicion como en los PNT cumple con las normas de BPC
({CPMP/ICH/M35/95) v con el Real Decreto 223/2004, v su composicion actual es la
siguiente:

Presidenta: Gallego Melcon, Soledad. Médico
Vicepresidente: Segarra Sarries, Joan. Abogado
Secretaria:  Mavarro Sebastidn, Mireia. Quimica
Vocales: Armadans Gil, Lluis. Médico
Azpiroz Vidaur, Fernando. Médico

Inetitut Catala Hespital Universitar Vall dHebron
de la Salut Universitat Autinoma de Barcelona
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Corona Pérez-Cardona, Pablo. Méadico

Cucurull Folguera, Esther. Médico Farmacdloga

Latorre Arteche, Francisco. Médico

De Torres Ramirez, Inés M. Médico

Fernandez Liz, Eladio. Farmacéutico de Atencidn Primaria
Ferreira Gonzalez, lgnacio. Médico

Fuentelsaz Gallego, Carmen. Diplomada Enfermeria
Fuentes Camps, Inmaculada. Médico Farmacdloga
Guardia Masso, Jaume. Médico

Hortal Ibarra, Juan Carlos. Profesor de Universidad de Derecho
Montoro Ronsano, J. Bruno. Farmacéutico Hospital
Rodriguez Gallego, Alexis. Médico Farmacdlogo

Sanchez Raya, Judith. Médico

Solé Orsola, Marta. Diplemada Enfermeria

Sunié Martin, Pilar. Farmacéutica Hospital

Yargas Blasco, Victor, Médico

Yilca Yengle, Luz M2 Médico

En dicha reunién del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumplid el quérum
preceptivo legalmente.

En el caso de que se evallde algin proyecto del gque un miembro sea
investigador/colaborador, éste se ausentard de la reunidn durante la discusion del
proyecto.

Lo que firmo en Barcelona a 28 de noviembre de 2014

NOMBRE FUENTES e i e

CAMPS o o e R 5,
INMACULADA - MIF 2 o e semwams s
46728805E o BT T

Dra. Inmaculada Fuentes Camps
Secretaria del CEIC en funciones
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¥ ORI TROET
Vall d'Hebron Pa. Vall d'Hebron, 113-129 '
Hospital 15035 Barcsiona

Tel. 93 455 38 N1
Fax 93 459 41 80
celci@vhir.arg

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS Y
COMISION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARI
VALL D'HEEBRON

Sra. Mireia MNavarmo Sebastian, Secretara  del COMITE DE ETICA DE
INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS del Hospital Universitari Vall d’Hebron,

CERTIFICA

Que el Comité de Etica de Investigacion con Medicamentos del Hospital Universitario
Vall d'Hebron, en el cual la Comision de proyectos de investigacion esta integrada, se
reunio en sesion ordinaria n® 354 el pasado 21/09/2018 v evalud la enmienda por

cambio de investigador principal -El Dr. Jaume Alijotas Reig sustituye a la Dra. Elisa

Llurba Qlivé como investigador principaly titulo del estudio, del proyecto de

investigacion PR{AMI)E4/2014 ftitulado “Factores angiogénicos durante fa gestacion y
nesgo cardiovascular a medio-largo plazo en las pacientes con preeclampsia; Abordaje
clinico y experimental" que tiene como investigador principal al Dr. Jaume Alijotas Reig

del Servicio de Medicina Intema de nuestro Centro.

El resultado de la evaluacion fue el siguiente:

DICTAMEN FAVORABLE

MNOTA: Un dictamen emitido como solicitud de aclaraciones |, del gque no se reciba ninguna
comunicacion escrita por parte del promotorfinvestigador principal en un t&mino de 6 meses en
la Secretaria del CElm, sera considerado definitivamente como denegado

El Comité tanto en su composicion como en los PNT cumple con las nomas de BPC
{CPMP/ICH/135/95) v con el Real Decreto 1090/2015, v su composicion actual es la

siguiente:
Institut Catala Hospital Universitari Vall d'Hebron
de la Salut Universitat Autinoma de Barcelona
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Presidenta:

Gallego Melcon, Soledad. Madico

Vicepresidente: Segarra Samies, Joan. Abogado

Secretana:
Yocales:

Mavarro Sebastian, Mireia. Quimica

Armadans Gil, Lluis. Médico

Azpiroz Vidaur, Fernando. Médico

Balasso, Valentina. Médico

Cucurull Folguera, Esther. Médico Farmacologa

De Torres Ramirez, Inés M. Médico

Femandez Liz, Eladio. Farmacéutico de Atencion Primaria
Fuentes Camps, Inmaculada. Madico Farmacaloga
Galvez Hemando, Gloria Maria. Diplomada Enfermeria, Unidad de
Atencion al Paciente

Guardia Masso, Jaume. Médico

Joshi Jubert, Nayana. Médico

Diplomada Enfermeria

Hortal Ibarra, Juan Caros. Profesor de Universidad de Derecho
lavecchia, Maria Lujan. Médico Fammacdlogo

Roca Gas, Oriol. Médico

Rodriguez Gallego, Alexis. Médico Farmacdlogo

Sanchez Raya, Judith. Médico

Solé Orsola, Marta. Diplomada Enfermeria

Sufié Martin, Pilar. Farmacéutica Hospital

WVargas Blasco, Victor, Médico

Zuriguel Pérez, Esperanza. Diplomada Enfermeria,

En dicha reunién del Comité de Etica de Investigacién con Medicamentos se cumplio el
qguéarum preceptivo legalmente.

En el caso de gue se evalle algun proyecto del que un miembro sea investigador
colaborador, éste se ausentara de la reunion durante la discusion del proyecto.

Lo que firmo en Barcelona a 21 de septiembre de 2018

MIREIA NAVARRO e s G 5 s

L e B e

SEBASTIAN S AL, . | T, M

Famcfar 071 a3 3%5 DI TR DT

Sra. Mireia Navarro Sebastian
Secretaria del CEIm
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10.3 Informe del Comité Etico de Investigacion Clinica (2° estudio)

HOSPITAL DE LA Sant Antoni Ma Claret, 167 - 08025 Barcelona
SANTA CREU 1 Tel. 93 291 90 00 - Fax 93 291 94 27

-SANT PAU e i

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Dofia Milagros Alonso Martinez, Secretaria del Comité Etico de Investigacién Clinica de la
Fundaci6 de Gesti6 Sanitria del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona,
CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor, para que se realice el estudio:

de B.
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CcsB
4000751

TITULO: Randomized open-label control trial to evaluate if the incorporation of sFIt1/PIGF ratio in the diagnosis
and classification of PE improves maternal and permntal outcomes in’ women with the suspicion of the dlsease

(EuroPE Study).
PROMOTOR: INSTITUT DE RECERCA HSCSP
CODIGO [ N° EudraCT [ VERSION [ Ref. HSCSP
1IBSP-EUR-2017-20 | NO PROCEDE . | 2 de fecha 02/03/2017 | 17/185 (PS)

Hoja de informaci6n al participante y consentimiento informado, versién: 2 de fecha 02/03/2017
Y considera que:

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del
estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto, teniendo en cuenta
los beneficios esperados.

- La capacidad de los investigadores y las instalaciones y los medlos disponibles son apropiados
para llevar a cabo el estudio.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como el plan de

" reclutamiento de los sujetos.
- El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los
- postulados éticos.

Por tanto este CEIC acepta que dicho estudio sea realizado en el Hospital de la Santa Creu i Sant
Pau (Barcelona) por el investigador principal DRA. E. LLURBA OLIVE.

Lo que firmo en Barcelona, a 28 de junio de 2017.

Dra. Milagros Alonso Martinez
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Fundacié de Gestié Sanitaria de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau - NIF.G-59.780.494

CSB C

4000751

Sant Antoni Ma Claret, 167 - 08025 Barcelona -
Tel. 93 291 90 00 - Fax 93 291 94 27
e-mail: santpau @santpau.cat
www.santpau.cat

HOSPITAL DE LA
‘SANTA CREU I

SANT PAU

UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

TITULO: Randomized open-label control trial to evaluate if the incorporation of sFIt1/PIGF ratio in the diagnosis
and classification of PE improves maternal and perinatal outcomes in women with-the suspicion of the disease

| (EuroPE Study).
PROMOTOR: INSTITUT DE RECERCA HSCSP
CODIGO N° EudraCT VERSION Ref. HSCSP
NIBSP-EUR-2017-20 NO PROCEDE 2 de fecha 02/03/2017 17/185 (PS)

Hoja de informaci6n al participante y consentimiento informado, versién: 2 de fecha 02/03/2017

Dfia. MILAGROS ALONSO MARTINEZ, SECRETARIA DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION
CLINICA DE LA FUNDACIO DE GESTIO SANITARIA DEL HOSPITAL DE LA SANTA CREU I SANT
PAU DE BARCELONA, :

HACE CONSTAR QUE:

1° En la reunién celebrada el dia 27 de junio de 2017, se decidi6 emitir ¢l informe correspondiente al
estudio de referencia. .

23 En dicha reuni6n se cumplieron los requisitos establecidos en la legislacién vigente.

3° + ELCEIC del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, tanto en composicién como en sus PNTs, cumple con
las normas de BPC. i

4 La composicién del CEIC del Hospital de Ia Santa Creu i Sant Pau, teniendo en cuenta que en el caso de
que algin miembro participe en el ensayo o declare algin conflicto de interés, no habra participado en

la evaluacién ni en el dictamen de la solicitud de autorizacién del estudio, es la siguiente:

Presidente: /
Dr. Antonio L6pez Pousa. Médico. Especialista en Oncologia Médica

Vicepresidente:

Dr. Gerard Urmitia Cuchi. Médico. Especialista en Epidemiologia.
Secretaria: :
Dra. Milagros Alonso Martinez. Médico. Especialista en Farmacologfa Clinica. Master en Bioética y Derecho.

Comité de Etica Asistencial.

Vocales:

Sra. Ester Amado Guirado. Farmacéutica de Atencién Primaria.

Sra. M” Teresa Ricart Basagafia, Diplomada en Enfermerfa.

Dr. Josep Corbella Duch. Doctor en Derecho. Comité de Etica Asistencial,

Dr. Francesc Jané Carrenca. Médico. Especialista en Farmacologfa Clinica.

Dr. Xavier Leén Vintr6. Médico. Especialista en Otorrinolaringologia.

Dr. Jordi Mancebo Cortés, Médico. Especialista en Medicina Intensiva.

Sra. Estela Moreno Martinez. Farmacéutica. Especialista en Farmacia Hospitalaria.
Dr. Javier Pagonabarraga Mora. Médico. Especialista en Neurologfa.

Sra. M® Virtudes Pacheco. Asistente social. Unidad de Atenci6n al Usuario.

Sra. Margarida Messeguer Rofes. Persona ajena a les profesiones sanitarias y a la Institucién,

Barcelona, a 28 de junio de 2017.
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10.4 Hoja de informacion y consentimiento informado (1r estudio)

Hoja de informacion a la posible participante

FACTORES ANGIOGENICOS DURANTE LA GESTACION Y RIESGO CARDIOVASCULAR A
MEDIO-LARGO PLAZO EN LAS PACIENTES CON PREECLAMPSIA y/o RETRASO DE
CRECIMIENTO INTRAUTERINO

Le solicitamos su participacion en este proyecto de investigacion cuyo objetivo principal
es conocer la influencia de los factores angiogénicos (muchas veces alterados durante los
embarazos con patologias, como la preeclampsia y el retraso de crecimiento fetal
intrauterino) en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

Beneficios:

Su participacion y la investigacion de los factores de riesgo cardiovascular permitiran la
identificacion de posibles factores relacionados con complicaciones cardiovasculares. Se
podra conocer los factores prondsticos después de la gestacion, lo que podria abrir
grandes posibilidades de prevencién de estas complicaciones y beneficiar a otras mujeres
embarazadas.

Procedimientos:

Se realizara una historia clinica completa mediante serie de preguntas en relacién a sus
habitos de vida, una exploracion fisica (peso, talla, tension arterial, frecuencia cardiaca),
se obtendra una muestra de sangre para andlisis marcadores bioquimicos de riesgo
cardiovascular, se realizara una ecocardiografia y un electrocardiograma.

Lugar de realizacion:

La visita y la historia clinica, asi como las muestras de sangre, seran cogidas en la visita
con la equipo de alto riesgo obstétrico del Hospital Vall d"Hebron. La ecocardiografia y
el electrocardiograma se realizaran en la Unidad de Cardiologia.

Molestias y posibles riesgos:

La realizacion de la ecocardiografia no supone ninguna molestia para usted. La toma de
muestras de sangre le puede provocar una sensacién de ardor en el punto en el que se
introduce la aguja en la piel y ocasionar un pequefio hematoma o una leve infeccion que
desaparece en pocos dias.
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Proteccidn de datos personales:

e De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal, los
datos personales que se obtengan seran los necesarios para cubrir los fines del
estudio. En ninguno de los informes del estudio aparecera su nombre, y su
identidad no sera revelada a persona alguna salvo para cumplir con los fines del
estudio, y en el caso de urgencia médica o requerimiento legal.

e Cualquier informacion de caracter personal que pueda ser identificable sera
conservada por métodos informéaticos en condiciones de seguridad por el
investigador principal (Dra. Elisa Llurba), o por una institucion designada por ella.
El acceso a dicha informacion quedara restringido al personal de la Unidad de
Medicina Materno-Fetal y de Cardiologia, designado al efecto o a otro personal
autorizado que estara obligado a mantener la confidencialidad de la informacion.

e Su historial médico no serd divulgado voluntariamente, ni por miembros del
equipo investigador del Hospital Universitari Vall d’Hebron.

e De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos
personales; asimismo, y si esta justificado, tiene derecho a su rectificacion y
cancelacion. Si asi lo desea, debera solicitarlo al médico que le atiende en este
estudio. Sin embargo, no puede conocer los resultados de las determinaciones
realizadas durante el estudio.

e De acuerdo con la legislacion vigente, tiene derecho a ser informado de los datos
relevantes para su salud que se obtengan en el curso del estudio. Esta informacion
se le comunicara si lo desea; en el caso de que prefiera no ser informado, su
decision se respetara.

Uso futuro de las muestras:

Las muestras obtenidas en cada una de las pacientes incluidas en el estudio se utilizaran
directamente para realizar las valoraciones pertinentes en el marco del estudio. Ademas,
le pedimos su consentimiento para que autorice a los investigadores del Hospital
Universitari Vall d’Hebrén a almacenar el exceso de muestra no utilizado para otros
estudios relacionados con preeclampsiay enfermedades cardiovasculares. Estas muestras
se almacenaran en la planta 14 laboratorio CIBBIM en forma de coleccion con cdigo C
003271 del Registro Nacional de Biobancos, y la persona responsable es la Dra Elisa
Llurba. Si autoriza que el material bioldgico obtenido se utilice en estas investigaciones,
sus datos se mantendran codificados a fin de garantizar la confidencialidad en su
utilizacion, tal como prevé la legislacién vigente.

Almacenamiento de las muestras:

Las muestras tomadas seran almacenadas en el Laboratorio de la Unidad Materno-Fetal
del Hospital Universitari Vall d’Hebron. Las muestras se utilizaran exclusivamente para
investigaciones cientificas y no se podran usar comercialmente. Se contempla la
obtencidn, almacenamiento o el analisis de ADN, con material genético a partir de las
células sanguineas obtenidas de los pacientes incluidos en el estudio.
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Derecho de revocaciéon del consentimiento:

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria, y si decide no participar recibira
todos los cuidados médicos que necesite y la relacion con el equipo médico que le atiende
no se verd afectada.

Si cambia de opinion después de dar sangre para el estudio, puede pedir que se destruya
su muestra. Sin embargo, una vez se haya destruido el vinculo que une la muestra de
sangre con su identificacidn, no sera posible encontrar su muestra y, por lo tanto, tampoco
podra destruirse.

Si necesita méas informacion sobre este estudio puede contactar con el investigador
responsable, la Dra. Elisa Llurba del Servicio de Obstericia del Hospital Vall d’Hebron.
Tel. 934893108/934893185.
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Formulario de consentimiento informado

Titulo del estudio: Factores angiogénicos durante la gestacion y riesgo cardiovascular a medio-
largo plazo en las pacientes con Preeclampsia y/o Retraso de Crecimiento Intrauterino.

Investigador principal: Dr. Elisa Llurba Olivé. Unidad de Medicina Materno-Fetal. Servicio de
Obstetricia.

Yo (hombre y apellidos)

- He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

- He podido hacer preguntas sobre el estudio.

- He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

- He hablado CON: ..o

(nombre del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera

2. Sin tener que dar explicaciones.

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento para el
acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

Punto1: O DOY O NO DOY miconsentimiento voluntariamente para que pueda realizarse
el estudio sobre la busqueda factores de riesgo para enfermedades cardiovasculares en pacientes
que tuvieron preeclampsia o restriccion de crecimiento intrauterino durante el embarazo.

Punto 22 0O DOY [ NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que mis muestras
(sangre, tejidos y ADN) se almacenen para utilizarlas en otros estudios relacionados con la
preeclampsiay el riesgo cardiovascular. Mis muestras se identificaran con un nimero codificado,
y mi identidad se mantendré en secreto.

Firma del paciente/tutores legales: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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10.5 Hoja de informacion y consentimiento informado (2° estudio)

Hoja de informacion a la posible participante

TITULO DEL ESTUDIO: Incorporacion del ratio sFIt1/PIGF en el diagndstico y
clasificacion de preeclampsia: Ensayo clinico randomizado (estudio EuroPE)
CODIGO DEL ESTUDIO: I1IBSP-EUR-2017-20

PROMOTOR: Institut de Recerca de I’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau — 1IB Sant
Pau

INVESTIGADOR COORDINADOR: Dra. Elisa Llurba. Servicio de Ginecologia y
Obstetricia. Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. Teléfono: 935537041. email:

ellurba@santpau.cat

INVESTIGADOR PRINCIPAL: ..o
CENTRO . Lo

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica de su centro.

Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para
que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja
informativa con atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir después
de la explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin
que por ello se altere la relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su
tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

El objetivo principal de este estudio es evaluar dos opciones de manejo en las pacientes
con sospecha clinica o diagnostico de preeclampsia para conocer cual de ellas es la mas
conveniente.

La sospecha de preeclampsia aparece en algin momento de la gestacion en un 10% de las
gestantes. La preeclampsia es una enfermedad potencialmente grave para la gestante y el
feto. En el momento actual el diagnéstico de preeclampsia se lleva a cabo por la presencia
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de proteina en la orina asi como TA>140/90. Los sintomas asociados también ayudan al
diagnostico (dolor de cabeza, dolor en la parte alta del abdomen, edemas o hinchazén
alteraciones analiticas...), aunque todos ellos son muy frecuentes en el embarazo normal.
Considerando todos estos datos clasicos de manera conjunta, se consigue diagnosticar
solo el 30% de las pacientes que presentaran una preeclampsia. El ratio sFIt1/PIGF ha
sido estudiado en su utilidad para el diagnostico precoz de preclampsia y se ha visto que
consigue descartar aquellas pacientes que no presentaran preeclampsia en las siguientes
semanas con una fiabilidad del 99.3%. Este ratio se obtiene mediante una analitica de
sangre aprovechando una de las extracciones que se realizan en las pacientes con este tipo
de sintomas.

Por este motivo, el ratio sFIt1/PIGF ayuda a clasificar y a detectar de forma mas fiable las
pacientes que van a desarrollar la enfermedad y asi evitar ingresos e intervenciones
innecesarias en aquellas pacientes que no lo requieran y ser mas precisos en las que si que
lo necesitan.

Ademas, el ratio sFIt1/PIGF predice mejor que ningln otro dato disponible, el riesgo de
complicaciones maternas y fetales ligadas a la insuficiencia placentaria
(preeclampsia/retraso de crecimiento).

A pesar de estas evidencias, no se ha llevado a cabo ningun estudio que demuestre que el
uso del ratio sFIt1/PIGF en un entorno clinico permita seleccionar mejor las pacientes de
mayor riesgo y por tanto, evitar complicaciones maternas y/o fetales.

En este estudio pretendemos demostrar que conocer el valor del ratio sFIt1/PIGF y actuar
en consecuencia, permitira clasificar mejor las pacientes con mayor riesgo de
complicaciones y actuar de forma mas adecuada para mejorar los resultados tanto de las
madres como de los fetos.

Este estudio se realizara en 17 centros de Espafia y un centro en Colombia, y se incluiran
un total de 2536 pacientes en las distintas ramas del estudio: 1268 en el grupo control y
1268 en el grupo control.

Procedimientos del estudio:

En este estudio se pretenden comparar dos manejos clinicos en dos cohortes. La
asignacion a una de ellas vendra determinada por el azar. Su médico no intervendra en
este proceso. Usted tendra una probabilidad del 50% de ser asignada a una de las dos
cohortes contempladas en este estudio. En ambas cohortes se determinara el ratio
sFIt1/PIGF. La diferencia entre ambas cohortes sera el uso del ratio sFIt1/PIGF

Cohorte control: El medico y usted desconoceran el valor del ratio sFIt1/PIGF y se actuara
segun el protocolo habitual de preeclampsia de su hospital.

Cohorte estudio: El médico conocera el valor del ratio sFIt1/PIGF y tomara decisiones en
base al resultado del ratio sFIt1/PIGF, las semanas de gestacion y los datos clinicos y
analiticos habituales en preeclampsia.

Si decide participar, se le realizara una historia clinica y una exploracion fisica detallada
y se le extraera un tubo adicional de 10 cc de sangre para el analisis del ratio sFIt1/PIGF
y otros marcadores de preeclampsia.

Si es posible se extraera la muestra al mismo tiempo que se extraiga sangre por otra razon
necesaria para el control normal de la gestacion.
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En algunas ocasiones se requerird la extraccion de muestras adicionales, dependiendo del
valor del ratio, asi como de las semanas de gestacion.

Adicionalmente al momento del parto, se extraerd una muestra de sangre del cordon
umbilical para el estudio del ratio sFIt1/PIGF. Y ademas a las pacientes participantes del
Hospital Sant Pau se les tomara una muestra de placenta para la evaluacion de marcadores
de lesidn placentaria.

Su participacion en el estudio seré desde el momento que firme este documento hasta los
40 dias posparto

Lugar de realizacion de los analisis:

Las muestras de sangre extraidas seran analizadas en el laboratorio de cada centro
participante para la determinacion del ratio sFIt1/PIGF. Posteriormente, las muestras se
enviardn al H.Sant Pau para completar el estudio de otros marcadores en relacion a la
preeclampsia.

Beneficios:

Es posible que de su participacion en este estudio no obtenga un beneficio directo. Sin
embargo, la evaluacion de nuevas estrategias relacionadas con el tratamiento de la
insuficiencia placentaria podria contribuir a mejorar el prondstico en futuras pacientes.

Molestias y posibles riesgos:

La toma de muestras de sangre le puede provocar una sensacion de ardor en el punto en
el que se introduce la aguja en la piel y ocasionar un pequefio hematoma o una leve
infeccion que desaparece en pocos dias.

No hay otros riesgos esperables para la madre ni para el bebé.

Proteccion de datos personales:

e De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal, los
datos personales que se obtengan seran los necesarios para cubrir los fines del
estudio. En ninguno de los informes del estudio aparecera su nombre, y su
identidad no sera revelada a persona alguna salvo para cumplir con los fines del
estudio, y en el caso de urgencia medica o requerimiento legal.

e Cualquier informacion de caracter personal que pueda ser identificable sera
conservada por métodos informaticos en condiciones de seguridad por el
investigador coordinador del estudio (Dra. Elisa Llurba), o por una institucion
designada por ella. El acceso a dicha informacion quedaré restringido al equipo
investigador designado al efecto o a otro personal autorizado que estara obligado
a mantener la confidencialidad de la informacion.

e Su historial médico no serd divulgado voluntariamente ni por miembros del
equipo investigador.

e De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos
personales; asimismo, y si esta justificado, tiene derecho a su rectificacion y
cancelacion. Si asi lo desea, debera solicitarlo al médico que le atiende en este
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estudio. Sin embargo, no puede conocer los resultados de las determinaciones
realizadas durante el estudio.

e De acuerdo con la legislacion vigente, tiene derecho a ser informado de los datos
relevantes para su salud que se obtengan en el curso del estudio. Esta informacion
se le comunicara si lo desea; en el caso de que prefiera no ser informado, su
decision se

e respetara.

Implicaciones de la informacion obtenida en el estudio:

Si decide participar en el estudio, es posible que en el analisis de sus muestras bioldgicas
se obtenga informacion relevante para su salud o la de su familia. De acuerdo con la
legislacion vigente, tiene derecho a ser informado de los datos genéticos que se obtengan
en el curso del estudio.

Si quiere conocer los datos genéticos relevantes para su salud que se obtengan, informese
a través de su médico sobre las implicaciones que esta informacion puede tener para su
persona y su familia. Esta informacion se le comunicara si lo desea; en el caso de que
prefiera no ser informado, su decision se respetaré.

Uso futuro de las muestras:

Las muestras de sangre materna y de cordén umbilical de las pacientes incluidas en el
estudio se utilizaran directamente para realizar las valoraciones pertinentes en el marco
del estudio.

Una vez finalizado el estudio las muestras bioldgicas sobrantes seran guardadas en la
coleccion C.0004338, cuya responsable es la Dra. Elisa Llurba, si usted lo autoriza
mediante la firma del consentimiento especifico para ello (hoja de informacién y
formulario de consentimiento aparte).

Compensacién econémica:

Su participacion en el estudio no le supondra ningln gasto ni compensacién econémica.
Si necesita mas informacion sobre este estudio puede contactar con el investigador
principal de su centro o con la investigadora coordinadora Dra. Elisa Llurba.

Recuerde que su participacion en el estudio es totalmente voluntaria, y si decide no
participar recibira todos los cuidados médicos que necesite y la relacion con el
equipo médico que le atiende no se vera afectada.

Muchas gracias por su colaboracion
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Formulario de consentimiento informado

Titulo del estudio: Incorporacion del ratio sFIt1/PIGF en el diagnostico y clasificacion
de preeclampsia: Ensayo clinico randomizado (estudio EuroPE)

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He hablado con (nombre y apellidos del investigador):

Comprendo que mi participacién es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera

2. Sin tener que dar explicaciones

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Doy mi consentimiento voluntariamente para que pueda realizarse el estudio sobre el
uso del ratio sFIt1/PIGF en el manejo de la preeclampsia a partir de mis muestras

bioldgicas, y la informacion clinica respectiva.

Firma de la paciente Firma del investigador

Fecha: Fecha:

De conformidad con lo dispuesto en el art. 5.1 LO 15/1999, de 13 de diciembre, la Fundacio de Gestio
Sanitaria de I’Hospital de la Santa Creu i Sant Pau en cotitularidad con el Institut de Recerca pone en su
conocimiento que dispone de un fichero con datos de caracter personal denominado “Investigacio i
Recerca”.

La finalidad de su creacion es la realizacion de estudios de investigacién y ensayos clinicos. Los
destinatarios de la informacién son todos los profesionales intervinientes en los estudios de investigacion y
ensayos clinicos del hospital.

En cualquier caso, puede ejercer los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion mediante
comunicacion escrita, adjuntando una fotocopia del DNI del participante, a la direccion del responsable del
fichero: ¢/Sant Antoni Maria Claret, 167. 08025 Barcelona, indicando como referencia “ensayo clinico”.

Este documento se firmara por duplicado quedandose una copia el investigador y otra la paciente
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10.6 Perceived Stress Scale (PSS)

*Version espariola adaptada por el Dr. Eduardo Remor de la escala PSS de Cohen, S.,
Kamarck, T., & Mermelstein, R. (1983). Versién completa de 14 items.

Escala de Estrés Percibido - Perceived Stress Scale (PSS)

Las preguntas en esta escala hacen referencia a sus sentimientos y pensamientos durante
el ultimo mes. En cada caso, por favor indique con una “X” coémo usted se ha sentido o
ha pensado en cada situacion.

Nunca Casi De vez A Muy a
nunca en menudo  menudo
cuando

1. En el dltimo mes, ¢con qué frecuencia ha estado 0 1 2 3 4
afectado por algo que ha ocurrido inesperadamente?
2. Enel tltimo mes, ¢con qué frecuencia se ha sentido 0 1 2 3 4
incapaz de controlar las cosas importantes en su vida?
3. En el tltimo mes, ¢con qué frecuencia se ha sentido 0 1 2 3 4
Nervioso o estresado?
4. Enel altimo mes, ¢con qué frecuencia ha manejado 0 1 2 3 4
con éxito los pequefios problemas irritantes de la
vida?
5. En el Gltimo mes, ;con qué frecuencia ha sentido 0 1 2 3 4
gue ha afrontado efectivamente los cambios
importantes que han estado ocurriendo en su vida?
6. En el Gltimo mes, ;con qué frecuencia ha estado 0 1 2 3 4
seguro sobre su capacidad para manejar sus
problemas personales?
7. En el dltimo mes, ;con qué frecuencia ha sentido 0 1 2 3 4

que las cosas le van bien?
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8. En el Gltimo mes, ¢con qué frecuencia ha sentido
gue no podia afrontar todas las cosas que tenia que
hacer?

9. En el ultimo mes, ¢con qué frecuencia ha podido
controlar las dificultades de su vida?

10. En el ultimo mes, ¢con que frecuencia se ha
sentido que tenia todo bajo control?

11. En el Gltimo mes, ¢con qué frecuencia ha estado
enfadado porque las cosas que le han ocurrido
estaban fuera de su control?

12. En el Gltimo mes, ¢con qué frecuencia ha pensado
sobre las cosas que le quedan por hacer?

13. En el ultimo mes, ¢con qué frecuencia ha podido
controlar la forma de pasar el tiempo?

14. En el tltimo mes, ¢con qué frecuencia ha sentido
gue las dificultades se acumulan tanto que no puede
superarlas?

Esta escala es un instrumento de auto informe que eval(a el nivel de estrés percibido durante el Gltimo mes,
que consta de 14 items con un formato de respuesta de una escala de cinco puntos (0 = nunca, 1 = casi
nunca, 2 =de vez en cuando, 3 = a menudo, 4 = muy a menudo). La puntuacion total de la PSS se obtiene
invirtiendo las puntuaciones de los items 4,5, 6, 7,9, 10 y 13 (en el sentido siguiente: 0=4, 1=3, 2=2, 3=1
y 4=0) y sumando entonces los 14 items. La puntuacion directa obtenida indica que a una mayor puntuacién

corresponde un mayor nivel de estrés percibido.

Puntos de corte: valores de 0-14 indican que casi nunca o nunca esta estresado; de 15-28, de vez en cuando

esta estresado; de 29-42, a menudo esta estresado, y de 43-56, muy a menudo esta estresado.

Articulos  con informacion  sobre la  adaptacion y  validacion  en Espafia.
Remor E. & Carrobles JA. (2001). Version Espafiola de la escala de estrés percibido (PSS-14): Estudio
psicométrico en una muestra VIH+. Ansiedad y Estrés, 7 (2-3), 195-201.

Remor E. (2006). Psychometric Properties of a European Spanish Version of the Perceived Stress Scale
(PSS). The Spanish Journal of Psychology, 9 (1), 86-93.
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