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Introduccion

1.-INTRODUCCION

1.1 La preeclampsia

La preeclampsia (PE) es un estado hipertensivo especifico del embarazo de -carécter
multisistémico y progresivo, que tipicamente se presenta con hipertension arterial después de las

20 semanas de gestacion, acompafada de proteinuria y/o afectacion de otros 6rganos®.

Es una de las principales causas de mortalidad materna, fetal y neonatal, especialmente en los

paises con ingresos bajos y medios.

A pesar de los grandes esfuerzos realizados para clarificar los aspectos fundamentales de su
fisiopatologia y para establecer unos criterios diagnosticos precisos, la PE sigue siendo una
enfermedad compleja e impredecible, que habitualmente genera dificultades a los clinicos en su
diagndstico y manejo. Por ello, resulta importante el desarrollo de nuevas y mejores herramientas
prondsticas que nos permitan identificar a aquellas embarazadas con un mayor riesgo de padecer
formas precoces y severas de PE que supongan una mayor amenaza para el prondstico materno y

fetal, y que obliga a finalizar la gestacion antes de llegar a término.

1.1.1 Definicidén

Los estados hipertensivos del embarazo (EHE) son un grupo de patologias que aparecen durante

la gestacion cuyo nexo comdn es la hipertension.

La preeclampsia es un trastorno hipertensivo especifico de la gestacion que se asocia a un dafio
vascular sistémico materno, con particular afectacion de los endotelios fenestrados presentes en

el rifidn, el higado y el cerebro?

En la actualidad la definicion internacionalmente aceptada es la propuesta por Sociedad
Internacional para el Estudio de la Hipertension en el Embarazo (ISSHP)?, que define la PE como

la presién arterial sistélica a > 140 mm Hg vy/o la presion arterial diastolica a > 90 mm Hg en al

menos dos ocasiones medidas con 4 horas de diferencia en mujeres previamente normotensas y
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se acompafa de una o0 mas de las siguientes alteraciones de inicio reciente a las 20 semanas de

gestacion o después:

- 1. Proteinuria (> 30 mg/mol de proteina/creatinina; > 300mg/24 horas; o >2 + tira reactiva).

- 2._Evidencia de otra disfuncion de érganos maternos que incluye: lesion renal aguda

(creatinina > 90 umol/L: 1 mg/dL); afectacion hepatica (transaminasas elevadas: alanina
aminotransferasa o aspartato aminotransferasa > 40 UI/L) con o sin dolor en cuadrante
superior derecho o dolor abdominal epigastrico; complicaciones neuroldgicas (por
ejemplo, eclampsia, estado mental alterado, ceguera, accidente cerebrovascular, dolores
de cabeza severos y escotomas visuales persistentes); o complicaciones hematoldgicas
(trombocitopenia-recuento de plaquetas <150000 dL, coagulacién intravascular

diseminada, hemolisis).

- Disfuncidn uteroplacentaria (como restriccion del crecimiento fetal, analisis de forma de

onda Doppler de la arteria umbilical anormal o muerte fetal).

1.1.2 Epidemiologia

A nivel mundial, la incidencia de preeclampsia oscila entre 2-8 % de los embarazos, aunque las
cifras varian en todo el mundo. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que la
incidencia de preeclampsia es siete veces mayor en los paises en desarrollo que en los
desarrollados®. Esta mayor incidencia de preeclampsia y eclampsia en paises en vias de desarrollo
se debe probablemente a la dificultad del acceso al sistema sanitario y la menor calidad y
disponibilidad de recursos, que pueden elevar el nimero y la gravedad de complicaciones

derivadas de esta enfermedad.

En presencia de determinados factores de riesgo como son el antecedente de una PE previa,
hipertensién arterial cronica, diabetes o la existencia de una gestacion multiple, la posibilidad se
eleva al 10-25%.

En cuanto a la mortalidad, el 15% de las muertes maternas relacionadas con el embarazo se
atribuyen a la aparicion de PE. La PE es también es una importante causa de morbi-mortalidad
perinatal como consecuencia de su asociacion con el abruptio placentae, el crecimiento

intrauterino restringido (CIR) y el parto prematuro iatrogénico®.
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1.1.3 Formas clinicas de la preeclampsia

Preeclampsia leve y severa

El espectro clinico de la PE es muy amplio. Existen formas leves que suelen presentarse a término
y cursan sin repercusion en el pronostico materno fetal. Sin embargo, existen formas severas que
aumentan el riesgo de morbimortalidad en la preeclampsia. La preeclampsia grave puede resultar

en complicaciones agudas y a largo plazo, tanto para la mujer como para su recién nacido.

Las complicaciones maternas de la preeclampsia grave incluyen, entre otros, edema pulmonar,
infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, sindrome de dificultad respiratoria aguda,
coagulopatia, insuficiencia renal grave y retinopatia. El curso clinico de la preeclampsia severa se
caracteriza a menudo por un deterioro progresivo de las condiciones maternas y fetales. Teniendo
en cuenta que el Unico tratamiento de la preeclampsia es la finalizacion de la gestacion, esta
indicado finalizar el embarazo si aparece alguna de estas complicaciones, independientemente de
la edad gestacional. Este es uno de los motivos por los que la preeclampsia contribuye de una
manera importante a la prematuridad yatrogénica, que a su vez se asocia a mudltiples

complicaciones postnatales®.

La PE tiene su origen en una placentacion anormal. En las formas graves de preeclampsia pueden
aparecer trombosis placentarias y desprendimiento prematuro de placenta (DPPNI) que puede

conducir a la muerte fetal intrauterina.

-
Criterios ACOG 2020 de las formas graves de PE }—

-

*PA sistélica > 160 mm Hg o PA diastdlica = 110 mm Hg en dos ocasiones con
al menos 4 horas de separacion mientras el paciente estd en reposo en cama
(a menos que el tratamiento antihipertensivo se inicie antes de este tiempo)

sTrombocitopenia: recuento de plaquetas < 100.000 /uL

sAlteracion de la funcidn hepdtica: concentraciones sanguineas anormalmente
elevadas de enzimas hepdticas (superior a dos veces los valores normales),
dolor persistente en el cuadrante superior derecho o dolor epigistrico que no
responde a la medicackén y no se explica por otro diagndstico o ambos.

«Insuficiencia renal progresiva: concentracidn de creatinina sérica superior a
1,1 mg / dL o duplicacién de la concentracion sérica de creatinina en ausencia
de otra enfermedad renal u oliguria

«Edema pulmonar o clanosis.

sTrastornos cerebrales o visuales de aparicion reciente.

Figura 1- Criterios de severidad en la preeclampsia. Modificada de: Gestational Hypertension and Preeclampsia:
ACOG Practice Bulletin, Number 222. Obstet Gynecol. 2020 Jun;135(6): e237-e260.
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Preeclampsia precoz y tardia

La clasificacién mas utilizada es la que clasifica la preeclampsia en temprana o tardia segun el
momento de aparicion (Tabla 1), con un punto de corte establecido en 34 semanas®.

- PE de inicio temprano, cuando la PE aparece antes de la semana 34 de gestacion.
- PE deinicio tardio, cuando debuta a las 34 semanas de gestacion o de forma posterior.

La gran mayoria de los diagndsticos corresponden a formas tardias y, aproximadamente, el 10%

pertenecen a formas precoces.

La preeclampsia de inicio precoz se asocia mas frecuentemente con resultados adversos maternos
y fetales que la preeclampsia de inicio tardio, no solo debido a probables diferencias etioldgicas
entre estas dos entidades, sino también por la mayor tasa de prematuridad asociada. La PE de
inicio precoz se relaciona casi invariablemente con una insuficiencia placentaria como
consecuencia de una placentacion inadecuada al inicio de la gestacion®. Representa un 15-20%
del total de casos de PE, lo que supone que afecta solamente un 0.3-0.5% de todos los embarazos,
pero se asocia con una mortalidad materna 20 veces mayor que la PE tardia.

La PE tardia, es decir, la que se presenta mas alla de la semana 34 de gestacion, es el tipo mas
frecuente, ya que comprende el 75-80% de los casos de PE afectando al 1.5-4.5% de los embarazos
y, cursa habitualmente como formas leves sin repercusion en el prondstico materno y/o fetal. No
prevalece la alteracion trofoblastica como principal causante del sindrome sino factores

constitucionales maternos’.

La PE que debuta a término presenta una morbilidad y mortalidad semejante a una gestacién
normal, excepto en el 1-2% de casos en que se asocia al sindrome de HELLP.

Mas raramente, la preeclampsia puede desarrollarse en el periodo posparto.

14



Introduccion

Tabla 1-. Principales diferencias entre las dos formas clinicas de PE. En: Lacunza Paredes, R. O., & Pacheco Romero,
J. (2015). Preeclampsia de inicio temprano y tardio: una antigua enfermedad, nuevas ideas. Revista Peruana de
Ginecologia y Obstetricia, 60(4), 351-361.

Prevalencia

Factores de rlesgo

Inicio del sindrome materno

Severidad
Crecimiento fetal

Signos de hipaxia placentara
Tamano placentario
Dappler de arterla uterina en

primer y sequndo rimestres

Balance anglogénico

Prediccitn

50 20%

+ presclampsia en gestacion previa
= primigestacion

* razanegra

+ uso de inductores de la avulacion
* hipertension arterial cronica

+ Factor protector, el tabaquismo

Antes de las 34 semanas

Mas severa: HELLP, eclampsia
Mayor asociacion a RCIU

Muy frecuentes

Pequeno

Alterado (IP por encima de percentil 95)

=Fle-| muy elevado
PICF/sEng disminuida
sFli-1/PIGF muy slevada

Buenos resultados en e primer y se-

gundao trimestre

Preeclampsia de inicio precoz Preeclampsia de inicio tardio

750 80%

+ historia familiar de preeclampsia
» edad materna menor de 20 anos o
mayor de 40 anos

= multiparidad

= obesad

* diaberes pregestacional

» diabetes gestacional

* anemia materma

* tabaquismo
Posterior a las 34 semanas

Menor asociacion

Frecuentemente feros adecuados o gran-

des para edad gestacional

Peco frecuentes

Adecuado o grande
Habitualmente normal

sFit-lligeramente elevada
PIGF/sEng levermente disminuida
sFI-1/PIGF ligeramente elevada

Pobres resultados en todos los rimestres

Sindrome de HELLP (hemolisis, elevacion de enzimas hepéticas y

plaquetopenia)

Es un tipo de preeclampsia grave que se caracteriza por la combinacién de hemolisis, enzimas
hepéticas elevadas y trombocitopenia. EI ISSHP recomienda que las mujeres con sindrome
HELLP, sean consideradas como mujeres con preeclampsia para reducir la confusion que pueda

haber al respecto, y para garantizar un tratamiento rapido y adecuado?.
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1.1.4 Factores de riesgo

La PE es una enfermedad sistémica de origen placentario. Por ello, las situaciones médicas que
condicionen una predisposicion a la disfuncion vascular, tales como hipertension cronica, diabetes
mellitus, obesidad, lupus eritematoso sistémico o trombofilias se relacionan con la PE. La
identificacion de dichos factores al comienzo del embarazo es un paso fundamental para establecer
el tipo de control que se debe llevar a cabo con cada gestante®?®.

Se han tratado de identificar los factores de riesgo para desarrollar preeclampsia, y desde las
diversas sociedades cientificas se han propuesto combinaciones de diferentes situaciones clinicas
que podrian favorecer la aparicion de preeclampsia (Figura 2).

ACOG 2018™ (Unitted MICE 2018 (United SOMANZ 20147
Stabes of America) Kingdom) SOGC 2014™ (Canada) [Australla) ISSHP 208 WHO 201"
High-risk Eactors High-risk faciors High-rigk factors Risk taciors High-rigk factors Risi tactors
O Poevius pregnancy o Pravious  pregrancy o Privious pregnancy with FE » Mulipasity » Price PE s Privicus PE
with PE with PE o Antiphaspholipid syndnome o Nulliple pregrancy o Chrome yperiension o Diabebes
[ Choanic » Chronic hypertension « Premisting dabetes » Previous history of PE o Pregestalional  dia- » Chronic ypenension
hrpperiension o Pulmimmine diseass mellitus » Family history of PE beles melifus » Renal dissase
[0 Systemic hpus o Type 1 o type 2 dia- o Renal distkse of profeanuna o Owerweight « BN, .--1'5|]l.l:|'rl‘lz o Autnimmone disese
enthemalosus Betos mlits « Chionic  Byperfension of = Deasity (EMI. =30 kg' # Chromc dnay « Multifutal pregrancy
0 Tye 1 o bype 2 + Chronic kidney booking diastalic BP, =90 ) dgeas
diabeies mellibus daense mim Hg o Age =40y = Antiphospholipld
[ Renal Ssease = Antiphesphadipid = Systolic BP, 130 Syndrome
1 Muitifesal gestatan Syndrome: im Hg or diasiolic
O Aetiphosphelipid BP. 80 me Hg
Eyndrome besfore 20 wh
Moderate risk, factors Modarate risk taciors Modarate risi factors dfirst . g;mm"’ Moderate risk factors
- o Preexistng diabeles
O MNulliparity = Hulliparity O Age 4Dy meliitus O Advanced matermal
O Age =35y . PAge, =40y O Family hislory of PE = Underlying renal age. =35y
O Inferpeegnascy  in- o [nlepiegnancy inder- (mother or sister) draise O Family hsioy of
tenval, =10y val, >0 y [ Family history of eady- » Chronic aulcimmene preeclampsia
1 BMI, =30 kgim® « BNt fiest visit, =35 onsel candovascular dease O Shol deation of
» Family history of g'm disease » Inferpeegnancy inter- saxual nelabionship
PE imother of » Family history of PE [ Lower matemal  birth- wval, =10y (<6 me) before the:
sisber} » Mullifetal pregnancy wiight o préterm delivery pregnancy
» Hishory of SGA or [0 Hentable thrambophilia O Primiparity
sldverse oulcome O Nonsmoking O Primipaterity {both
« Secodemo- O Increased  prepregrancy changed pabemity
graphic charac- trighycerides and an inferpreg-
\eristics (Alvican [0 Previous miscarriage of nancy inberval of =5
Amixican rate of < 10 whwith same artner ¥ Fewit b s
o Sl [0 Cocsine and metham- abesd with &n
nomic status) phetamine uss Increased risk for
[ Booking Sysiolic of BP priseckamgsia)
=130 mm Hg or Sastoic [0 Conneclive  lssus
BP of =50 mm Hg [
[ Vaginal bleeding in early
pregnancy
0 Gestatiorsl  trophebitistic
disease
O Abnormal PAPP-A or free
beta-hCG

Figura 2-. Factores maternos para preeclampsia seguln las diferentes sociedades cientificas. En: Chaemsaithong, P.,
Sahota, D. S., & Poon, L. C. (2022). First trimester preeclampsia screening and prediction. In American Journal of
Obstetrics and Gynecology (Vol. 226, Issue 2, pp. S1071-S1097.€2).
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1.1.5 Fisiopatologia de la preeclampsia

La PE tiene una naturaleza multifactorial y a dia de hoy, a pesar de muchos intentos por entender
sus origenes, éstos siguen siendo en gran medida desconocidos. Se piensa que se asocia
principalmente con una mala placentacion, debida en parte a una mala adaptacion inmunoldgica
que conlleva una inflamacion materna excesiva, y aumento del estrés oxidativo, con la

consiguiente disfuncion endotelial generalizada que esto produce?®.

Placentacion anormal

La placenta juega un papel central en la patogénesis de preeclampsia. EI mecanismo exacto
responsable por el momento se desconoce. Los estudios establecen un vinculo directo con la
placenta mas que con el feto, ya que la enfermedad parece remitir solamente después de la
extraccion de la placenta y, de hecho, complicaciones como la eclampsia posparto, se han

relacionado con fragmentos placentarios retenidos®!.

El proceso fisiopatoldgico de la PE comienza con una invasion inadecuada del trofoblasto.
Durante la placentacién normal las células citotrofoblasticas forman un trofoblasto altamente
invasivo que puede migrar a la decidua e invadir el primer tercio del miometrio, induciendo la
remodelacion de las arteriolas espirales para producir el sistema vascular de baja resistencia, que
permita un aumento de 10 veces en el flujo sanguineo, algo esencial para el crecimiento fetal. La
reduccidn relativa del flujo uteroplacentario, secundaria a la placentacién anormal causada por
una alteracion de la invasion de trofoblasto, es el desencadenante del desarrollo de la PE, ya que
lleva a un estado de hipoxia placentaria que desencadena un aumento de la necrosis de la placenta.
Como consecuencia se liberan fragmentos celulares a la circulacidn sanguinea, lo que se traduce
en una respuesta inmunoldgica sistémica y, por consiguiente, un aumento de la inflamacion y del
estrés oxidativo, que contribuye al desarrollo de disfuncion endotelial sistémica en las fases

posteriores de la enfermedad?2.

Mal adaptacién inmunoldgica

La respuesta inmunolégica materna se modifica durante el embarazo, lo que conlleva un estado
de tolerancia inmunoldgica al feto, que se comporta como un trasplante semialogénico, ya que

posee la mitad de genes de origen materno y la otra mitad de origen paterno. Existen mecanismos
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fetales, maternos y placentarios que protegen al feto frente al sistema inmunolégico materno, para
que las células fetales no sean rechazadas innatamente a su llegada.

En contraste con los embarazos normales, los embarazos de las mujeres con PE, se asocian con
una respuesta inmune inadecuada y un medio de células inmunitarias activadas de manera
andmala, lo que provoca la expresion de citoquinas proinflamatorias que puede conducir a una

placentacion defectuosa®®.

Inflamacion

Se ha demostrado que la isquemia placentaria, resultado de la invasién insuficiente de trofoblasto
observada en la PE, produce un desequilibrio en la funcién inmune que conduce a la inflamacion
cronica. Este desequilibrio inmune consiste en un aumento de las células inmunitarias
proinflamatorias y la expresion de citoquinas de este tipo, en detrimento de las células y citoquinas
reguladoras, creandose un estado crénico e incontrolado de la inflamacion. Durante la PE se
evidencian niveles aumentados de TNF-a (Factor de Necrosis Tumoral alfa) e IL-6 (interleucina
6) en la circulacion, mientras que la IL-10 (interleucina-10) y la IL-4 (interleucina 4) estan

disminuidos en las células trofoblasticas®®.

Estrés oxidativo

Durante el embarazo normal, en el proceso de remodelacién de las arterias uterinas y los vasos
placentarios, se forman radicales libres. Estas moléculas se incrementan durante el embarazo, pero
se controlan fisioldgicamente mediante los antioxidantes, defensas encargadas de neutralizarlas.
Durante la PE, se cree que la mala perfusién placentaria causa hipoxia intermitente, que conduce
a un estado de estrés oxidativo, donde se aumenta la generacion de radicales libres de oxigeno en
la placenta. Si los niveles incrementados de radicales libres de oxigeno supera la capacidad
antioxidante, habra un dafio a nivel de ADN (acido desoxirribonucleico), lipidos y proteinas,
provocando dafio celular y endotelial®®.

Disfuncion endotelial

La disfuncion endotelial es un dafio en el sistema endotelial vascular materno representado por
un vasoespasmo generalizado, aumento de la permeabilidad capilar y activacion plaquetaria. En
el endotelio dafiado se reduce la liberacion de agentes vasodilatadores (prostaciclinas, 0xido
nitrico), no es capaz de activarse el sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), y ademas
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se desarrolla una hipersensibilidad a la angiotensina Il que lleva a una vasoconstriccion
generalizada y a un aumento de la permeabilidad vascular, lo que a nivel sistémico se traduce en
un incremento de las resistencias vasculares, mayor agregacion plaquetaria y activacion de la
coagulacién, creandose depdsitos de fibrina y agregados plaquetarios a nivel endotelial, sistémico
y placentario. Esto puede provocar trombos e infartos placentarios, con el consiguiente aumento
de estrés oxidativo, inflamacion, disfuncion endotelial e isquemia, creandose un verdadero circulo

vicioso.
Estatus antiangiogénico

En la preeclampsia son claves los factores moduladores de la angiogénesis. La formacion de la
placenta precisa una importante angiogénesis para asegurar un adecuado suministro sanguineo, y
para ello se sintetizan y liberan factores proangiogénicos, como VEGF-A (factor de crecimiento
endotelial vascular) y PIGF (factor de crecimiento placentario=, y factores anti angiogénicos,
como sFlt- 1y sEng (endoglina soluble), entre los cuales debe haber un equilibrio que asegure el
intercambio sanguineo materno fetal. Uno de los mecanismos de la disfuncion endotelial consiste

en la pérdida del equilibrio entre los factores proangiogénicos y anti angiogénicos®®!’.

El modelo unificado: “el modelo de dos etapas”

El modelo unificado distingue dos fases en la patogénesis de la PE:

- Laprimera fase o de lesion placentaria, se da en el primer y segundo trimestre, en la cual
se produciria el fenébmeno de placentacion andmala. Durante esta etapa, la predisposicion
genética e inmunoldgica junto con el estrés oxidativo generado provocan una invasion
defectuosa del trofoblasto invasor, pérdida de la elasticidad de la pared de las arterias
espirales y del control vasomotor. De esta manera el lecho vascular placentario no se
transforma en territorio de baja resistencia, permaneciendo en un territorio de alta
resistencia al flujo sanguineo. Esto finalmente se traduce en un estado de vasoespasmo e

isquemia local, lo que determina hipoxia y dafio placentario.

- La segunda fase o de disfuncion endotelial e inflamacion sistémica, se da en el tercer
trimestre. Como consecuencia de la placentacion anémala, se genera un estado inflamatorio
y gran estrés oxidativo, lo que provoca una alteracion en el equilibrio entre factores

proangiogénicos (disminuyen PIGF y VEGF) y anti angiogénicos (aumentan sFlt-1 y sEng)
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producidos por la placenta. Todo ello contribuye al desarrollo de la disfuncion endotelial,
responsable de las tipicas manifestaciones clinicas de la PE, como HTA (hipertension

arterial), proteinuria, fallo hepatico,

hematoldgicas®*8.

En resumen...

La comprensién actual de la patogénesis de la preeclampsia sostiene que existe una causa
iniciadora inmunolégica que conduce a disfuncion placentaria, que lleva a la desregulacién
angiogeénica que tiene efectos a nivel de multiples lechos vasculares (Figura 3). Por tanto, la mal
adaptacion inmune fetomaterna y la genética son probablemente el origen, y la disfuncién /

alteraciones

neurolégicas

activacion de las células endoteliales representa la via comun en el sindrome.

Patogénesis de Preeclampsia

Factores Alteracion de Y ( Disminucion de Hipoxia Hif 1.2 alfa
S — it e ) la perfusion ) lacentaria Estrés
— del lteroplacentariz oxidativo
Inlnu‘ulldad trofoblasto y Disfuncién
genctica remodelacion IES ond_r!a]
adquirida bl Oxigenacion,

espiral Intrarrenal de
SRAA

Sensibilidad

; ' :

Trombocitopenia ) [ =

.

Cardiomiopatia

y alteraciones

Angiogénesis
Disfuncion

endotelial

Eclampsia
lctus
( TSNS )

Figura 3-. Fisiopatologia de la PE. Modificada de: Ives, C. W., Sinkey, R., Rajapreyar, |., Tita, A. T. N., & Oparil, S.
(2020). Preeclampsia—Pathophysiology and Clinical Presentations: JACC State-of-the-Art Review. In Journal of the

American College of Cardiology (Vol. 76, Issue 14, pp. 1690-1702).
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1.1.6 Prediccién de la preeclampsia

La evidencia de que la mayor parte de los fendmenos patogénicos que conducen a la PE preceden
en el tiempo al establecimiento de la sintomatologia ha generado multiples intentos por encontrar
marcadores clinicos, bioquimicos y ecograficos de los cambios en el entorno placentario y en la
circulacién materna que fuesen de utilidad para la prediccion, diagnostico y prondstico de la PE.
Los marcadores més extensamente estudiados por estar involucrados en la patogenia de la PE son
el estudio Doppler de las arterias uterinas maternas, los marcadores reguladores de la

angiogénesis, la medida de la presion arterial y las caracteristicas maternas de la historia clinica?.

Medida de la Presion Arterial Media (PAM)

Para la prediccién de la PE, es mas Gtil que la medida de las presiones sistolica y diastélica por
separado. En el embarazo normal, la PAM depende de factores maternos, principalmente el peso
y la hipertension crénica. En los embarazos que desarrollan PE la PAM aumenta de forma més
significativa en las etapas tempranas del embarazo que en las tardias. El aumento de la MAP en
pacientes que posteriormente desarrollan PE probablemente refleja una elasticidad reducida de las
arterias maternas combinada con un aumento de la vasoconstriccion. Por lo tanto, la MAP es una

medida de un factor condicional materno que aumenta el riesgo de desarrollar PE°.

Estudio Doppler de la pulsatilidad en arterias uterinas (Doppler AUt)

Durante el embarazo normal, el lecho placentario y la circulacion uterina experimentan un
aumento de la vascularizacion para permitir la circulacion entre el feto y la madre. La
vascularizacion placentaria implica vasculogénesis, angiogénesis y remodelacion de las arterias

espirales maternas?.

La placentacion humana se caracteriza por una invasion profunda del citotrofoblasto en la
vasculatura materna. En mujeres destinadas a desarrollar PE, la invasion del trofoblasto es
superficial. Esta implantacién superficial conduce a hipoxia placentaria y estrés, lo que a su vez
no solo da como resultado la liberacion de factores circulantes, sino también el desarrollo anormal

de la placenta (Figura 4).
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Embaraze normal Preeclampsia

Figura 4-. Defectos en arterias espirales modificada de: Placenta. Modificada de Rana, S., Burke, S. D., &
Karumanchi, S. A. (2021). Imbalances in circulating angiogenic factors in the pathophysiology of preeclampsia and
related disorders. American Journal of Obstetrics and Gynecology, 1, 1-16.

Dado que a través de las arterias uterinas pasa todo el flujo uteroplacentario, la valoracion de la
onda de velocidad de flujo (OVF) de las arterias uterinas permite obtener una informacion
indirecta y promediada de la situacion de los cambios gestacionales en el arbol arterial uterino
(Figura 5). Asi, la pulsatilidad aumentada en la OVF de las arterias uterinas se correlaciona con
hallazgos anatomopatoldgicos de invasion trofoblastica defectuosa e inadecuada transformacion
de las arterias espirales, por lo que se asocia con la aparicion de PE y de otras complicaciones del
embarazo relacionadas con la insuficiencia placentaria, tales como el crecimiento intrauterino

restringido, el abruptio placentae, los abortos tardios e, incluso, con el parto prematuro.

El aumento del indice de pulsatilidad de las arterias uterinas es un hallazgo ecogréfico que puede
preceder y predecir el desarrollo de PE, aunque tiene mayor valor cuando se analiza

conjuntamente con los hallazgos clinicos.
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Figura 5-. Onda de velocidad de flujo de la arteria uterina en el segundo trimestre. A) Ecografia Doppler de una arteria
uterina normal en una gestacion con adecuada invasion trofoblastica. B) Onda de velocidad de flujo patolégica en el
segundo trimestre con persistencia del notch protodiastélico y alta pulsatilidad. En: PROAGO: Programa oficial de
actualizacion profesional para ginecologos y Obstetras. Tema 8: Crecimiento Intrauterino Restringido.
Hemodindmica Materno-Placentaria-Fetal.

Factores relacionados con la angiogéenesis

Actualmente se atribuye el nexo de union entre una placentacién deficiente y la induccion de un
dafio vascular materno a la aparicion de un desequilibrio en la produccion y liberacion a la
circulacion materna de factores reguladores de la angiogénesis desde las placentas en situacion de
isquemia (Figura 6). Las alteraciones en estos factores angiogénicos preceden al inicio de los
signos clinicos de preeclampsia y se correlacionan con la gravedad de la enfermedad?’.

Los biomarcadores angiogénicos circulantes han demostrado tener un valor predictivo negativo
muy alto para descartar enfermedad clinica en mujeres con sospecha de preeclampsia. Estos
biomarcadores sanguineos han proporcionado una herramienta valiosa para acelerar el tiempo

hasta el diagnostico clinico y minimizar los resultados adversos maternos en mujeres con
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preeclampsia. También han sido Gtiles para ayudar a comprender la patogenia de trastornos

relacionados de placentacién anormal, tales como restriccion del crecimiento intrauterino.

En particular, los niveles circulantes de la forma soluble del receptor de la tirosina quinasa 1, un
factor anti angiogénico, aumentan notablemente en mujeres con preeclampsia, mientras que los
niveles libres de su ligando, el factor de crecimiento placentario, estan marcadamente

disminuidos?®.

Gestacion normal
A PR T
® L - (< Vasodilatacién
< — =
- ®e
< .. AR,
Preeclampsia
P N N N NP N
@ "}.\9. G - - @ il
- A A LA A L A
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Figura 6-. Esquema representativo del equilibrio normal entre factores angiogénicos circulantes y su desequilibrio en
la preeclampsia. En: Davison, J. M., Homuth, V., Jeyabalan, A., Conrad, K. P., Karumanchi, S. A., Quaggin, S.,
Dechend, R., & Luft, F. C. (2004). New aspects in the pathophysiology of preeclampsia. In Journal of the American
Society of Nephrology (Vol. 15, Issue 9, pp. 2440-2448). Lippincott Williams and Wilkins.

Factor de crecimiento placentario (PIGF, Placental Growth Factor)

El factor de crecimiento placentario (PIGF) es un factor de crecimiento angiogénico relacionado
con el factor de crecimiento endotelial vascular que es producido exclusivamente por el
trofoblasto. En el embarazo normal, los niveles de PIGF aumentan durante la gestacion,
alcanzando un maximo aproximadamente entre las semanas 26 y 30%'. En embarazos que
desarrollan PE, la concentracion de PIGF en suero es menor que en embarazos normales y esta

reduccion podria deberse a la hipoxia placentaria®.

También se ha informado en varios estudios que los niveles de PIGF disminuyen ya en el primer
trimestre en mujeres que posteriormente desarrollan preeclampsia en comparacion con el
embarazo normal, lo que sugiere un papel como predictor de preeclampsia en el primer

trimestre?3-25,
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La proteina plasmatica A asociada al embarazo (PAPP-A)

PAPP-A es sintetizado por la placenta y parece tener un papel importante en el propio crecimiento
y desarrollo placentarios. El nivel de PAPP-A en suero materno en el primer trimestre esta
disminuido en embarazos de fetos con trisomias 21, 18 y 13. En comparacion con embarazos
normales, en los embarazos que desarrollan PE el nivel de PAPP-A en suero materno esta
disminuido en el primer trimestre, no son significativamente diferentes en el segundo trimestre y
aumentado en el tercer trimestre?®. Los niveles bajos de proteina plasmatica A asociada al
embarazo (PAPP-A) podrian estar asociados con una placentacion anormal, lo que lleva al
desarrollo de preeclampsia durante la ultima etapa de la gestacién. Segun un gran estudio
poblacional (ensayo FASTER), los embarazos con niveles de PAPP-A < percentil 10 (0,52
multiplos de la mediana normal [MoM]) se asociaron significativamente con preeclampsia, bajo
peso al nacer, parto prematuro y rotura prematura de membranas y muerte neonatal. La medicion
de PAPP-A mejora el rendimiento de la deteccion de EP temprana proporcionada por una
combinacion de factores maternos y pruebas biofisicas entre las 11 y 13 semanas?’5,

Forma soluble del receptor de la tirosina quinasa 1 (sFlt-1, Serum soluble fms-
like tyrosine kinase-1) y VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

sFIt-1 es un factor anti angiogénico que parece tener un papel principal en la patogénesis de la PE.
Se adhiere a los dominios de unién de los factores pro-angiogénicos, VEGF (Vascular Endotelial
Growth Factor) y PIGF, variando su configuracion e impidiendo su interaccion con los receptores
de membrana de las células endoteliales, inhibiendo sus acciones mitogénicas y homeostéaticas y

promoviendo asi la disfuncion endotelial®.

En embarazos que desarrollan PE el nivel de sFlt-1 sérico estd aumentado y este incremento
precede el desarrollo de la enfermedad en aproximadamente cinco semanas. Sus niveles
circulantes se correlacionan con la gravedad de la preeclampsia y la proximidad al inicio de la
hipertensién o proteinuria. La concentracion de sFlt-1 disminuye rapidamente después del parto,
lo que se acompafia de una mejoria clinica materna significativa de los sintomas derivados de la
PE.
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VEGF es un conocido promotor de la angiogénesis; induce también éxido nitrico y prostaciclinas
vasodilatadoras en las células endoteliales teniendo asi un papel en la disminucion del tono

vascular y presion arterial®.

Por tanto, se piensa que el exceso de sFIt-1 circulante es el principal responsable de una disfuncion
endotelial generalizada y consecuentemente del sindrome clinico de la PE al antagonizar el VEGF

circulante y el PIGFY.

Ratio sFIt-1/PIGF

Se ha observado que el cociente sFlt-1/PIGF muestra una capacidad predictiva superior al empleo
de los marcadores angiogénicos sFlt-1 y el PIGF por separado tanto para el diagnostico precoz de
PE como para el diagnostico diferencial de casos atipicos y dudosos, identificacion de los casos
favorables para el tratamiento conservador y seleccion de candidatas para futuros tratamientos

preventivos y curativos y seguimiento de éstos?.

Un valor del ratio sFlt-1/PIGF por debajo de 38 en una gestante con sospecha de PE, permite
descartar la existencia de una PE en la siguiente semana con una seguridad mayor del 99 %. Sin
embargo, un valor del ratio sFlt-1/PIGF por encima de 85 obtenido antes de la semana 34 de
gestacion, se asocia con una probabilidad mayor del 85 % de tener que finalizar el embarazo en
las proximas dos semanas como consecuencia de una complicacion relacionada con la

insuficiencia placentaria (PE, restriccion del crecimiento intrauterino, abruptio placentae...)?.

Endoglina soluble

La endoglina es un correceptor de superficie celular para los miembros de la familia del factor de
crecimiento transformante (TGF, Transforming Growth Factor), como TGF-1 y TGF-f3. Estos

dos factores de crecimiento son potentes inhibidores de la diferenciacion y migracion del
trofoblasto actuando asi la endoglina como un factor anti angiogénico.

La endoglina placentaria esta elevada en preeclampsia, liberando endoglina soluble en la
circulacion materna. EI aumento de los niveles circulantes de endoglina soluble produce

disfuncion endotelial y precede al inicio de la preeclampsia®®.
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1.1.7 Modelos de prediccion

La preeclampsia es muy dificil de predeciry diagnosticar. Diferentes organizaciones profesionales
han propuesto sus propios modelos de prediccion basados en los factores de riesgo actualmente
reconocidos. Factores de riesgo como antecedentes de preeclampsia en embarazos anteriores,
hipertensién cronica, enfermedades renales, la diabetes mellitus y la gestacion multiple incluidos
en la figura 2. Los modelos hicieron una segmentacién entre factores de riesgo «alto» y
«moderado». La historia clinica previa y la hipertension cronica se consideran los dos factores de
riesgo contribuyentes mas importantes. Esto permitiria orientar mas apropiadamente la profilaxis
desde el primer trimestre, asi como una mayor vigilancia de aquellas personas con alto riesgo de

enfermedad?®!.

El modelo que utiliza la Fetal Medicine Foundation (FMF) permite un enfoque mas dinamico y
especifico para cada paciente y es el Gnico que se ha sometido a extensas validaciones internas y
externas. EI modelo de la Fetal Medicina Foundation (FMF), es decir la triple prueba FMF,
consiste en una combinacion de factores maternos y mediciones de la presion arterial media, el
indice de pulsatilidad de la arteria uterina y el factor de crecimiento placentario en suero. Tiene
tasas de deteccion del 90% y el 75% para la prediccion de preeclampsia temprana y prematura,
respectivamente, con una tasa de falsos positivos del 10%. Este método de deteccion es superior
al del método tradicional basandose unicamente en los factores de riesgo maternos. EI mejor
momento para realizar el cribado del riesgo de preeclampsia es alrededor de la semana 11-13 de
gestacion. Tan pronto como se obtiene el resultado, puede iniciarse la prevencion precoz si se

sospecha que existe un alto riesgo de preeclampsia®.

El estudio ASPRE, un ensayo aleatorio, doble ciego, multicéntrico y controlado con placebo,
evalud el efecto de la aspirina (AAS) profilactica en dosis bajas administrada en el primer
trimestre de embarazo sobre la incidencia de parto con preeclampsia antes de las 37 semanas de
gestacion en pacientes de alto riesgo®3.

La AAS se aplica ampliamente como antitrombdético debido a su efecto sobre la inactivacién
plaquetaria. EI mecanismo de inactivacion plaquetaria se basa en la inhibicion de la COX-1
(ciclooxigenasa 1), que bloquea la sintesis de TXA2 (tromboxano A2). Suele administrarse en
dosis bajas (75-81 mg/dia), que son suficientes para la inhibicion del TXA2, pero no de la PGI2
(prostaciclina)®L.
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El ensayo ASPRE confirmé el efecto de la aspirina en la preeclampsia de inicio precoz. La
administracidn de aspirina se asocio6 a una reduccién del riesgo de preeclampsia pretérmino (riesgo
relativo (RR): 0,62; intervalo de confianza (IC) del 95%: 0,45-0,87), pero no hubo efectos
significativos sobre la preeclampsia a término®. La reduccion de la preeclampsia pretérmino se
limit6 al subgrupo en el que la aspirina es iniciada a las <16 semanas de gestacion y a una dosis

diaria de >100 mg (riesgo relativo: 0,33; intervalo de confianza del 95%: 0,19-0,21).

El efecto beneficioso de la aspirina en la prevencion de la PE precoz es similar en subgrupos con
diferentes caracteristicas maternas, excepto en presencia de hipertension cronica, donde no se
evidencia ningun efecto beneficioso. En general, los ensayos aleatorios no tienen suficiente poder
estadistico para investigar el efecto del tratamiento con aspirina sobre las tasas de otros resultados
adversos asociados a la placenta, como la restriccion del crecimiento fetal y la muerte fetal®®.

1.1.8 Prevencion de la preeclampsia

Las posibles consecuencias de la preeclampsia suponen una gran amenaza y un gran dafio para las
madres y sus hijos, el sistema médico y la sociedad en todo el mundo. Para prevenir los resultados
adversos, se han valorado diversas estrategias, como el control de la dieta, el ejercicio y la
medicacion. Entre ellas, la administracion de dosis bajas de aspirina ha demostrado ser una de las
formas mas eficaces de prevenir el desarrollo y la progresion de la PE. Segun su fisiopatologia, la
primera fase de la preeclampsia suele tener lugar en el primer trimestre, cuando una invasion
inadecuada de trofoblastos conduce a una placentacion anormal y a la subsiguiente insuficiencia
uteroplacentaria. Durante este proceso, la paciente suele encontrarse en su fase subclinica, lo que

permite una ventana para el cribado y la prevencion®.

La heparina de bajo peso molecular, la enoxaparina, el yoga, la L -arginina, el acido félico y la
vitamina D solas o combinadas con calcio pueden utilizarse como factores rentables, disponibles

y aceptables para prevenir la preeclampsia®.

El ejercicio aerdbico se asocia con una reduccion de los trastornos hipertensivos gestacionales ya
que promueve la placentacion y una reaccion inmune mas saludable en general. El control del
peso materno, la ingesta elevada de fibra, el uso de probiéticos, suplementos de calcio y vitamina
D, suplementos multivitaminicos y evitar una dieta rica en sal y alimentos crudos también son
factores protectores frente al desarrollo de PE. También se ha demostrado que una dieta de estilo
mediterraneo rica en verduras, frutas y grasas saludables reduce los riesgos de preeclampsia®.
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En resumen...

Los factores de riesgo de preeclampsia, como la raza, la edad materna avanzada, la obesidad, la
nuliparidad, el embarazo gemelar y los trastornos médicos coexistentes, pueden servir como
marcadores que exigen una mayor vigilancia del bienestar materno y fetal. La ecografia Doppler
y los biomarcadores que incluyen la presién arterial media (PAM), el indice de pulsatilidad de la
arteria uterina (UtA-PI), el PLGF y la proteina plasmética A asociada al embarazo en suero
(PAPP-A) se pueden utilizar para predecir la preeclampsia. Para las mujeres con alto riesgo de
desarrollar preeclampsia, la administracion diaria de dosis bajas de aspirina desde el comienzo del
embarazo ha demostrado ser la forma més eficaz de prevenir la preeclampsia. Antes, durante y
después del parto, se debe intensificar el seguimiento y la preparacion de las gestantes afectadas
para evitar complicaciones graves de la preeclampsia. En casos graves, el parto del feto y la
placenta es la solucion definitiva para tratar la preeclampsia.

1.2 Alteraciones del crecimiento

La placenta constituye una barrera especializada entre la madre y el feto, es la ruta principal para
la transferencia de nutrientes, gases y iones al feto y tiene un papel predominante en el crecimiento

y desarrollo fetal.

En fetos sin patologia, el crecimiento fetal depende fundamentalmente de un adecuado
funcionamiento placentario (suministro de nutrientes y oxigeno), de una correcta regulacion
endocrina y de algunos factores epidemioldgicos como una predisposicidn genética determinada

en parte por la talla materna, peso materno y paterno al nacimiento o la etnia.

Uno de los parametros que refleja de manera indirecta la existencia de una insuficiencia
placentaria es la disminucion del crecimiento fetal. La preeclampsia temprana se ha asociado con
bajo peso fetal debido a la afectacion vascular placentaria®”.

1.2.1. - Clasificacion de los trastornos del crecimiento intrauterino:

- Se considera un feto pequefio para edad gestacional (PEG) aquel que tiene un peso fetal
estimado (PFE) inferior al percentil 10 y mayor al percentil 3 para edad gestacional (EG) con

estudio Doppler dentro de la normalidad.
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- Se considera un feto con crecimiento intrauterino restringido (CIR): la presencia de un PFE
inferior al percentil 3; o la presencia de PFE inferior al percentil 10 con alteracion del flujo cerebro
umbilical o de las arterias uterinas. Los fetos CIR se clasifican en cuatro tipos (I-1V) segun las

alteraciones en el estudio Doppler, de menor a mayor gravedad®’.

De todos los procesos que potencialmente pueden dar lugar a un CIR, la patologia placentaria es
clinicamente la mas relevante. El CIR, al igual que la preeclampsia, esta asociado de forma
significativa a una hipoperfusion e isquemia placentaria. Los fetos con CIR tienen un aumento de
riesgo de deterioro fetal intrauterino, muerte fetal intrauterina y presentan peores resultados

perinatales comparados con los fetos con crecimiento intrauterino normal®®,

1.2.2.- El papel de la ecografia en el diagnostico de los trastornos del
crecimiento intrauterino

La ecografia Doppler permite analizar el estado de la vascularizacion fetal y uterina, lo que es
muy Gtil como indicador indirecto de funcion placentaria y de bienestar fetal.

Mediante Doppler pueden estudiarse vasos maternos o fetales, tanto arteriales como venosos. A
efectos de este estudio, nombraremos brevemente los vasos mas relevantes en la valoracion del

crecimiento fetal y la insuficiencia Utero placentaria.

- Doppler en arteria umbilical (AU) Refleja el nimero de capilares y el estado de vasodilatacién

0 vasoconstriccion de los vasos vellositarios de la placenta, es decir, la capacidad de intercambio
gaseoso entre el feto y la madre.

- Doppler en arteria cerebral media (ACM) aporta informacidon valiosa acerca de la existencia

del fendmeno de “brain sparing” o redistribucion, que aparece cuando el flujo de sangre oxigenada
hacia el feto esta limitado y se dirige preferencialmente a 6rganos vitales como el cerebro y el
miocardio mediante vasodilatacion de su circulacion, en detrimento de dérganos no vitales

(intestino, masculo, rifion, piel...).

- Doppler de las arterias uterinas, descrito en el apartado anterior (pagina 22).

El cribado de la ecografia Doppler de las arterias uterinas en la mitad de la gestacion, valorando
el indice de pulsatilidad (IP) identifica aquellas gestaciones de alto riesgo, con una sensibilidad
de un 85 % para la preeclampsia precoz y para las formas graves de CIR. El estudio de las arterias
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uterinas se puede realizar también en el primer trimestre de gestacion, pero con una sensibilidad

menor: del 27 % para la preeclampsia y del 12 % para el CIR.

1.2.3.- Cronologia de la insuficiencia placentaria y adaptacion fetal

Gracias al estudio Doppler, es posible conocer las distintas etapas en el proceso progresivo
de redistribucion circulatoria que se pone en marcha como un mecanismo adaptativo frente a la
hipoxemia®.

Mecanismos fisiopatolégicos Hallazgos biofisicos exploratorios

Invasion trofoblastica
inadecuada

Alteracion bioguimica

Ausencia de vasodilatacion uterina ——» Persistencia de la incisura {notch)

Reduccion de la perfusion placentaria
|

Afectacion de la

microcirculacion
vellositaria

Inicio de Decremento de ——» Deceleracidon del crecimiento fetal
hipoxemia umbilical nutrientes

—»  Alteracion moderada de la perfusion umbilical

‘ Inadaptacién circulatoria ‘

Figura 7-. Resumen de los mecanismos fisiopatoldgicos y hallazgos biofisicos en las fases del proceso de
redistribucion circulatoria fetal. En: Carrera, J. M., Figueras, F., & Antolin, E. (2003). Hemodinamia fetal: estudio
mediante Doppler. Clinica e Investigacién En Ginecologia y Obstetricia, 30(8), 242-269.

1.3 Vesiculas extracelulares

En la Preeclampsia muchos procesos celulares como el crecimiento celular, proliferacion,
apoptosis, angiogénesis y el sistema inmunitario materno funcionan de manera incorrecta, lo que
conduce a la produccion y liberacion de fragmentos celulares involucrados en la sefializacion que
da lugar a la disfuncion endotelial, como las vesiculas extracelulares (VES) entre las que se

encuentran las microvesiculas o exosomas*°.

Las vesiculas extracelulares (VES), son estructuras con bicapa lipidica secretadas al medio
extracelular por multiples tipos de células tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas
(Figura 8). Se han aislado de diversos fluidos corporales, incluido el semen, sangre, orina, leche
materna, liquido amniético, liquido de ascitis, liquido cefalorraquideo, y la bilis*. Han sido
reconocidas en los Gltimos 10- 15 afios como transmisoras de mensajes clave en la comunicacion

molecular entre las células*?.
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Las diferentes clases de vesiculas extracelulares integran redes de comunicacion intercelular al
transportar un subconjunto especifico de proteinas, acidos nucleicos como el RNAm vy el
microRNA (miRNA) y lipidos, todos especificos para las condiciones fisioldgicas o patoldgicas
de su célula de origen y que, al parecer, son cargados a las vesiculas extracelulares de una forma
determinada en lugar de constituir componentes aleatorios*, permitiendo asi el intercambio de
informacion genética a distancia mediante el transporte de acidos nucleicos, particularmente los
microRNA43,

Las VEs se clasifican en tres amplias clases basadas principalmente en su biogénesis, tamafio y
presencia de proteinas, distinguiéndose entre exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptéticos,

aunque la mayoria de los autores las engloban en vesiculas extracelulares.

La poblacion con el mayor tamafio de vesicula, los cuerpos apoptaticos, consisten en vesiculas de
tamafio heterogéneo, con un diametro de 500 nm a 5 mm, y se desprenden de la membrana
plasmética de las células moribundas que sufren la muerte celular programada. Las
microvesiculas, o ectosomas, como se denominan a veces, se considera que se desprenden de la
membrana plasmatica de las células viables y tienen un tamafio de 50 a 800 nm. Los exosomas
tienen un tamafio de 30 a 150 nm y son originados a partir de la via endocitica por la fusién de

cuerpos multivesiculares con la membrana plasmatica®'#647.

En situaciones fisiologicas, el papel de las VEs es fundamental para mediar la comunicacién entre
celulas con el fin de regular distintos procesos bioldgicos, transmitir sefiales, regular el sistema
inmune, etc. En situaciones patoldgicas tienen un gran impacto favoreciendo la progresién vy el
mantenimiento de enfermedades mediante la liberacion de material genético y proteinas, la
transmision de virus y patdgenos y modificando el ambiente tumoral, haciéndolo més favorable

al crecimiento del tumor, la invasion y la metastasis*®.

Actualmente se esta investigando el uso de VEs con un fin terapéutico. Ademés de su efecto
similar al inducido por la célula de origen, debido a su pequefio tamafio y flexibilidad, pueden
atravesar membranas, por lo que podrian actuar como vehiculo natural para agentes terapéuticos
0 vacunas. También se esta estudiando su posible papel como biomarcadores para la deteccion
precoz de distintas enfermedades, de ahi la importancia e interés de su estudio®4°,

32



Introduccion
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Figura 8-. Los exosomas se generan en la estructura endosomal incorporando la membrana plasmatica en este proceso,
y se secretan a través de vias endosémicas constitutivas en las que interviene el complejo de Golgi a partir de una
amplia gama de tipos celulares, incluida la placenta humana. Modificada de: Mitchell, M. D., Peiris, H. N., Kobayashi,
M., Koh, Y. Q., Duncombe, G., lllanes, S. E., Rice, G. E., & Salomon, C. (2015). Placental exosomes in normal and
complicated pregnancy. In American Journal of Obstetrics and Gynecology (Vol. 213, Issue 4, pp. S173-S181).

Las VEs derivadas de la placenta pueden representar una via adicional por la cual la placenta se
comunica con el sistema materno para inducir adaptaciones vasculares maternas al embarazo y
desarrollo del intercambio vascular materno-fetal. Estos exosomas son Gnicos en comparacion con
otros exosomas debido a la presencia de proteinas como la fosfatasa alcalina de tipo placentario
(PLAP) y HLAG (Complejo Mayor de Histocompatibilidad G)°*52,

Se ha demostrado que los exosomas de origen placentario se liberan de la placentaala circulacion
materna desde las siete semanas de gestacion, y su concentracion aumenta a lo largo de la
gestacion. Los exosomas placentarios en la circulacion materna producen activacion de las células
T circulantes, lo que representa un papel esencial para evitar una respuesta inmune excesiva y

para favorecer el desarrollo de tolerancia inmune en el embarazo humano normal®.

En la Preeclampsia, la disminucion del flujo sanguineo uteroplacentario asociado a una invasién
trofoblastica alterada que puede conducir a hipoxia placentaria y disfuncién endotelial, lo que

conlleva la liberacion de materiales nocivos en la circulacién, que ocasiona dafios en la funcién
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endotelial. Se han descrito cambios en la liberacion, concentracion en plasma materno,
composicion y actividad de vesiculas placentarias en asociacion con la Preeclampsia, que podrian
estar involucrados en la patogénesis del sindrome. Su cuantificacion en el plasma materno puede
ser un indicador Gtil de la funcién placentaria y pueden ser utilizados como un nuevo potencial
biomarcador para el diagndstico de PE. Sin embargo, la funcion precisa y la importancia de los

exosomas placentarios durante el embarazo atn no se han dilucidado?.

1.4 MicroRNAs (MiRNAS)

Los microRNAs, son una clase de pequefios RNAs no codificantes que regulan la expresion génica
a nivel postranscripcional degradando o bloqueando la traduccion de las dianas de los RNA
mensajeros (RNAm). Estan constituidas por 21-25 nucleédtidos y son capaces de interferir y/o

regular la expresion de otros genes®2.

Se considera que 10-30% de las regulaciones de expresién de genes son llevadas a cabo por los
microRNAs. Existen unos 2.500 microRNAs y 1.000 de ellos estan validados solo en humanos®.

Miles de RNA mensajeros (RNAmM) humanos son objetivos de los microRNAs y un solo
microRNA puede dirigirse a cientos de ARNm®4. Juegan un papel importante en el desarrollo, el
metabolismo, la diferenciacién celular, la proliferacion, el control del ciclo celular y la muerte
celular® y su desregulacion se asocia con una variedad de enfermedades humanas, como

infecciones virales®, enfermedades cardiovasculares*' y el cancer®”.

Los microRNAs se pueden detectar en fluidos corporales, como plasma®, suero®, saliva® y
orina®l. Este hecho los convierte en candidatos ideales para ser usados como biomarcadores de
diagndstico y prondstico no invasivos en diversas patologias, como el cancer, enfermedades

cardiovasculares y también patologias del embarazo®.

Existe una disminucidn de la expresion de los microRNAs en los canceres humanos, lo que sugiere
que los microRNAs pueden actuar como supresores de tumores. Ademas, los tumores pobremente
diferenciados tienen niveles menores de microRNAs cuando se comparan con los bien
diferenciados®’. Los cambios en el niimero de copias de algunos genes regulados por microRNAs

pueden ser comunes a varios tipos de tumor, como el cancer de ovario, el cancer de mama vy el
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melanoma, mientras que otros de estos cambios gendmicos pueden ser Gnicos a un tipo de tumor

especifico®.

Los microRNAs expresados pueden ser liberados al medio de forma libre o en el interior de VEs,
por lo que los resultados obtenidos del plasma pueden darse por ambas situaciones. De esta forma,
el tratamiento con RNasas permite la eliminacién de los microRNAs no protegidos por una
vesicula, impidiendo que interfieran en los resultados. La presencia en el interior de las VEs de
patrones de microRNAS y ribonucleoproteinas, las cuales estabilizan y condicionan la disposicién
de los microRNAS, es determinante para comprender como este mecanismo esta regulado a nivel

celular®,

Como se ha explicado anteriormente, los microRNAs estan implicados en varios procesos criticos,
como el desarrollo, la diferenciacion celular y la migracion. También contribuyen a la concepcion
y el mantenimiento del embarazo al regular procesos clave como la inflamacion, la tolerancia
inmunitaria, la angiogénesis y la apoptosis. La expresion aberrante de microRNASs se encuentra
en varios trastornos relacionados con el embarazo, como la PE, la restriccion del crecimiento y el
parto prematuro®. Se han observado perfiles de expresion alterados de microRNAs especificos
en muchos tejidos, incluida la placenta, la circulacion materna y la orina de mujeres
preeclampticas, destacando su papel en la patogénesis de la enfermedad y su potencial como
biomarcadores de diagndstico y prondstico®®. Estas vesiculas también desempefian un papel en la
promocion de la tolerancia inmune materna en el feto al suprimir los componentes de sefializacién

de las células T maternas®’.

Los niveles elevados de exosomas en la circulacion materna junto a las diferencias observadas
entre la PE de aparicidon temprana y la tardia llevan a suponer que los exosomas pueden servir
como mediadores en la patogénesis de la PE. Los exosomas regulados positivamente en la PE de
inicio temprano se han asociado con la funcion del sistema cardiovascular, la angiogénesis y la
formacion de lesiones tromboticas placentarias. Mientras que los exosomas regulados
positivamente en la PE de aparicién tardia se han vinculado con el metabolismo de los lipidos, el

estrés oxidativo, la inflamacion y la resistencia a la insulina®®,

La primera evidencia que relaciona los microRNA y la PE se encontro en el estudio de Pineles et
al de 20077°. Determinaron que los miR-210 y miR 182 estaban sobrexpresados en placentas
preeclampticas. Los objetivos de ambos microRNA estan involucrados en procesos inmunes, 1o
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que proporciona otra linea de evidencia que respalda la asociacion entre PE y respuestas inmunes

anormales.

Salomon y cols. afirmaron que la cuantificacion de exosomas derivados de la placenta en la sangre
de mujeres embarazadas junto con la cuantificacion de la expresion de hsa-miR-486-1-5p y hsa-

miR-486-2-5p puede ser (til en la identificacion del riesgo de la PE™.

Se han descrito microRNA especificos no solo para la PE si no, también para algunos trastornos

asociados al embarazo como retraso de crecimiento intrauterino (RCIU)"2.

En los altimos afios, la secuenciacion de préxima generacion (NGS) se ha convertido en el enfoque
principal para la elaboracion de perfiles globales de microRNA porque demuestra una alta
sensibilidad y reproducibilidad en comparacion con otras tecnologias y, al mismo tiempo, facilita
su cuantificacion absoluta. La aplicacion de la tecnologia NGS a la placenta y la sangre materna
ha dado resultados prometedores. Mavreli et al.”*, analizaron la expresion de 1682 microRNA en
una poblacién no seleccionada de 2437 mujeres embarazadas caucasicas entre las 11+0 y las 13+6
semanas de gestacion. Los autores demostraron que 387 estaban regulados positivamente, 95
regulados negativamente y el resto tenian niveles de expresion similares entre ambos grupos. La
sobre o infraexpresion de dos microRNAs, miR-99b-5p y miR -23b-5p, se asocia con el desarrollo
posterior de preeclampsia de aparicion tardia, lo que implica que estos microRNA alterados
posiblemente estén implicados en los mecanismos patogénicos que conducen a la aparicion de PE
tardia y pueden servir como biomarcadores no invasivos candidatos para la prediccion y

prevencién tempranas.

En un estudio reciente de Timofeeva et al.”® encontraron una expresion irregular de ciertos
microRNAs en muestras de 54 mujeres embarazadas susceptibles a la preeclampsia. Yoffe et al *
también investigaron pequefios RNA no codificantes (ncRNAs), incluyendo microRNAs en el
plasma materno del primer trimestre de 75 muestras de PE y de control e identificaron 25
transcritos expresados de forma aberrante entre los dos grupos.

Hay otra serie de microRNAs que han sido estudiados en Ginecologia. El perfil de expresion entre
miR-21, miR-126 y miR-146 podria considerarse marcador molecular de corioamnionitis. Los
resultados de los estudios muestran que la corioamnionitis produce variaciones en la expresion de

estos microRNAs: disminucion del miR-21, incremento en la expresion del miR- 126 y miR-146.
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Este hallazgo es consistente con otros estudios que han reportado la deteccidn de los microRNAS

en suero y que se han asociado con la respuesta inflamatoria en diferentes enfermedades”.

En las pacientes con endometriosis las expresiones de hsa-miR-21 y hsa-miR-210b aumentaron
significativamente. La deteccion de microRNAs circulantes en el plasma y otros fluidos permite

utilizarlos como biomarcadores no invasivos para el diagnostico de endometriosis’®.

La etiologia del sindrome de ovario poliquistico (SOP), una endocrinopatia heterogénea, engloba
rasgos genéticos complejos asociados a factores epigenéticos, como las diferencias en la expresién
de microRNAs en diversos tejidos. MiR-21-5p, miR -23a-3p y miR-26a-5p circulantes estan
aumentados en mujeres con SOP en comparacién con controles normo ovulatorios sanos. Estos
microRNAs en combinacion, se han relacionado con vias implicadas en la sefializacion de

insulina, la biosintesis de esteroides y la regulacion endotelial, asi como en la foliculogénesis’’.

Hoy en dia, el analisis de microRNAs circulantes en fluidos corporales como sangre periférica,
saliva y orina, se plantea como marcador no invasivo, diagnostico y pronostico para la deteccion
temprana de complicaciones asociadas al embarazo, el seguimiento de enfermedades, la
prediccion del prondstico, y también el tratamiento de los pacientes, siendo uno de los retos de
investigacion més importantes. Algunos microRNAs expresados en la placenta estan relacionados
con complicaciones del embarazo. Muchas de estas enfermedades, como la PE, el embarazo
ectdpico, la restriccion del crecimiento intrauterino, el parto prematuro o la diabetes mellitus

gestacional son causadas por la expresion aberrante de microRNA placentarios®?,
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2.-HIPOTESIS

Existe amplia evidencia en la literatura de que tanto la preeclampsia como los trastornos del
crecimiento intrauterino estan significativamente asociados con alteraciones en la sintesis de
mediadores bioguimicos y moleculares, y la liberacion de vesiculas extracelulares (exosomas) que
modulan los micro RNA mensajeros, contribuyendo a una comunicacion celular defectuosa que
afecta tanto al desarrollo fetal como a la salud materna. Sin embargo, la comprensién detallada de
estos mecanismos en el contexto de la preeclampsia y los trastornos del crecimiento intrauterino ain
es limitada. Por este motivo, nuestra hipdtesis de trabajo a la hora de plantear esta tesis fue tratar de
conocer con mas detalle la influencia de los exosomas como mediadores de la comunicacion

intercelular en la fisio patogenia de estas patologias.

3.-OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal
El objetivo principal del presente trabajo es:

- Analizar los biomarcadores y VEs plasmaticas totales y placentarios de pacientes con
preeclampsia, trastornos de restriccién del crecimiento (PEG, CIR) y en controles sanos
(gestaciones normales).

3.2 Objetivos especificos

- ldentificar los factores de riesgo clinicos que puedan estar relacionados con la aparicién de
enfermedad en los distintos grupos de estudio.

- Conocer las caracteristicas clinicas generales presentes en los distintos grupos de estudio.

- Cuantificar las vesiculas extracelulares su relacion con patologia materno-fetal, preeclampsia

y trastornos del crecimiento.
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Analizar el contenido de las Vesiculas Extracelulares (microRNAs, mRNA) de las diferentes
patologias del estudio que puedan servir de biomarcadores de la enfermedad, permitiendo
distinguir a pacientes con preeclampsia o restriccion del crecimiento fetal de las embarazadas

Sanas.

Buscar potenciales biomarcadores genéticos en la sangre periférica de los pacientes que
permitan diagnosticar precozmente y establecer el pronostico de las mujeres con
preeclampsia, con el fin de reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular futura de la madre
y del recién nacido.

Establecer la posible correlacion entre la concentracién de Vesiculas extracelulares y
biomarcadores detectados en la sangre periférica de los pacientes con las caracteristicas

clinicas o analiticas de interés.
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4.- MATERIAL Y METODOS
4.1. Pacientes

Se trata de un estudio prospectivo de casos y controles, entendiendo por casos mujeres gestantes con
clinica compatible con PE o gestaciones con retraso de crecimiento intrauterino (PEG, CIR) y por
controles, mujeres sanas, con gestaciones evolutivas de curso normal y con una edad gestacional y

caracteristicas clinicas similares a las de los controles.

Teniendo en cuenta que el nimero de partos en nuestro centro, el Complejo Asistencial Universitario
de Salamanca, es de 1800/afio, la incidencia estimada de PE en nuestro medio es del 3%, por lo que
el tamafio muestral calculado necesario para un nivel de confianza del 95% con un margen de error

del 10% es 10 sujetos en cada grupo.

Se analizaron de forma prospectiva las caracteristicas clinicas y biologicas de 120 pacientes
diagnosticadas de Preeclampsia (Precoz < 34 semanas y Tardia > 34 semanas), CIR y PEG y
controles sanos procedentes del Servicio de Ginecologia y Obstetricia del Hospital Universitario de
Salamanca. Para la clasificacién de las pacientes con PE se siguieron los criterios descritos por la
Sociedad Internacional para el Estudio de la Hipertension en el Embarazo (ISSHP). Para la
clasificacion de los trastornos del crecimiento intrauterino se siguieron los criterios publicados por

la Sociedad Internacional de Ultrasonidos en Obstetricia y Ginecologia (ISUOG)’®.

Se estudiaron las muestras de sangre periférica y placenta de 40 pacientes (10 pacientes sanos, 10
pacientes con PEG, 10 pacientes CIR, 10 pacientes con preeclampsia precoz y 10 pacientes con
preeclampsia tardia) para encontrar potenciales marcadores genéticos en la sangre periférica de los
pacientes que permitan diagnosticar precozmente y establecer el prondstico de las mujeres con

preeclampsia e identificar biomarcadores de la enfermedad.

Se utilizaron las muestras de sangre periférica de 4 gestantes sanas, 4 pacientes diagnosticadas de
PEG, 4 pacientes CIR y 8 pacientes con Preeclampsia Precoz y Tardia para analizar y caracterizar el
contenido de las VEs (microRNA) de las diferentes patologias del estudio.
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En todos los casos, las pacientes firmaron el correspondiente consentimiento informado y hoja de
informacion al paciente (Anexo 1y 2). Los procedimientos se llevaron a cabo con la aprobacion del
Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario de Salamanca, de acuerdo a los

principios éticos de la declaracion de Helsinki’®.

4.2. Criterios de inclusién:

Para poder participar en el estudio las pacientes debian ser mayores de edad, con gestaciones Unicas,
que dieran su consentimiento por escrito mediante la firma del consentimiento informado y

cumplieran con las siguientes caracteristicas:

- Grupo control: Gestantes sanas, normotensas, con gestaciones de evolucion normal y fetos en
percentil adecuado para su edad gestacional segun las exploraciones ecograficas llevadas a cabo en
el embarazo, sin alteraciones genéticas o malformaciones fetales asociadas, con caracteristicas

clinicas (edad, peso) y gestacionales (edad gestacional) similares a los grupos de estudio.

- Grupo preeclampsia: gestantes con criterios clinicos de Preeclampsia, sin otra patologia

intercurrente asociada.

- Grupo CIR: gestantes con fetos cuyo peso estimado por ecografia estuviera en percentil <3 0 <10
y asocien alteraciones del Doppler (ratio cerebroplacentario <p5, IP de las Arterias Uterinas >p95).

- Grupo PEG: gestantes con fetos cuyo peso estimado por ecografia estuviera entre los percentiles 3

y 10, con estudio Doppler normal.

4.3. Criterios de exclusion:

Pacientes menores de edad, que rechazasen participar en el estudio o0 no reuniesen las caracteristicas

requeridas para el mismo.
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4.4. Datos del estudio prospectivo:

Para realizar el analisis de los factores clinicos y bioldgicos que pudieran tener impacto en el

desarrollo de los sindromes materno fetales se analizaron un total de 120 pacientes durante junio de
2019 a enero de 2022.

Se utiliz6 una hoja de recogida de datos y se complementé la informacion con la recogida a lo largo

del seguimiento de control del embarazo en el Complejo Asistencial Universitario de Salamanca,

incluida en el anexo 3.

Los datos de cada gestante fueron incluidos en una base informatica creada para el estudio, para su

posterior correlacion con los resultados de laboratorio obtenidos de las gestantes incluidas y sus

diferentes tipos de muestras.

La recogida de los diferentes tipos de muestras se realizé en dos momentos diferentes:

En el momento de llegar a paritorio, obteniendo una muestra de sangre periférica con dos
tubos de 10 cc de EDTA (acido edético y acido etilenodiaminatetraacético) y dos tubos de 10

cc de heparina sodica

En el momento del parto, obteniendo un fragmento de 2 x 2 cm de placenta que se conservo
en PBS (tampdn fosfato alcalino) hasta su llegada al laboratorio para su analisis.

4.5. Procesamiento de las muestras

45.1. Placenta

Materiales y reactivos

PBS (phosphate buffered saline)
Trizol

Lisis 1x

Cloruro amonico (CLNH4).....82,92¢
Bicarbonato potasico (KHCO3).....10 g
EDTA.....372 mg

Agua destilada.....1L
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Se recibio en laboratorio un cotiledon de placenta en un frasco de 150 ml de polipropileno estéril con
PBS. Se colocé en una placa de Petri con una pequefia cantidad de PBS y se disgregd mecanicamente,
finalmente se filtré en un filtro de 40 nm(nanomol) y se centrifugd durante 5 minutos a 2800 rpm

para quedarnos con el pellet.

El pellet se lisé con CLNH4 1X durante 20 minutos en frio, se lavé con PBS y se centrifug6 a 2000
rpm (revoluciones por minuto) durante 5 minutos. Se repitio el mismo proceso nuevamente hasta
comprobar que no quedaban eritrocitos. Al pellet se afiadié 1 ml de trizol y se congeld a -80°C hasta
su posterior extraccion de RNA.

e
Cotiledones © um ;ajl a

Figura 9-. Morfologia de la placenta. Imagen propia modificada con biorrender.com

A) Superficie materna. La apariencia caracteristica de empedrado se debe a unos I6bulos a los que
se les denomina cotiledones. Se pueden ver de 15 a 20 cotiledones a simple vista, pero
microscopicamente hay més de 200.

B) Superficie fetal. Placa corial revestida por el amnios. Es la cara brillante. EI cordon umbilical se
une a esta superficie. Los vasos sanguineos que irradian desde el corddn umbilical hacia las
vellosidades coridnicas y de las vellosidades hacia el cordon, son visibles a través del amnios

transparente.
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4.5.2. Obtencion del plasma de sangre periférica

La sangre periférica del paciente (alrededor de 10 ml) se extrajo mediante puncién venosa, y fue
recogida en tubos con EDTA y Heparina, como anticoagulantes. Los tubos fueron centrifugados a
1800rpm durante 20 minutos formandose dos fases: un precipitado de células sanguineas (desecho)
y el sobrenadante formado por el plasma. Este plasma se mantuvo a -80°C hasta la realizacion de los
estudios que conlleva esta tesis (Figura 10).
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Figura 10-. Pasos realizados a través de la obtencion del plasma de sangre periférica.
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4.6. Analisis de la expresion genica en placenta

4.6.1. Extraccion de RNA

Se realizd a partir de la placenta utilizando el método de tiocianato-fenol-cloroformo®.

Reactivos Necesarios:

Trizol: TriPure Isolation Reagent (Roche Diagnostics, USA)

Cloroformo (Sigma, Aldrich)

Isopropanol (Merk, USA)

Etanol (Miltenyi Biotec, Merck KGaA, Germany)

Meétodo:

Para la extraccion de RNA, las células resuspendidas en Trizol como hemos comentado
anteriormente, se descongelaron en frio y se les afiadié cloroformo con el fin de romper las células
y asi obtener el material genético. Posteriormente las células se centrifugaron a 10.000 rpm durante
30 minutos a 4°C de modo que la muestra quedo separada en tres fases de las cuales la fase superior
acuosa, que contenia el RNA se transfirié a un eppendorf nuevo. A esta capa acuosa se le afiadid
Isopropanol frio y se mezclé manualmente. Los eppendorfs se guardaron a -20°C hasta la mafiana
siguiente que se centrifugaron. El pellet de RNA se hidraté con etanol frio al 70% vy tras la

centrifugacion se resuspendio en agua libre de nucleasas.

Una vez obtenido, la concentracion e integridad del RNA se determind empleando un
espectofotometro NANOdrop (Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, CA) con el kit
RNA 6000 Nano LabChip).
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4.6.2. Reaccion en cadena de polimerasa(RT-PCR) de genes implicados en
patologia placentaria.

Reactivos Necesarios:
\ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
\V FAST Universal PCR Master Mix

\ Primers especificos: TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA)
descritos en la Tabla x.

* High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit contiene: dNTPs with dTTP 100mM, MultiScribe
Reverse Transcriptase 50U/ul, 10x RT Buffer, RNase Inhibitor 20U/ul, RT Random Primers, 10x.

Meétodo:

Se realizd la transcripcion reversa de 2.000ng de RNA total utilizando el kit High Capacity cDNA

Reverse Transcription. La reaccion se incubo en un termociclador en las siguientes condiciones:
10minutos a 25°C, dos horas a 37°C y 5 segundos a 85°C.

Para analizar la expresion de los genes de interés, se llevaron a cabo reacciones de RT-PCR en placas
MicroAmp Fast Optical 96-well Reaction Plate with Barcode (Applied Biosystems). Para ello, se
afiadieron 2l del cDNA obtenido en el paso anterior a un volumen de 8l de Master Mix compuesta
por 5ul de FAST Universal PCR Master Mix, 2,5ul de agua destilada y 0,5ul del primer especifico
correspondiente al gen de estudio llegando a un volumen final de 10ul que se incubd en el
termociclador Step One Plus Real-Time PCR System en las siguientes condiciones:

15 segundos a 95°C y 40 ciclos de 1 segundo a 95°C - 20 segundos a 60°C.

El gen control GADH) se emple6 como control para normalizar la expresion de los genes en estudio.
Los CTs sirvieron para cuantificar la expresién de los genes del estudio con respecto al control. La

cuantificacion relativa se contabilizé como log2— siguiendo la siguiente formula:

ACt = CtGene - Ct Control
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Tabla 2-. Primers empleados para el estudio de genes mediante RT-PCR.

Simbolo Gen Nombre ID

ENG Endoglin Hs00923996

Hypoxia inducible
HIF1A factor 1 subunit alpha Hs00153153
BMP4 Bone Morphogenetic Hs00370078

Protein 4

CDH1 Cadherin 1 Hs01023895
CDH5 Cadherin 4 Hs00901470
IL6 Interleukin 6 Hs99999032
ANGPT?2 Angiopoietin 2 Hs00169867
GAPDH Glyceraldehyde-3- Hs99999905

Phosphate Dehydrogenase

4.7. ELISA

Reactivos Necesarios:

- Human Endoglin microplate

- Human Endoglin conjugate

- Human Endoglin standart

- Assay Diluent RD1S

- Calibratos Diluent RD5K

- Wash Buffer Concentrate

- Color Reagent A

- Color Reagent B

- Stop Solution (acido sulfurico)
- ELISA Kit R&DSystems

Meétodo:

Con el fin de cuantificar la cantidad de proteina endoglina presente en el plasma de pacientes con PE
(precoz y tardia), CIR y PEG se procedié a realizar la técnica de ELISA, siguiendo las
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recomendaciones del fabricante. Para ello, se prepar6 la curva estandar presente en el kit y se
afiadieron 50ul del plasma. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente con el diluyente
durante 2h en agitacion. Después de los lavados, se afiadieron 200ul de anticuerpo de endoglina
conjugado a cada pocillo. Se incub6 durante dos horas a temperatura ambiente, repitiéndose los
lavados posteriores Tras lo cual se afiadio 200 ul de sustrato en cada pocillo de la placa con cada una
de las muestras. Se incubaron posteriormente durante 30 minutos a temperatura ambiente
protegiéndose de la luz. Finalmente se afiadi6 50 pl de &cido sulfdrico (solution stop) a cada pocillo
provocando el cambio de color de azul a amarillo Se determind la densidad dptica en un lector de
microplacas establecido en 450 nm empleando el software XFLUOR4 Version V 4.50.

v |~ B LY - Y

A) B) C) D)

Figura 11-. Proceso de la técnica de Elisa: A) Pocillo con anticuerpo secundario; B y C) Anticuerpo de captura, conjugado
y muestra afiadida compiten por la union; D) Reaccién enzimatica con color. Imagen propia, creada con biorrender.com

4.8. Aislamiento de las vesiculas extracelulares procedentes del plasma

De los plasmas recogidos, procesados y congelados en el momento del parto, se procedi6 a extraer
las vesiculas extracelulares procedentes del plasma de nuestras pacientes para los diferentes estudios
que se detallan en la Figura 12
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VES
(Caracterizacién)

HEPARINA FDTA
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Figura 12-. Estudios realizados con las VEs extraidas del plasma de la SP de las embarazadas

4.8.1. Caracterizacion de VES

La caracterizacion de las vesiculas se llevo a cabo segun los criterios que las define. Para ello,

realizamos tres técnicas:

Microscopia electronica de transmision (MET):

Para el anlisis de las VEs mediante microscopia electronica, una vez ultracentrifugadas las muestras
y tras haber sido lavadas con PBS doblemente filtrado, el pellet con las VESs se resuspendid en 150pl
de PBS. A continuacidn, se fijaron en paraformaldehido al 2%, se extendieron en rejillas recubiertas
de carbono (Formvar/carbon coated EM grids) y se volvieron a fijar en 1% de glutaraldehido. Las
muestras fueron contrastadas con una solucion de uraniloxalato y fotografiadas en un microscopio
electronico (FEITecnai G2, Spirit Biotwin) equipado con una camara digital (Morada, Soft Imaging
System, Olympus). Este trabajo se realizo en el Servicio de Microscopia de la Universidad Autbnoma
de Madrid (Figura 7).

Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

El analisis de la cantidad de particulas/ml y de la distribucion de tamafios de estas particulas se realiz6
mediante NTA empleando un equipo Nanosight (Nanosight LM10 instrument, Nanosight Ltd., UK)
equipado con una camara sCMOS y con el software de analisis NTA 3.1. Para ello, tras la
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ultracentrifugacion de las muestras, el pellet de VEs se resuspendié en 1ml de suero fisiologico

doblemente filtrado. Las muestras fueron diluidas 1:100 antes de su adquisicién debido a la alta

concentracion de particulas. Las condiciones de adquisicion fueron de 25°C y una viscodidad de 0,8-

1cP. Se realizaron 3-5 capturas por triplicado durante 60 segundos en cada muestra y el umbral

(thereshold) se estableci6 en 2-3. Los resultados se expresaron como la media de los 3 triplicados y

su desviacion estandar. Las mediciones y analisis de Nanosight se llevaron a cabo por el

Departamento de la Universidad de Salamanca de Bioquimica y Biologia Molecular Hepatologia

Experimental y Vectorizacion de Farmacos (HEVEPHARM) Instituto Biomédica de Salamanca

(IBSAL) Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades Hepéticas y Digestivas
(CIBERehd) Biologia Molecular (Figura 7).

Western Blot (WB):

Reactivos Necesarios:

Solucién de lisis*
Tapon de carga*
Acrilamida: 30% Acrilamide/Bis Solution (Bio-Rad Laboratories, China)

Running buffer: 10x Tris/Glicine/ Dodecil Sulfato Sodico (SDS) Buffer for SDS.PAGE
applications (Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen)

Marcador de peso molecular: Precision Plus Protein Kaleidoscope (Bio-Rad, USA)
Leche: Blotting-Grade Blocker (Bio-Rad, USA)

Kit de transferencia: iBlot Gel Transfer Stacks PVDF, Regular (Novex Life Technologies,
Israel)

Anticuerpo monoclonal de mouse anti-CD63 humano (ABCAM)
Anticuerpo secundario anti-mouse (NA931V)

Solucién de revelado (ClarityTM Western ECL Substrate, Bio-Rad Laboratories, USA)

* Solucidn de lisis: Se prepar6 con los componentes del kit RIPA Lysis Buffer system (Santa Cruz

Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) al que se afiadié un 1% PMSF, un 2% de inhibidor de proteasas

(Protease inhibitor cocktail) y ortovanadato (sodium orthovanadate).

51



Material y Métodos

*Tampon de carga: Se prepar6é mezclando 8% SDS, 0.05% azul de bromofenol, 40% glicerol y 2%
B-mercaptoetanol en Tris H-CI 200mM de pH 6.8.

Meétodo:

Para su caracterizacion mediante Western Blot, las VEs obtenidas mediante ultracentrifugacion, se
lavaron con PBS y el pellet obtenido se resuspendio directamente en 150ul solucion de lisis que se
incubo en hielo durante 20 minutos. Seguidamente, se centrifugaron las muestras durante 10 minutos
a 13.000 rpm a 4°C en una microcentrifuga refrigerada para eliminar los elementos no solubles y
quedarnos con el sobrenadante donde estan las proteinas.

Los extractos de proteinas fueron resuspendidos en un volumen igual de tampdn de carga para su
desnaturalizacion a una temperatura de 100°C durante 5 minutos. Una vez desnaturalizadas, las
muestras se cargaron en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 10% preparados segun describid
Laemmli® y para la electroforesis de las muestras aplicando un voltaje de 100-120V. La
transferencia de proteinas del gel a la membrana de PVDF se llevo a cabo en el aparato iBlot® Dry
Blotting System (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen) durante 7 minutos. La membrana se bloqued
con leche al 5% durante 1hora.

Ultracentrifugacion del plasma

: Microscopia Electronica
. o de Transmision (MET)
— i
Toset} _ -
——

Nanoparticle
Tracking Transmision

(NTA)

Western Blot

Figura 13-. Caracterizacién de VEs. Imagen propia, creada con biorrender.com
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A continuacion, se incub6 con el anticuerpo primario antiCD63 humano a una dilucion 1:500 a 4°C
durante la noche. Tras varios lavados, las membranas se incubaron con el anticuerpo secundario a
una dilucion 1:5000 durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de sucesivos lavados se
procedié a la visualizacién utilizando el modelo iBright FL 1500 Imaging Systems (Thermofisher)
para la adquisicion de imagenes de WB (Figura 7).

4.8.2. Andlisis de expresion de microRNAs de VEs de plasma de EDTA

Reactivos Necesarios:

Megaplex RT primers
- dNTPs
- MultiScribe Reverse Transcriptase
- RT Buffer
- MgCI2
- RNase Inhibidora
- Agua libre de nucleasas
Método:
A partir de las VEs de plasma procedente de los tubos de EDTA se obtuvo su RNA mediante el

método con trizol en el apartado anterior de expresion génica en placenta.

La concentracion de RNA fue cuantificada usando el Nanodrop. Se estudi6 el contenido en
microRNAs de VEs procedentes de 4 gestantes control, 4 CIR, 5PEtardia, 3 PEprecoz y 4PEG. Para
el estudio se utilizaron las tarjetas de microRNAs -A humano que contienen 384 ensayos de
microRNAs Tagman de Affimetrics que cuantifica 377 microRNAs (ANEXO 4). Como la cantidad
de RNA era inferior a 350ng las instrucciones de la casa comercial recomendaba realizar un paso de
preamplificacion. Se preparé la reaccion mixta usando el kit de Megaplex™ Pools For microRNA
Expression Analysis (Applied Biosystems). 4.5 ul de la mezcla fueron usados con 3ul de cada
muestra. Segun las indicaciones propuestas por el protocolo del kit, realizando una transcripcién
reversa (RT) del contenido en RNA con las siguientes condiciones: 7900 HT usando STd en 40°

ciclos a 42° C durante 1 minuto, 50° C durante un segundo, 85 °C 5 minutos y finalmente 4°C hasta
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ser almacenada. EI cDNA obtenido (DNA complementario) puede ser guardado a (-15°C-25°C)
durante al menos una semana. El siguiente paso fue preparar la reaccion de preamplificacion para
aumentar la cantidad de copias de material genético presente en las VEs, para ello se mezclaron los
siguientes reactivos: TagMan PreAmp Mix con Megaplex PreAmp Primers (10X) y agua libre de
nucleasas con 2.5ul del producto obtenido de la reaccion anterior (RT) y se incubaron en las
siguientes condiciones: 9700 HT usando STd a 95°C durante 10 minutos, 55°C durante 2 minutos,
72°C durante 2 minutos, 95°C durante 15 segundos. Estas condiciones se mantienen durante 12
ciclos, posteriormente 4 minutos durante 60°C, 99.9°C durante 10 minutos y la reaccion se mantiene
a 4°C.

Estos procesos se realizaron en el equipo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

Finalmente, 9ul del producto de la reaccién anterior se mezcl6 con 991ul de TagMan Master Mix y
agua. Una vez resuspendido y mezclado se cargaron 100ul en cada pocillo de la tarjeta para cada
paciente. La reaccion se llevo a cabo en el equipo 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystem) acoplado al software SDS 2.2.2 en: las condiciones del ciclo 94.5°C durante 10 minutos,
97°C-30"" (50 ciclos) y 59.7°C durante 1min. Los datos de Cts se exportaron en formato Excell para

su andlisis bioinformatico.

La expresion de los microRNAS se analizé con la plataforma de Affimetrix DataAssit v3.0.1. Los
CT para cada microRNA se normalizo con la expresion de los microRNAs controles (RNU48 y
snRNA-U6) menos el valor del Ct para cada target para que el sentido de la expresion sea
directamente proporcional al valor de dCt. Ademas, se calcularon los Fold change (FC; 2°4¢T). El
analisis de la expresion diferencial de estos microRNAs se realizd utilizando Limma en R. Se
consideraron como estadisticamente significativos los microRNAs que presentaban un g-valor (p-
value adj) menor de 0.05 0 o fold change [< 0,5 y > 2] con respecto al grupo de referencia.

Para estudiar los genes regulados por estos microRNAs y las rutas bioldgicas en las que estan
implicados se utilizd la base de datos miRBase y mirPath v.3 (Diana Tools) respectivamente.
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4.9. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa SPSS version 26.

En todos los casos, se calculd la media y desviacidn estandar, asi como la mediana y su rango. Para
analizar la diferencia entre los grupos se utilizé el test de Friedman para ver entre que grupos existian
diferencias y posteriormente analizar grupo a grupo con el test de u de Mann Whitney. Se

consideraron diferencias significativas cuando los valores era p<0.05.
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5.- RESULTADOS

5.1. Estudio de los pacientes

5.1.1. Caracteristicas generales

Durante los 3 afios del estudio se han reclutado un total de 120 pacientes con gestaciones con fetos
Pequefios para la Edad Gestacional (PEG), Preeclampsia Precoz, Preeclampsia Tardia y Retraso del

Crecimiento Intrauterino (CIR).

Las caracteristicas generales de las pacientes se recogen en la Tabla 3.

Tabla 3-. Caracteristicas generales de las pacientes del estudio. Variables cuantitativas: Edad; peso, IMC (indice de masa
corporal), TA (tensién arterial); Edad Gestacional al final de la gestacién; peso fetal; peso placenta. Variables
cualitativas: Habito tabaquico, etnia, embarazo, AAS (acido acetil salicilico), IPM (indice de pulsatilidad media) de
arterias uterinas (>95 percentil semana 20 o 24s).

VARIABLES CUANTITATIVAS
Variable Media Mediana Minimo Maximo
Edad (n=116) 33,34 35 15 46
Peso (n=110) 72,4 72 43 120
IMC (n=107) 27,8 26 15,8 43,5
TA (n=109) 106 103 78 139
EG al final de la gestacion
(semanas) (n:115g) 37 38 25 41
Peso fetal (g) (n=111) 2632 2695 734 4220
Peso placenta (g) (n=87) 381 380 80 800
Tension Arterial (TA)
TA Sistdlica 131 97 177
TA Diastolica 81 49 107
TA Media 106 78 139
VARIABLES CUALITATIVAS
Variable Categoria N PORCENTAJE
Habito tabaquico Fumadora 92 85 %
(n=109) No fumadora 17 15 %
Blanca 98 86 %
Etnia Arabe 4 3.5%
(n=114) Latina 11 10 %
Negra 1 0.5%
Induccion de parto Inducido 83 79%
(n=105) No inducido 22 21%
Tipo de parto Eutdcico 54 47%
(n=115) No eutocico 61 53%
IPM AA Uterinas s20 >95percentil 25 23%
(n=107) <95 percentil 82 7%
IPM AA Uterinas s24 >95 percentil 18 17%
(n=107) <95 percentil 89 83%
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Los datos no pudieron recogerse en todas las pacientes, por lo que la n de cada variable se muestra
entre paréntesis junto a la variable de estudio en la tabla. El calculo de los porcentajes se ha realizado
teniendo en cuenta las pacientes en las que se han recogido estos datos, y no respecto al namero de

pacientes totales.

5.1.2. Variables cuantitativas

Edad materna

La edad media de las pacientes fue de 33 afios, siendo la edad menor de 15 afios y la mayor de 46

afnos.

La edad media fue similar en todos los grupos: tanto en el grupo control como en Preeclampsia fue
de 33 arfios, en el grupo PEG fue de 34 afios y en el CIR de 32 afios, no siendo esta diferencia

estadisticamente significativa.

Peso materno

El peso medio de las gestantes fue de 72 kg (kilogramo) siendo el minimo 43 kg y el maximo 120
kg.

El peso de las mujeres de nuestro estudio fue mayor en el grupo de Preeclampsia (76 kg), frente a 71
kg en el grupo de CIR y control, siendo menor en el grupo de PEG con 68 kg, aunque estas diferencias

no fueron significativas.

Indice de masa corporal (IMC) materno

El IMC también fue mayor en el grupo PE con un IMC de media de 29, seguido del grupo CIR con
un IMC de 27 y el PEG y grupo control con un IMC de media de 26. Las diferencias encontradas no

tuvieron significacion estadistica.

Tension arterial media (TAM)

La TA Media global de todas las pacientes fue 106 mmHg, con un minimo de 78 mmHg y méaximo
de 139 mmHg. Se analizé la TA Media, Sistélica y Diastélica en todos los grupos. Tanto la cifra de
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TA Sistolica como Diastdlica y Media fue superior en el grupo de Preeclampsia con respecto al resto
de los otros grupos (Tabla 4, Figura 14). Estas diferencias si fueron estadisticamente significativas.

Tabla 4-. Distribucidn de las variables TA media, Sistélica y Diastélica segln los grupos de estudio

Grupo Media Minimo Maximo p
Control 114 97 135
PEG 121 100 160 0.05
CIR 123 98 151 '
Preeclampsia 151 114 177

Grupo Media Minimo Maximo
Control 74 60 86
PEG 75 49 96
CIR 79 62 106 0.05
Preeclampsia 91 51 107

Grupo Media Minimo Maximo
Control 94 78 105
PEG 98 80 126
CIR 101 80 124 0.05
Preeclampsia 121 85 139

Cifras medias de TAS, TAD y TAM segun grupos de estudio
140

120
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TAS TAD TAM

mControl mPEG ®=CIR mPreeclampsia
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Figura 14-. Representacion de los valores medios de la tension arterial sistolica (TAS), diastolica (TAD) y media (TAM)
en los distintos grupos de estudio. Se puede observar como en el grupo preeclampsia estos valores son significativamente
superiores (p<0.05).
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Edad gestacional al final de la gestacién

La edad gestacional global al final de la gestacion fue de 37 semanas con un minimo de 25 semanas

y un méximo de 41 semanas.

La edad gestacional media en el grupo control fue de 39 semanas, en el grupo PEG de 38 semanas,
en el CIR de 37 semanas y en la Preeclampsia de 35 semanas siendo estas diferencias
estadisticamente significativas al comparar los distintos grupos de estudio.

Tabla 5-. Distribucion de la edad gestacional al final de la gestacion (semanas) media, minimo y maximo en cada uno de
los grupos de estudio en semanas.

Edad gestacional al final de la gestacion (semanas)
Grupos Media Minimo Maximo p
Control 39 34 41
PEG 38 37 40
<0.05
CIR 37 33 39
Preeclampsia 36 25 41
Peso fetal

El peso fetal medio fue de 2632 g (gramos) con un minimo de 734 g y un maximo de 4220 g (Tabla 6,
Figura 15).

Se analizd el peso fetal en cada uno de los grupos, siendo el peso fetal en el CIR y Preeclampsia
significativamente inferiores

Tabla 6-. Distribucion del peso fetal medio, minimo y méaximo en cada uno de los grupos de estudio en gramos.

Peso fetal (g)
Grupos Media Minimo Maximo p
Control 3196 1770 4220
PEG 2707 2225 3165
<0.05
CIR 2275 1580 2745
Preeclampsia 2427 734 4135
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Peso fetal medio (g)
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Figura 15-. Peso fetal medio en cada uno de los grupos de estudio.

Peso de la placenta

El peso medio de las placentas de todas las pacientes del estudio fue de 381 g, con un minimo de 80
gy un maximo de 800 g.

El peso de la placenta fue mayor en el grupo control con 479 g, posteriormente en el CIR con 397 g,
380 g en el PEG y 343 g en la Preeclampsia. Estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

Peso placenta medio (g)
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Figura 16-. Peso medio de la placenta en cada uno de los grupos.
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5.1.3. Variables cualitativas
Habito tabaquico

El hébito tabaquico se registré en 109 de las 120 pacientes reclutadas (90%). La mayor parte de las
pacientes del estudio fueron no fumadoras (85% frente a un 15% que si lo fueron, Figura 17).

uS| mNO

Figura 17-. Distribucion de las pacientes del estudio segln su habito tabaquico.

Raza

La etnia se registrd en 114 pacientes (99%).

La mayor parte de las pacientes reclutadas para este estudio fueron de raza blanca (86%), seqguido de
raza latina (10%), arabe (3.5%) y negra (1%) (Figura 18).

mBlanca ®Arabe mlLatina mNegra

Figura 18-. Representacién del porcentaje de cada una de las etnias de las pacientes del estudio.
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Induccidn de parto

Los datos referentes a la induccion de parto se registraron en 105 pacientes. La induccién de parto se
produjo en la mayoria de los grupos (79%). (Tabla 7, Figura 19).

Hubo un mayor nimero de inducciones de parto en el grupo Preeclampsia, seguido del grupo CIR,
control y PEG. Esta diferencia fue estadisticamente significativa.

Tabla 7-. Distribucidn de la induccién de parto segin grupos.

Grupo No Si
Control 11 (10.5%) 13 (12.5%)
PEG 1 (1%) 19 (18%)
CIR 4 (4%) 20 (19%)
Preeclampsia 6 (5.5%) 31 (29.5%)
Total 22 (21%) 83 (79%)

p

<0.05

35 5
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Induccion de parto seglin grupo de estudio

mSI
ENo

Control PEG CIR Preeclampsia

Figura 19-. Representacién de la induccién de parto segin grupos.

Tipo de parto

Analizando los resultados segun el final del embarazo, se vio que la cesarea fue mayor en el grupo

de CIR y Preeclampsia, sobre todo por riesgo de pérdida de bienestar fetal (RPBF). En el grupo
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control el RPBF fue también el principal motivo para realizar una cesarea. Las diferencias en nimero

de ceséreas en los distintos grupos fueron estadisticamente significativas.

Tabla 8-. Distribucidn del tipo de parto en cada uno de los grupos.

Eutocico Forceps Ventosa Cesarea Total p
Grupo Control 15(51%) 1(3%) 3(10%) 10 (36%) 29
PEG 13(65%) 1(5%) 3(15%) 3 (15%) 20 <0.05
CIR 11(44%) 1(4%) 1 (4%) 12 (48%) 25
Preeclampsia 15(36%) 2 (5%) 6 (15%) 18 (44%) 41

45 -
10 Tipo de parto segun grupo de estudio
35 -

30 -
m Cesarea
25 1 = Ventosa

20 - = Foreeps

15 - ® Eutdcico

10

Control PEG CIR Preeclampsia

Figura 20-. Tipo de parto segun los diferentes grupos de estudio.

IPm arterias uterinas

IPm arterias uterinas en Semana 20

El IP medio de las arterias uterinas en la semana 20 se registré en 107 pacientes de las 120 que
participaron en el estudio (89%). En 25 de ellas el indice de Pulsatilidad fue superior al percentil 95

mientras que en 82 fue inferior. Estos resultados no fueron estadisticamente significativos.
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Tabla 9-. indice de pulsatilidad medio de las arterias uterinas en la semana 20 seglin grupos de estudio (n=107)

Grupo IP Normal % IP Patoldgico % total
Control 21 88% 3 13% 24
PEG 18 90% 2 10% 20
CIR 15 63% 9 38% 24
Preeclampsia 28 2% 11 28% 39

IPm arterias uterinas en Semana 24

18 pacientes tuvieron un IPm por encima del percentil 95 de las 107 pacientes en las que se registrd

este dato.

El grupo con mayor nimero de pacientes con elevacion del IPm de las arterias uterinas en semana
24 fue el grupo de Preeclampsia seguido del grupo CIR. No hubo ningun caso de elevacion del IP en
el grupo PEG en la semana 24, y solo en una paciente del grupo Control el IP se mantuvo elevado

en la semana 24. Estos resultados fueron estadisticamente significativos.

Tabla 10-. Distribucion del indice de Pulsatilidad de las arterias uterinas en la semana 24 segdn grupos de estudio.

IPm arterias uterinas semana 24
Grupo IP Normal % IP Patologico % Total p
Control 23 96% 1 4% 24
PEG 20 100% 0 0% 20 <0.05
CIR 18 75% 6 25% 24
Preeclampsia 28 2% 11 28% 39
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Elevacion del IP medio de las AA Uterinas en s.24 segun grupo

de estudio
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Figura 21-. Elevacion del Indice de Pulsatilidad de las arterias uterinas en la semana 24 segun grupos de estudio.
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5.2. Estudios experimentales

5.2.1. RT-PCR genes implicados en patologia placentaria

Con el fin de profundizar en la fisiopatologia de las enfermedades propuestas, se analizé la expresion
de los genes implicados en patologia placentaria en 10 pacientes de cada uno de los grupos de estudio
(PEG, CIR, Preeclampsia precoz y Preeclampsia tardia) mediante técnicas de RT-PCR siendo un
total de 40 muestras. Al realizar los primeros analisis observamos que en los grupos CIR vy
Preeclampsia precoz habia dos outliers que podian interferir en los resultados de la expresion. La
revision de la historia de la paciente diagnosticada de CIR confirmd la presencia del indice
proteinas/creatinina patoldgico y angiogénicos positivos en semana 31, por lo que podria ser
considerada una Preeclampsia precoz. Consideramos, entonces, su eliminacién del estudio al no estar
bien definido la estratificacion. Lo mismo ocurrié con la paciente incluida en el grupo de
Preeclampsia precoz, la cual presentaba caracteristicas del grupo CIR tras el control de crecimiento
fetal. Con estas modificaciones nuestro grupo de estudio se redujo a 38 pacientes estudiadas, 10 en
los grupos de PEG y Preeclampsia tardia y 9 para los otros dos grupos.
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Figura 22-. Expresion del gen (ENG) en patologia placentaria. p=significancia estadistica. PEG: pacientes con fetos
Pequefio para edad Gestacional; CIR: pacientes con Crecimiento Intrauterino Restringido; P.Precoz: pacientes con
preeclampsia precoz; P.Tardia: pacientes con Preeclampsia Tardia. Datos expresados como la mediana (recorrido
intercuartilico). Test U de Mann-Whitney: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.

El gen Endoglina ENG implicado en la disfuncion endotelial que precede a la preeclampsia y actta
como factor antiangiogénico, presentd mayor expresion en el grupo CIR y Preeclampsia precoz,
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con diferencias estadisticamente significativas al compararlos los CIR con el grupo de bajo peso
(PEG) y la Preeclampsia Tardia (Figura 22).

La Proteina Morfogénica Osea 4, gen (BMP4) son un conjunto de proteinas enddgenas que
pertenecen a la familia de factor de crecimiento transformante beta (TGF-b) implicado en funciones
esenciales en muchos procesos de desarrollo embrionario, fetal y del adulto; incluido el desarrollo
vascular, la angiogénesis y la disfuncion endotelial. Aungue apenas hay expresion en las pacientes,
la expresion fue mayor en el grupo de bajo peso (PEG), con diferencias estadisticamente
significativas al compararlos con el grupo de Preeclampsias Tardias.

w %
I I
I I
0060 %6
«t 0050
o
= 0040
m
o 0030
>
Wl 0020
0010 é O23 30
000 0= — .2._
PEG CIE P Precoz P Tardia

Figura 23-. Expresion del gen (BMP4) en patologia placentaria. p=significancia estadistica. PEG: pacientes con fetos
Pequefio para edad Gestacional; CIR: pacientes con Crecimiento Intrauterino Restringido; P.Precoz: pacientes con
preeclampsia precoz; P.Tardia: pacientes con Preeclampsia Tardia. Datos expresados como la mediana (recorrido
intercuartilico). Test U de Mann-Whitney: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.

El gen HIF1« (factor 1 inducible por hipoxia) es un factor de transcripcion que regula la respuesta
celular y sistémica a la hipoxia y actia como regulador de la homeostasis del oxigeno. El factor de
transcripcion se activa exponencialmente a medida que disminuye el oxigeno y activa a genes que
codifican para proteinas que aumentan la disponibilidad del oxigeno y permiten la adaptacion
metabdlica en ausencia de oxigeno, controlando la expresion de decenas de genes y proteinas

implicados en la angiogénesis, la eritropoyesis, la glucolisis, la invasion, la apoptosis.
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En nuestros resultados se observd que el gen Factor Inducible por Hipoxia, (HIFla) estaba
sobreexpresado en el grupo CIR respecto a los otros grupos con diferencias significativas con
respecto a las pacientes con PE precoz.
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Figura 24-. Expresién del gen (HIFlalfa) en patologia placentaria. p=significancia estadistica. PEG: pacientes con fetos
Pequefio para edad Gestacional; CIR: pacientes con Crecimiento Intrauterino Restringido; P.Precoz: pacientes con
preeclampsia precoz; P.Tardia: pacientes con Preeclampsia Tardia. Datos expresados como la mediana (recorrido
intercuartilico). Test U de Mann-Whitney: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.

El gen Angiopoyetina 2 (ANGPT2) implicado en regular la angiogénesis, la permeabilidad vascular
y las funciones linfaticas durante la embriogénesis, presenta mayor expresion en las pacientes con
severidad patoldgica (P.Precoz) con diferencias significativas al compararlos con el grupo de
pequefios para edad gestacional (PEG) y con el grupo de Preeclampsia Precoz. Analizando las
diferencias en el resto de los grupos se observa que también existe una tendencia al alza en el grupo
CIR al compararlo con las pacientes diagnosticadas de Preeclampsia tardia (p=0.06). Como se

observa en la figura 25 la expresion de este gen también aumenta con la severidad de la patogenia.
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Figura 25-. Expresion del gen (ANGPT?2) en patologia placentaria. p=significancia estadistica. PEG: pacientes con fetos Pequefio para
edad Gestacional; CIR: pacientes con Crecimiento Intrauterino Restringido; P.Precoz: pacientes con preeclampsia precoz; P.Tardia:
pacientes con Preeclampsia Tardia. Datos expresados como la mediana (recorrido intercuartilico). Test U de Mann-Whitney: * =p <
0,05; ** =p <0,01; *** =p <0,001.

Las cadherinas median la adhesion y desempefian un papel importante en la formacion de los tejidos,
comportamiento celular y la formacion del cancer. El gen Cadherinal (CDH1) sigue el mismo patrén
que la angiopoyetina 2, la expresion aumenta con la severidad de la enfermedad.
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Figura 26-. Expresion del gen (CDH1) en patologia placentaria. p=significancia estadistica. PEG: pacientes con fetos
Pequefio para edad Gestacional; CIR: pacientes con Crecimiento Intrauterino Restringido; P.Precoz: pacientes con
preeclampsia precoz; P.Tardia: pacientes con Preeclampsia Tardia. Datos expresados como la mediana (recorrido
intercuartilico). Test U de Mann-Whitney: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.
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La (IL6) es una citoquina multifuncional que regula las respuestas inmunes, reacciones inflamatorias
de fase aguda, hematopoyesis y que puede jugar un papel central en los mecanismos de defensa del
huésped. Aunque el grupo PEG es muy heterogéneo en cuanto a la expresion de IL6, en el resto de

grupos se observo un perfil inflamatorio asociado a la severidad de la enfermedad.
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Figura 27-. Expresion del gen (116) en patologia placentaria. p=significancia estadistica. PEG: pacientes con fetos
Pequefio para edad Gestacional; CIR: pacientes con Crecimiento Intrauterino Restringido; P.Precoz: pacientes con
preeclampsia precoz; P.Tardia: pacientes con Preeclampsia Tardia. Datos expresados como la mediana (recorrido
intercuartilico). Test U de Mann-Whitney: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.

5.2.2. Elisa

La concentracion plasmatica de endoglina se analiz6 mediante técnica de ELISA en 36 mujeres
embarazadas clasificadas en los distintos grupos de estudio. Se cuantifico la cantidad de proteina
endoglina presente en el plasma de 10 embarazadas sanas, 9 con CIR, 8 con preeclampsia precoz y
9 con preeclampsia tardia. Observamos que las pacientes que tienen un embarazo con cualquier
alteracion presentan mayores concentraciones de sEng en plasma que las embarazadas sanas con

resultados estadisticamente significativos.
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Figura 28-. Diagrama de cajas comparando las concentraciones séricas de endoglina soluble (sEng) en mujeres con
embarazos sanos, CIR, PPrecoz y PTardia. p=significancia estadistica. PEG: pacientes con fetos Pequefio para edad
Gestacional; CIR: pacientes con Crecimiento Intrauterino Restringido; P.Precoz: pacientes con preeclampsia precoz;
P.Tardia: pacientes con Preeclampsia Tardia. Datos expresados como la mediana (recorrido intercuartilico). Test U de
Mann-Whitney: * = p <0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001.
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5.2.3. Caracterizacion de las VEs

Microscopia electronica de transmision.

La morfologia de las vesiculas extracelulares procedentes del plasma de cada grupo de pacientes, se
estudio mediante microscopia electronica. Como se observa en la figura 29 todas las VEs aisladas
mediante ultracentrifugacion presentaban una morfologia redondeada, con la parte central hipodensa
y una doble membrana, confiriéndoles una morfologia caracteristica de “donuts”.

Figura 29-. Caracterizacion de vesiculas extracelulares. VEs plasmaticas de diferentes pacientes mediante Microscopia
Electrénica de Transmision. Ejemplo de MET en VEs de: A) Control; B) PEG; C) CIR; D) Preeclampsia Precoz; E)
Preeclampsia Tardia.

NTA

En primer lugar, se analizaron los tamafios y concentraciones de particulas medidas mediante NTA
en 41 muestras de plasma obtenidas de pacientes embarazadas pertenecientes a los diferentes grupos
de estudio: control (n=3), PEG (n=9), CIR (n=10), Preeclampsia Precoz (n=10) y Preeclampsia
Tardia (n=9).
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Las VEs se aislaron a partir de 1 ml de plasma de las pacientes. Tras las sucesivas
ultracentrifugaciones se recogieron en 1ml de suero fisiologico. Las muestras se han analizado previa
dilucién 1:100 en PBS.

Para todas las muestras se han realizado entre 3 y 5 capturas de 60 segundos en flujo continuo.

Se observé que el tamafio de las particulas era homogéneo entre todas las muestras, sin embargo, el
grupo de Preeclampsia Tardia presenté VEs de mayor tamafio con una mediana de 179,100 nm
(133,6 nm-195,1 nm), seguidas de las procedentes del grupo de Preeclampsia Precoz con una
mediana de 161,35 nm (135,8 nm- 184,4 nm), PEG con una mediana 160,8 nm (131-189), CIR con
una mediana de 159,200 nm (135-178,7 nm) y las VEs mas pequefias fueron las de las embrazadas
control 139,1 (123,1nm-161,20nm). La VEs procedentes de PE tardia eran significativamente méas

grande que las VEs del grupo control p=0.033 y las VEs del grupo CIR p= 0,034 respectivamente.

Sin embargo, el tamafio mas repetido 0 moda demostr6 que todos grupos presentan VES menores a
150nm como definen los criterios de la IVES®2. ISEV En el grupo control la moda fue de 109,90, en
PEG de 130, en el grupo CIR de 124,35, en las de PE precoces de 127,75 y en las de PE tardia
138,50nm.
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Figura 30-. Tamafio de las VEs referido en nanomicras mediante NTA.
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Figura 31-. Cuantificaciéon de particulas mediante NTA. Analisis de la distribuciéon de tamafios (nm). Ejemplo
representativo de: A) Muestra obtenida de sano B) Muestra obtenida de PEG C) CIR D) Preeclampsia Precoz E)
Preeclampsia tardia.

La concentracion de particulas fue mayor en Preeclampsia Precoz con una mediana de 3,40*10%°
particulas/ml, posteriormente el grupo CIR 2,80*%10° particulas/ml, seguida del grupo de
Preeclampsia tardia con una mediana de 2,37*10%° nm, una mediana de concentracion en sanos de
2,05* 10% particulas/ml frente a PEG de 1,76*10%° particulas/ml.

En cuanto al estudio de la concentracion, existieron diferencias estadisticamente significativas al
comparar la concentracion del grupo PEG (pequefios para edad gestacional) con CIR (crecimiento
intrauterino restringido) y con el grupo de Preeclampsia Precoz (p<0.05). Entre los grupos de mayor
severidad patoldgica, no se observaron diferencias significativas cuando se comparaba CIR con
Preeclampsia Precoz o Tardia (Figura 32).
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Figura 32-. Concentracién de particulas (particulas/ml) seglin grupos cuantificadas mediante NTA. p=significancia
estadistica. PEG: pacientes con fetos Pequefio para edad Gestacional; CIR: pacientes con Crecimiento Intrauterino
Restringido; P.Precoz: pacientes con preeclampsia precoz; P.Tardia: pacientes con Preeclampsia Tardia. Datos

expresados como la mediana (recorrido intercuartilico). Test U de Mann-Whitney: * =p <0,05; ** =p < 0,01; *** =p
< 0,001

Western Blot

Mediante Western Blot se confirmo la presencia de la proteina de membrana CD63 (Figura 34).
Todos estos resultados cumplen los criterios establecidos para la caracterizacion de las VESs por la
Sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares (ISEV)®82.

Control PEG CIR CIR P.Precoz P.Precoz P.Tardia P.Tardia

Figura 33-. Western Blot de CD63 en VESs de pacientes embarazadas en 8 muestras aisladas de un control sano, 1 paciente
con PEG (Pequefio para edad gestacional); 2 con CIR (crecimiento intrauterino restringido); 2 con PE Precoz
(Preeclampsia Precoz) y 2 con PE Tardia (Preeclampsia Tardia).

5.2.4 Andlisis del perfil de expresion de micro-RNAs

Se analiz6 el contenido de las VEs procedentes de plasma de 20 muestras que correspondian a 4
pacientes sanos, 4 PEG, 4 pacientes con CIR, 5 con Preeclampsia Precoz, y 3 con Preeclampsia
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Tardia mediante una plataforma de micro-arrays de baja densidad para el estudio de 384 micro-RNAs
con el objetivo identificar micro-RNAs como biomarcadores en sangre periférica que pudieran estar
implicados en el crecimiento fetal y trastornos hipertensivos.

Primeramente, se realiz6 un analisis no supervisado de los datos mediante gréaficos de agrupamiento
MultiDimensional Scaling (MDS). En este grafico se observa la agrupacion de las muestras segun la
similitud en el perfil de microRNAs. Se observo que las VESs extraidas del plasma de pacientes con
PEG presentaban un perfil de microRNAs muy similar entre ellas (Fig 34). Lo mismo ocurria en las
muestras procedentes de embarazadas sanas las cuales se agrupaban separadas de los otros dos
grupos patoldgicos. En las VEs del grupo CIR se observé una mayor dispersion de las muestras
segun su contenido en microRNAs. Estos resultados podrian indicar que el contenido en microRNAS
de las VEs plasméticas fue dependiente de la patologia. El gréfico indica también la proximidad entre
una paciente CIR con una PEG.
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Figura 34-. Analisis no supervisado del agrupamiento de las pacientes segtn la patologia.

El andlisis de la expresion diferencial se realiz6 comparando varios grupos de patologias entre si,

segun las muestras:

1. Sanos versus Pequefios para Edad Gestacional (PEG)
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2. Sanos versus Crecimiento Fetal Restringido (CIR)
3. CIR versus PEG

Los microRNAs desregulados tras la comparacion de las pacientes clasificadas como PEG vs las
embarazadas sanas, identificd Unicamente dos microRNAs desregulados significativamente, ambos
infraexpresados en nuestras pacientes.
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Figura 35-. MicroRNAs infraexpresados, posibles marcadores de bajo peso en PEG.

De manera similar se procedié a comparar nuestro grupo control (embarazadas sanas) vs las
embarazadas con crecimiento fetal restringido. En este caso se identificaron 12 microRNAs

desregulados significativamente.
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Figura 36-. MicroRNAs desregulados en las embarazadas sanas vs CIR.
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Finalmente, el analisis entre los dos grupos patolégicos PEG vs CIR mostré que solamente dos
microRNAs estaban desregulados, aunque con significancia limitada a p=0,05, y que coincidian con
los encontrados en el andlisis anterior. Lo cual podria indicar que estos dos microRNAS sean
especificos del desarrollo de un crecimiento fetal restringido.
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Figura 37-. MicroRNAs caracteristicos de mujeres embarazadas con CIR.

Posteriormente se analizaron los procesos bioldgicos que podrian estar regulados por estos
microRNAs alterados. Se utilizo la plataforma miRPath (V 2.0) para estudiar los cambios bioldgicos
en nuestra patologia de estudio. Introducimos los 2 microRNAs desregulados que identificaban a las
pacientes con PEG, mir-29c y mir-34a. Se encontraron 41 procesos biol6gicos regulados por estos
dos microRNAs (Figura 38)
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Figura 38-. Vias significativamente alteradas en el desarrollo del PEG.
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Entre ellas podrian estar implicadas en la fisiopatologia de la enfermedad de estudio, la organizacién
de la matriz extracelular, la formacion de macréfagos, respuesta a estimulos de temperatura,

activacion de neutrdfilos, respuesta a oxigeno celular, apoptosis, respuesta a nutrientes....

El anlisis de las vias en la que estan implicados los microRNAs significativamente alterados en el
desarrollo de CIR encontr6 vias como adhesion focal, regulacion celular, reparacion DNA,
proliferacion Linfocitos T, regulacion de la cromatina, acetilacion de histonas, respuesta celular,

desarrollo embrionario, coagulacion sanguinea.... (Figura 39).

Para estudiar que genes regulaban nuestros microRNAs de interés utilizamos la base de datos
miRBase. Asi, por ejemplo, el mir-146-b regula a varios genes, PDGFB (proteina del factor de
crecimiento derivado de plaguetas), metaloproteinasas de matriz (MMP), y ERalpha (receptor de
estrégeno alfa) entre otros. Los dos primeros genes esta implicados en varios procesos biolégicos
como el desarrollo embrionario, angiogénesis, proliferacién y diferenciacion celular. Mientras que
el gen ERalpha regula la trascripcién de genes inducibles por los estrogenos por lo que juega un

importante papel en el desarrollo de la gestacion.

Otros genes regulados por este microRNA son, nuclear kappa kbl (NFKB) reguladora la
transcripcion que se activa por diversos estimulos intra y extracelulares, como citocinas y radicales
libres de oxidacién. La activacion inapropiada de NFKB se ha asociado con una serie de
enfermedades inflamatorias, mientras que la inhibicion persistente de NFKB conduce a un desarrollo
inapropiado de células inmunitarias o a un retraso en el crecimiento celular. La proteina TRAF6
(TNF Receptor Associated Factor 6) funciona como un transductor de sefiales en la via NF-kappaB
en respuesta a las citocinas proinflamatorias. La regulacion de la supervivencia y proliferacion
celular, la hematopoyesis, el mantenimiento de las células madre, la gametogénesis, el desarrollo y
la migracion. SCUBE2 (péptido de sefial, dominio CUB y dominio similar a EGF que contiene 2) es
un gen codificador de proteinas probable correceptor de superficie celular para VEGFR2 involucrado
en la angiogénesis. Y, por ultimo, CDKNZ1A (inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 1a)
funciona como un regulador de la progresion del ciclo celular en G1. Puede estar involucrado en la
inhibicidn de la proliferacién celular mediada por p53/TP53 en respuesta al dafio del ADN.

81



Resultados

miRNAs
-
z 2 a - z H zZ
i g 03 i il 3 it
3 E} 2 3 3 % 3
W it ? o8 d & 7
¢ & = &2 8 B =
2 ¥ p 8 3 ¥ 8
n & o n n o o
o h-] b~ o © ©° o
%
@ "0
Op, Ry 5 e O
q,,/ %, s, /és q,/‘?._
AN e
Sy 2 2550 "
N
O D, %y % 2.
U, 8, g 2y,
~q 0, 0 %, 7,
©, "o O 0 Y
o o, 2 “p .
Yy e S0 08 %
L, O 0.y G0
%, 0, M On
) 3,
Dy A Pa.
A o,..f/'/o %
%, s S %, 25 0
G 6, Yy 4
S {}ooq?‘o’. Q?%,
2 % © © r‘,/e
T O %
Q,.e-g:f“f'pf_a @
G
‘90/ 9{9 4{‘,— o
D ©
0, ‘%, 0,
2000 ?
O"-df" ]
p, " —
“
—

Figura 39-. Vias significativamente alteradas en el desarrollo del CIR.
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En el segundo analisis se compard las embarazadas sanas vs las embarazadas que desarrollaron
preeclampsia, en este caso los tres grupos se mantienen separados pero las pacientes con patologias

presentan mayores similitudes entre ellas.
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Figura 40-. Anélisis no supervisado del agrupamiento de similitudes entre pacientes segun la patologia.

Como habia gran similitud entre ellas y el nimero de muestras estudiadas estaba descompensado,
debido a que se incluyeron 5 muestras con preeclampsia precoz y 3 de preeclampsia tardia, se

analizaron todas bajo el término preeclampsia.

El andlisis de expresion diferencial identifico a 12 microRNAs alterados significativamente cuando
se compararon frente al perfil de microRNAs de las embarazadas control. De los cuales 6 aparecian

sobreexpresados en las embarazadas con preeclampsia (figura 41)
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Figura 41-. MicroRNAs sobreexpresados diferencialmente en preeclampsia.

dCT (Ct miReontrol-Ct miRtarget)

Los otros 6 microRNAs desregulados estaban infraexpresados (figura 42).
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Figura 42-. MicroRNAs infraexpresados diferencialmente en preeclampsia.
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Todos los microRNAs alterados fueron introducidos en la plataforma miRPAth V2.0 para el estudio
de los procesos bioldgicos que pusieran estar alterados. Al igual que en los estudios previos se generd
un heat map para conocer las vias alteradas que pudieran compartir estos microRNAs. (Figura 43)

Heatmap

Figura 43-. Vias significativamente alteradas en el desarrollo de preeclampsia.

Revisando en profundidad todos los microRNAs desregulados en las pacientes patoldgicas,
observamos que habia un microRNA comun sobreexpresado, el miR-29c, aunque en el grupo CIR
no haya diferencias significativas respecto al grupo control si existe una tendencia en la disminucion

de la expresion que se podria confirmar si el grupo fuera mas homogéneo como en el resto de grupos.
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Figura 44-. Expresién del microRNA 29c.
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Este microRNA esta implicado en vias importantes para el desarrollo multicelular del organismo y
en el desarrollo de las patologias de estudio como, respuesta a los niveles de oxigeno, respuesta al
dafio del DNA, respuesta a los niveles de nutrientes. Asi mismo se ha visto implicado también en la
via de WNT (wingless-related integration site) que se encarga de regular procesos como la
regeneracion de tejidos, la diferenciacion de células madre y la proliferacion celular; y en la
sefializacion del Calcio. Esta Gltima via estd muy relacionada con la liberacion de vesiculas

extracelulares lo que podria explicar el aumento de VEs liberadas en cualquier patologia.
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6. DISCUSION

Los trastornos del crecimiento fetal y los trastornos hipertensivos del embarazo han supuesto un
desafio en el abordaje tanto terapéutico como preventivo. La gravedad que suponen para la madre y
para el feto, especialmente en los segundos, ha hecho que se busquen estrategias no sélo para su

tratamiento, sino también para su prevencion.

La edad materna avanzada se ha asociado de forma clara a peores resultados perinatales®84, Las
guias internacionales incorporan la edad materna avanzada como un criterio de riesgo para
desarrollar enfermedad hipertensiva en el embarazo®#’, siendo el dintel de riesgo la edad superior
a 35 0 40 afios, segun la guia clinica. Ademas, el riesgo de desarrollar preeclampsia tardia (>37
semanas de gestacion) aumenta un 4% por cada aumento de afio en la edad materna mas alla de los
32 afios®®. En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias significativas entre los grupos de
estudio. Esto puede deberse, entre otras cosas, a que la edad media de las pacientes fue inferior a 35
afios (33 afos) y a que el tamafio muestral ha sido pequefio (n=116) para poder poner en evidencia
estos cambios.

Tampoco hemos encontrado diferencias significativas en peso e IMC materno en los diferentes
grupos de estudio, a pesar de que existe evidencia de que la obesidad incrementa el riesgo tanto de
preeclampsia®?’ como de trastornos del crecimiento intrauterino®. En nuestro estudio, el IMC
medio de las pacientes incluidas fue de 27.8, inferior al limite designado por la OMS para clasificar
la obesidad tipo I (IMC=30). Si bien hubo pacientes que tuvieron un IMC de 46, la mediana del total
de pacientes se situd en 26, claramente inferior al rango de obesidad tipo | de la OMS. Este hecho,
unido al tamafio muestral reducido (n=107), puede contribuir de manera importante a que no se

pongan de manifiesto estas diferencias.

Con respecto al consumo de tabaco en la poblacion del estudio, la prevalencia de mujeres fumadoras
fue de un 15%, inferior a la estimada en Esparfia para la poblacion general, que segin los ultimos
datos se sittia en un 25%%, pero similar a la descrita para la poblacion de mujeres gestantes, en las
que los estudios realizados reflejan prevalencias de consumo que oscilan entre el 12 y el 27%%.
No se reflejaron diferencias significativas entre los grupos de estudio respecto a esta variable, a pesar
de que esté descrito con evidencia firme que el tabaquismo es un factor de riesgo independiente para
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la aparicion de preeclampsia®—®’ y retraso del crecimiento intrauterino®94. Al igual que ocurre con
las variables anteriormente analizadas, es probable que el tamafio muestral de nuestro estudio no sea

lo suficientemente grande para poder encontrar diferencias significativas en esta variable.

La poblacion de Salamanca es mayoritariamente de raza blanca, como se puede observar en los
resultados del estudio (86%). Si bien la raza afrocaribefia se ha considerado un factor de riesgo para
el desarrollo de enfermedad hipertensiva del embarazo®’, en nuestro estudio no hay tamafio muestral
suficiente para poder valorar la influencia de la etnia de las pacientes en el desarrollo de preeclampsia

o retraso del crecimiento intrauterino fetal.

El estudio de la Tension Arterial (TA) ha sido una de las variables clave en nuestro trabajo. La TA
elevada forma parte de los criterios diagndsticos de la preeclampsia®”%° y ademas constituye un factor
de riesgo aislado para presentar eventos perinatales adversos tanto maternos como fetales®®. Se
estudié tanto la TA media como la TA diastdlica y la TA sistdlica en todos los grupos de estudio, y
se obtuvieron diferencias significativas en todas las variables. La TA fue superior en el grupo de
preeclampsia respecto a todos los demas grupos (p<0.05). Ademas, se puede observar cémo la TA
aumenta de forma gradual segin aumenta la gravedad del cuadro: las cifras menores de TA se
obtienen en los embarazos normales, los embarazos con fetos PEG tienen cifras de TA ligeramente
superiores, los embarazos con fetos CIR presentan cifras de TA mayores y finalmente los embarazos
de mujeres con preeclampsia presentan las cifras de TA mas elevadas de todos los grupos. Estos
resultados son concordantes con lo reflejado en la literatura, ya que multiples estudios relacionan la

hipertension arterial en el embarazo con peores resultados perinatales® 7.

La edad gestacional al fin de la gestacion fue otro de los parametros claves en el estudio. Uno de los
principales problemas de la preeclampsia asociado al mal prondstico perinatal es la prematuridad
que puede conllevar esta patologia. Si la preeclampsia alcanza criterios de gravedad o se vuelve
incontrolable, es necesario finalizar la gestacion para poder proteger la vida de la madre, teniendo
como contrapartida una prematuridad fetal a veces extrema®®>®9%, En el caso de los trastornos del
crecimiento intrauterino, la edad gestacional para poner fin a la gestacion lo marcard no solo la
disminucion del crecimiento fetal, sino la aparicion de modificaciones en el patron vascular Doppler
que indiquen la aparicion de fendmenos de redistribucion vascular fetal®®®. La prematuridad es la
principal causa de resultado perinatal adverso tanto en la preeclampsia como en el CIR. Teniendo en
cuenta que en nuestro estudio la mayor parte de los fetos con retraso del crecimiento fueron CIR tipo
I, la edad gestacional al fin de la gestacion en este grupo fueron 37 semanas, que es el limite
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establecido en los protocolos de control del CIR%%, Esta edad gestacional se considera una
prematuridad tardia, que conlleva habitualmente pocas secuelas fetales ya que se considera que la
madurez pulmonar se ha alcanzado, aunque estan descritas mayores tasas de distress respiratorio
fetal que en fetos a término'®1%, El grupo de estudio Preeclampsia fue el que presentd la menor
edad gestacional al nacimiento, con una edad gestacional media de 35 semanas frente a >37 semanas
en los otros grupos de estudio. De hecho, en el grupo preeclampsia esta la prematuridad mas extrema
(25 semanas) asociada a elevada gravedad en el estado materno que oblig6 a finalizar la gestacion.
Es también llamativo el hecho de que la edad gestacional al nacimiento va disminuyendo a medida
que va agravandose el cuadro clinico (mayor en los fetos normales, menor en la preeclampsia), lo

que también es consistente con lo descrito en la literatura.

El tamafio y el peso de la placenta es un pardmetro ampliamente estudiado en el contexto de la
patologia hipertensiva materna y los trastornos del crecimiento fetal asociados. Eskild et al.
encuentran asociacién entre bajo peso de la placenta y bajo peso fetal, especialmente cuando existe
preeclampsia asociada®2. Estos mismos hallazgos son corroborados por otros autores'®®. En nuestro
estudio también hemos encontrado hallazgos similares: el peso de la placenta fue mayor en el grupo
control y fue disminuyendo de forma progresiva a medida que la enfermedad se fue agravando,
siendo el menor peso placentario el del grupo preeclampsia. Sin embargo, a diferencia de otros
autores, no hemos podido encontrar diferencias estadisticamente significativas, 1o que podria

atribuirse, nuevamente, al pequefio tamafio muestral.

El inicio del parto fue mayoritariamente inducido en todos los grupos excepto en el grupo control, y
estas diferencias si fueron significativas. Tanto en el grupo preeclampsia como en el CIR mas del
80% de los partos fueron inducidos. Estos resultados son concordantes con la literatura, ya que uno
de los criterios para finalizar la gestacion en el caso de la preeclampsia es la propia patologia (si esta
se vuelve incontrolable o si la edad gestacional supera las 38 semanas)'®1% y en el protocolo de los
trastornos del crecimiento, la edad gestacional indicada para la finalizacion de la gestacion esta
definida en funcion del trastorno de crecimiento (37 semanas en el caso del CIR tipo 1)%1%, por lo

que es esperable que las inducciones en estos grupos sean significativamente superiores.

La preeclampsia es una de las razones mas frecuentes para la finalizacion del embarazo, ya que el
parto constituye el Unico tratamiento definitivo del proceso evitando el empeoramiento de la
condicion materna y fetal. La mayoria de las directrices de las sociedades médicas!®’1% recomiendan

el parto vaginal debido a la alta probabilidad de éxito y las menores tasas de complicaciones. Sin
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embargo, a veces es necesario realizar una cesarea. Clinicamente la cesarea se realiza ante alguna
complicacién o patologia preexistente que amenace la vida de la gestante o la del feto. La
preeclampsia precoz en el contexto de una prematuridad extrema es una de las situaciones que mas
se asocia a un parto por cesarea. Algunos investigadores %11 han confirmado que, en pacientes
preeclampticas, la tasa de fracaso de la induccién del parto es mas de cuatro veces, y la tasa de
ceséareas mas del doble. Segun la declaracion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sobre
las tasas de cesarea, la “tasa ideal” de parto por cesarea se sitta entre el 10% y el 15%***. En nuestro
estudio la mayor tasa de parto por cesarea dentro de nuestras pacientes estuvo en el grupo CIR (48%)
seguido del grupo preeclampsia (44%) con resultados estadisticamente significativos. EI motivo mas
frecuente de su realizacion fue por sospecha de pérdida de bienestar fetal, requiriendo la finalizacion

del embarazo de forma mas activa.

Las modificaciones del flujo placentario como marcador de preeclampsia y trastornos del
crecimiento fetal han sido ampliamente estudiadas''#!®, Hay tanta evidencia de su relacion con esta
patologia que el indice de pulsatilidad medio de las arterias uterinas forma parte del screening
combinado del primer trimestre para la prediccion de la preeclampsia en el embarazo!*41¢, En
nuestros resultados, el IP de las arterias uterinas medido en la semana 20 de la gestacion no demostro
tener una capacidad predictiva adecuada para la prediccion de la aparicion de preeclampsia o CIR:
el IP de las arterias uterinas fue normal en el 72% de las pacientes que posteriormente desarrollaron
preeclampsia y el 62% de las que desarrollaron un CIR. Es probable que estos resultados se deban al
pequefio tamafio muestral de cada grupo. En la semana 24, el IP medio de las arterias uterinas si
mostrd diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, y fue mas elevado en los grupos
preeclamsia y CIR (figura 21, tabla.9). Sin embargo, a pesar de estos hallazgos, no se puede
considerar que el IP de las arterias uterinas de forma aislada constituya un buen marcador de estas
patologias ya que hasta en un 75% de las ocasiones fue normal en estos grupos de estudio. Este
hecho esta descrito en la literatura; en los grandes estudios llevados a cabo para optimizar el cribado
para la deteccion precoz de la preeclampsia, la tasa de deteccion utilizando el IP de las arterias
uterinas de forma aislada se estima en un 58%*711°. En nuestro estudio, esta tasa de deteccion es
mas baja (46%), pero proxima a lo descrito en la literatura. Es por este motivo que el IP de forma
aislada no constituye un buen marcador de esta patologia, pero si cuando se combina con otros
factores tanto fisicos (la tension arterial, el peso de la madre) como bioquimicos (el PIGF, la PAPP-
A) en el screening combinado. Los factores clinicos juegan un papel muy importante en el desarrollo
tanto de la preeclampsia como el CIR, aunque ninguno de ellos de forma aislada tiene capacidad
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predictiva suficiente, la combinacidn de todos ellos proporciona tasas de deteccion superiores, lo que
constituye la base del screening combinado que se utiliza en la actualidad. Nuestros resultados son
concordantes con lo descrito en la literatura, si bien en algunos casos los porcentajes de deteccion

son ligeramente inferiores, probablemente debido al pequefio tamafio muestral de nuestro estudio.

La placentacion anormal, es una patologia del embarazo de gran incidencia mundial y que supone
un gran riesgo, tanto para la vida de la madre, como del feto, siendo el caso més grave la
preeclampsia. Esta patologia es secundaria a la disfuncion endotelial sistémica materna causada por
el desarrollo placentario anormal. Aunque los mecanismos especificos de esta alteracion aun se
desconocen, se han identificado factores de riesgo epidemioldgicos y disfunciones inmunoldgicas
que favorecen la placentacion anormal. Ademas, se han propuesto numerosos factores placentarios,
especialmente el papel del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y su receptor, latirosina
quinasa-1 similar al FMS (FIt-1), pero ninguno ha sido capaz de inducir un fenotipo tipico real*?°,

Con el fin de encontrar nuevos marcadores preventivos en el desarrollo de la placentacion anormal,
tratamos de relacionar la expresion de genes de interés en la patologia placentaria con cada uno de

los grupos de pacientes estudiados.

Existe un modelo de preeclampsia que define dos estados; el estado 1, que presenta alteraciones en
la implantacion placentaria y el estado 2, que conlleva cambios en torno a la funcion endotelial
vascular alterando la permeabilidad de los vasos'?l. El gen ENG esta implicado en todas estas
funciones, es por ello conocido su papel en preeclampsia y otros trastornos relacionados con el
embarazo. Principalmente los datos estudiados se refieren a la proteina soluble, pero respecto al

estudio de la expresion génica, los estudios son menos abundantes?2,

La mayoria de estos estudios'?>!% observan que la expresion de este gen en placenta esta
significativamente elevada desde el primer trimestre de embarazo en las mujeres con PE. Al igual
que nuestros datos, la expresion de ENG es elevada en las mujeres que desarrollan alguna patologia.
Nuestros resultados mostraron una mayor expresion por la elevacion de la endoglina en las pacientes
que desarrollan CIR y preeclampsia precoz, siendo éstos mismos, l1os grupos con mayor alteracion
placentaria.

Caniggia et al.’®®observaron que la sobreproduccién de Eng podria causar la inhibicion de la
diferenciacion e invasion de trofoblastos. Yinon et al.*?” especularon que, en condiciones patoldgicas
de hipoxia, Eng se regula al alza de forma inapropiada, lo que conduce a una invasion anormal del
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trofoblasto y a complicaciones como el desarrollo de la PE. Ademas, una produccion excesiva de
Eng provocaria un aumento de sEng en la circulacion materna, lo que a su vez podria provocar una

disfuncion endotelial aumentando la permeabilidad vascular y desencadenando la PE.

Ninguno de todos estos trabajos ha estudiado la expresion de ENG en CIR donde sorprendentemente
la expresion es similar a las mujeres que desarrollan PE precozmente y en nuestro estudio esta
expresion presenta diferencias estadisticamente significativas respecto a las otras patologias
estudiadas. Lo que podria poner de manifiesto que las embarazadas con retraso uterino presentan
ciertas caracteristicas comunes con las PE precoces. Estas pacientes en la practica clinica actual no
acaban desarrollando preeclampsia debido a la supervisién minuciosa que se lleva a cabo desde los

servicios de obstetricia y los tratamientos a los que son sometidas durante el control del embarazo.

Entre los sintomas mas caracteristicos de la preeclampsia, destaca el aumento de la presion arterial,
el cual caracteriza a los trastornos de placentacion. Los mecanismos que subyacen a su aparicion no
se conocen del todo bien. Una de las posibles causas para el establecimiento de la hipertension es la
elevacién de los niveles plasmaticos de sEng sin que se conozca el mecanismo exacto por el cual se
relaciona con la actividad hipertensa. Hasta la fecha, el efecto hipertenso de sEng se ha asociado a
una reduccion en la sintesis de NO (6xido nitrico), que es un potente vasodilatador, lo que

contribuiria al incremento de la presion arterial®.

Hasta la actualidad se conoce poco respecto a la expresion de BMP4 en mujeres preeclampticas. Esta
descrito que BMP-4 es capaz de producir un incremento de la presion arterial, asociado a un
incremento del estrés oxidativo y disfuncion endotelial'?®?°, |_a familia de proteinas morfogenéticas
6seas (BMP) desempefia multiples funciones en todo el organismo. En el desarrollo embrionario,
promueven la especificacién endotelial y la posterior diferenciacion venosa. La via de las BMP
también ejerce funciones importantes en el endotelio vascular adulto, promueve la angiogénesis y
actia como mediador del estrés oxidativo. La hipoxia es un inductor importante de la angiogénesis
y la via BMP media la respuesta endotelial a la falta de oxigeno. En respuesta a la hipoxia, pueden
promover la proliferacion endotelial y, por tanto, la angiogénesis. Las arterias que estan expuestas a
un flujo alterado muestran entonces una mayor expresion de BMP4. Su desregulacion se ha
relacionado con enfermedades vasculares, como la hipertension pulmonar y la aterosclerosis. Por

tanto, ésta debe estar estrictamente regulada para evitar estas condiciones patoldgicast?®13,
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Los resultados de nuestro estudio en cuanto a la expresion de genes de endoglina y BMP4 deberian
ir a la par, ya que se ha demostrado que si la linea endotelial HUVEc (Human umbilical vein
endothelial cells) es tratada con diferentes concentraciones de endoglina se observa un aumento en
la expresion de BMP4. Sin embargo, cuando miden exvivo los niveles séricos de BMP4 no
encuentran diferencias entre las mujeres diagnosticadas de preeclampsia o sanas**°. Estos hallazgos
estan conceurdan con nuestros estudios de la expresion de este gen en nuestras placentas, su
expresion es apenas imperceptible y ademas no existen diferencias entre los diferentes grupos mas

SEVErO0S.

En los ultimos afios, las consecuencias moleculares de la hipoxia celular se han revisado
exhaustivamente y se ha demostrado la implicacién de varios genes que modulan una respuesta
adaptativa a este proceso. La familia de genes mas estudiada y relacionada en dicha respuesta forma
parte de un grupo de factores de transcripcion denominados factores inducidos por hipoxia®®.

HIF-1a interviene principalmente durante el primer semestre en la formacion de la placenta. Durante
la gestacion, HIF-1a activa los mecanismos que responden a las alteraciones sobre la tension de
oxigeno, la liberacion de citoquinas y los factores angiogénicos. Es un biomarcador clave para el

correcto funcionamiento de la placenta y su vascularizacion durante la gestacion*2,

La familia de proteinas HIF son capaces de funcionar en todos los estadios de la diferenciacion; el
crecimiento y la funcion placentaria normal y anormal, durante el primer trimestre (oxigeno
fisiologicamente bajo), durante la gestacion media-tardia (donde hay un suministro adecuado de
sangre y oxigeno a la placenta) y en embarazos patoldgicos complicados por hipoxia/isquemia
placentaria. Fuita et al. sugieren una relacion directa entre la expresion ENG y las condiciones de
hipoxia, nosotros también quisimos estudiar esta relacion y observamos que la expresion del gen
HIF-/a al igual que en el gen ENG era mas alta en las pacientes CIR'®. Resultados semejantes
obtuvieron el grupo de Nan Yu (cell cilcle 2019)!** donde vieron que la disminucion tanto a nivel
genomico como proteico de HIF-1a, podria estar implicada en el desarrollo de la preeclampsia. La
sobreexpresion de este gen promueve la invasion y la angiogénesis en el trofoblasto. Ademas, se ha
visto que el incremento de HIF1a Unicamente ocurre en los momentos concretos hipdxicos ya que
en momentos largos de hipoxia disminuye’. Este efecto podria explicar la diferente expresion que

existe entre las embarazadas con preeclampsia precoces.
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Se cree que el factor inducible por hipoxia la (HIF-1a) es el factor preliminar de las condiciones
hipdxicas que prevalecen en la preeclampsia, lo que provoca un desequilibrio en la expresion de
proteinas angiogénicas. La hipoxia induce la angiogénesis al regular las proteinas angiogénicas,
como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de crecimiento placentario
(PIGF) y el FLT-1 (receptor 1 del factor de crecimiento endotelial vascular). EI cambio en la
concentracion de estas proteinas provoca un desequilibrio angiogénico que da lugar a dafios
endoteliales y a la aparicion de preeclampsial®L.

El proceso de neovascularizacion es iniciado por los factores angiogénicos, los cuales tienen un papel
crucial en el crecimiento y desarrollo de la placenta. El desarrollo de una compleja red vascular fetal
y materna es esencial para el éxito del embarazo. Este proceso consta de tres fases: una fase inicial
de vasculogénesis, posteriormente la angiogéenesis o ramificacion y, por altimo, la angiogénesis no
ramificada. La vasculogénesis implica la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de células
progenitoras endoteliales de vasos preexistentes. Aunque el VEGF interviene en la fase inicial de la
vasculogénesis y la angiogénesis, la ANG-1 y la ANG-2 son necesarias en la fase posterior de la
angiogénesis®®. Ademas de lo explicado anteriormente, la hipoxia también puede regular la
expresion de angiopoyetinas siendo principalmente mediadoras de la remodelacion vascular y la

supervivencia de las células endoteliales durante la formacion de la compleja red vascular®®.

Las angiopoyetinas (angiopoyetina 1 y angiopoyetina 2) actdan durante las fases finales de la
angiogénesis moldeando el desarrollo de la vasculatura sanguinea y linfatica. La angiopoyetina
(ANG)-1 tiene una actividad mitogénica debil, causa la maduracion de células endoteliales y
estabilizacion tisular de los vasos sanguineos recién formados. La ANG-2 es el antagonista natural
del ANG-1 en las células endoteliales, inhibe la estabilizacién y la maduracion vascular, lo que
permite mayor permeabilidad endotelial y mejor respuesta ante el estimulo del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF), por lo tanto, promueve aun mas la vasculogénesis y la angiogénesis,
haciendo que los neovasos sigan siendo angiogénicos. La ANG-1 y ANG-2 se unen al mismo
receptor 2 de cinasa de tirosina (Tie-2) especifico de las células endoteliales y hematopoyéticas, el
cual es activado por la ANG-1 y bloqueado por la ANG-2. La expresion de los genes VEGF-A 'y
ANG?2 esta regulada positivamente por la hipoxia. La hipoxia, como en la preeclampsia, puede
inducir una mayor expresion de VEGF-A y ANG-2. Por tanto, el grado de saturacion de oxigeno en
la sangre materna y fetal puede regular la vasculatura fetal, actuando a través del espacio

intravelloso®. Geva et al. demostraron que el analisis de las placentas de pacientes que sufrieron un
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embarazo complicado por preeclampsia grave (con CIR) revelaron aumentos en la expresion de

VEGF-A y ANG-2 en comparacion con las placentas de mujeres normotensas **.

Estos resultados podrian corroborar nuestro aumento de ANG-2 debido a que nuestras pacientes
presentan alteraciones placentarias y este aumento puede estar relacionado con una baja tensién de
oxigeno. Nuestros hallazgos son consistentes con la observacién de que la hipoxia es un inductor de
la expresion de varios factores angiogénicos como VEGF-A y ANG-2.

Los resultados de la investigacion de Reyna-villasmil et al. 3" revelaron un aumento de las
concentraciones de ANG-2 en el segundo trimestre de embarazo, lo que podria ser explicado por el
aumento de las concentraciones del VEGF-A en las preeclampticas.

Se ha demostrado que una reduccién de pO2 regula positivamente el ARNm de ANG-2 y VEGF,
pero no la expresion de ANG-1 o del receptor Tie, lo que concuerda con nuestros hallazgos sobre
niveles aumentados de ANG-2 y una disminucién de la proporcion ANG-1/ANG-2 en mujeres que

desarrollan preeclampsial®,

Hiroshi y col®° estudiaron las concentraciones plasmaticas de Ang2 y la relacion sFlt-1 / Ang-2 en
embarazadas con preeclampsia. Concluyeron también que las concentraciones de Ang-2 eran
significativamente més bajas en las embarazadas con preeclampsia. La cantidad de ARNm de ANG-
2 en la placenta es notablemente superior a la de VEGF o ANG-1 durante todo el embarazo,
disminuyendo con el avance de la edad gestacional. Estos datos sefialan que el desarrollo de la
disfuncion vascular placentaria y la funcion vascular materna estd asociado con un exceso de los

factores anti angiogénicos en el desarrollo de la preeclampsia como se ha descrito previamente3914°,

El control del crecimiento y la extension de las ramificaciones vasculares dependen de la interaccion
entre los factores locales, que incluyen Ang-1, Ang-2, VEGF vy la cinasa de tirosina soluble similar
al FMS (sFLT-1), producidos por la placenta. Este balance puede ser alterado por condiciones
patoldgicas, ya que en el tercer trimestre la expresion de ANG-2 placentaria disminuye en
embarazadas con preeclampsia establecida debido a la ausencia de factores proangiogénicos®'.

Los datos de esta investigacion corroboran los hallazgos de las investigaciones previas donde se
observa un aumento de la concentracion de ANG-2 en el grupo de pacientes con CIR y con
Preeclampsia Precoz, en los que la condicién hipdxica placentaria es mas acusada, aumentado la

ANG-2. Ademas, los datos se pueden confirmar con el estudio en pacientes PEG (sanas), en las que
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no existe este desbalance de factores angiogénicos-anti angiogénicos. Este aumento de ANG-2 en
CIR y en pacientes con Preeclampsia al compararlo con pacientes PEG, puede ser explicado por lo
descrito anteriormente en la literatura al ser una molécula antagonista de ANG-1.

Cuando los estimulos angiogénicos son insuficientes, la Ang-2 provoca la regresion de los vasos
mostrando asi una disminucion de ANG-2 en el tercer trimestre como se ha explicado previamente.
En nuestro grupo de preeclampsia tardia, observamos el mismo descenso en cuanto a la expresion
génica de la ANG-2. Sin embargo, en pacientes con preeclampsia severa se ha visto un aumento
significativo tanto a nivel gendmico como en las concentraciones plasmaticas sugiriendo que la Ang-
2 podria ser un marcador predictivo de Preeclampsial*!. Nuestro estudio confirma estos resultados
asemejando las pacientes con Preeclampsia Precoz con las severas ya que el parto se adelanto.

Los hallazgos de esta investigacion, al estar elevados los niveles de angiopoyetina-2 en la
preeclampsia precoz y en CIR, se relacionan con otros datos que describen concentraciones elevadas
de factores angiogénicos, antes de las manifestaciones clinicas de la preeclampsial#?.

Descubrir los mecanismos de los factores angiogénicos alterados en la preeclampsia puede
proporcionar ideas sobre nuevas opciones preventivas y terapéuticas. Las angiopoyetinas son
necesarias para la vasculogénesis y la angiogénesis teniendo asi el potencial, de ser uno de los
marcadores para el desarrollo de preeclampsia debido a su gran importancia durante la implantacion
y desarrollo placentario®,

La invasion de las arterias espirales, en el tejido uterino materno, por el citotrofoblasto estimula la
sintesis de moléculas endoteliales como las cadherinas (VE-cadherina) e integrinas (alfa y beta 3
integrina), que permiten el cambio estructural de las células endoteliales y la formacion de
vellosidades coriales con vasos sanguineos de alto flujo y baja resistencia, lo que permite aumento
significativo en la tension de oxigeno placentaria. Cuando estos mecanismos no se llevan a cabo de
manera coordinada, la transformacién de las arterias espirales y la desorganizacion de los vasos
sanguineos recién formados generan un ambiente vascular de bajo flujo sanguineo, alta resistencia e

hipoxia generalizada que consecuentemente genera un estado persistente de disfuncion endotelial .

Las moléculas de adhesién (CAMSs) son una serie de proteinas especializadas de membrana que
median la adhesion célula-célula, asi como la adhesién célula-matriz de una manera especifica y
distintiva. Esta adhesion entre células y entre célula-matriz no solo permite agrupar células y formar

tejidos, sino que también permite la transmision de informacién de manera bidireccional entre el
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exterior y el interior celular. Dicha transferencia de informacion es importante para muchos procesos

biolégicas como la supervivencia celular, proliferacién, diferenciacion y migracion celular.

Su expresion se activa y desactiva durante el desarrollo, y estos cambios desempefian un papel de
control en la morfogénesis. Diversos estudios'*>14 han descubierto que los niveles de proteina E-
cadherina suelen estar reducidos o ausentes en las células cancerosas, un hallazgo que también se
asocia con una mayor invasividad y potencial metastasico. Durante las primeras fases del desarrollo
placentario, las células trofoblasticas se adhieren, se desprenden, y finalmente se adhieren de nuevo
a tejidos estromales mas profundos de la pared uterina, compartiendo asi muchas propiedades con

las células cancerosas*®.

Las interacciones adhesivas intercelulares probablemente regulan el comportamiento invasivo de
las células trofoblasticas y desempefian un papel importante en la diferenciacion de los trofoblastos
y la remodelacidn placentaria. Dado que se sugiere que la cadherina E desempefia un papel clave en
la regulacion de la invasion trofoblastica, se deduce I6gicamente que la expresion anormal de esta
molécula de adhesion célula-célula puede estar asociada a diversas enfermedades relacionadas con
el embarazo derivadas de la invasion trofoblastica. Ejemplos de estas enfermedades son la
preeclampsia y el retraso del crecimiento fetal intrauterino, que son consecuencia de una invasion
trofoblastica subdptima mientras en la placenta accreta y el coriocarcinoma, se asocian a una invasion

trofoblastica excesival#?1%0,

E-cadherina se expresa en citotrofoblastos vellosos, pero se pierden cuando se diferencian, lo que
resulta en la ausencia de expresion de E-cadherina en el sincitiotrofoblasto de placentas sanas de
primer y segundo trimestre. La reduccion de la expresion esta proteina se reporta desde el primer al
tercer trimestre en placentas a término normal®°. Los estudios de XL-Li et al.*® demostraron al igual
que nosotros, que las mujeres con preeclampsia presentaban un aumento de la expresiéon de E-
Cadherina, pero éste no estaba relacionado con la severidad, pero si estan relacionados con la
patogenia de la enfermedad. Sin embargo, no deja de ser una afirmacion controvertida ya que otros

autores han visto que la expresion no cambia a lo largo del embarazo o se encuentra reducidal®%2,

Aunque la patogénesis de la preeclampsia es desconocida, las causas inmunoldgicas e inflamatorias
a través de liberacién de citoquinas proinflamatorias, como IL6, potente activador del endotelio
vascular, han sido propuestas como mediadoras de la disfuncion endotelial en la preeclampsia. Las

citoquinas proinflamatorias pueden inducir alteraciones estructurales y funcionales, incluyendo dafio
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oxidativo o interferencia en los mecanismos de contraccion/relajacion vascular llevando a
alteraciones en la integridad y tono vascular y a la activacion de los componentes de la

coagulacion®®3,

Othman et al.*>* informaron de que no habia diferencias significativas en los niveles medios de I1L-6
en el suero materno o la placenta durante el embarazo entre mujeres preeclampticas y normotensas
al igual que en nuestro estudio, aunque nuestros resultados muestran como cabria esperar, una
tendencia a mayor expresion de la IL-6 en las pacientes con preeclampsia precoz seguida de las
pacientes que presentaron retraso uterino. > Lo que podria demostrar estar en concordancia con
otros estudios, donde observaron que los niveles proteicos y gendémicos de la IL-6 aumentaban
significativamente en los tejidos placentarios preeclampticos con respecto a las embarazadas
sanas!®*1%, Sin embargo, también ha habido estudios contradictorios sobre las concentraciones de
IL-6%°%. Quizas sea debido a que seguin en qué condiciones fisioldgicas se encuentren las células, la

IL-6 podria actuar con caréacter proinflamatorio o anti inflamatorio debido a su efecto dual*®*.

Debe de existir un equilibrio entre las citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias con el fin de
regular la inflamacion a lo largo del embarazo. Cualquier modulacion en su nivel puede afectar al
funcionamiento de varias vias inmunoldgicas y apopt6ticas que conducen a sindromes asociados al

embarazo, como la preeclampsial®.

Este trabajo que involucra a mujeres con variado espectro de severidad de la disfuncion endotelial
placentaria demuestra que los niveles séricos de SEng fueron significativamente mas altos en
pacientes con preeclampsia en comparacion con aquellas con embarazo normal. Ademas, podemos
constatar que las diferencias en los niveles plasmaticos de sEng eran méas pronunciados a medida que
aumentaba la gravedad de los distintos grupos estudiados lo que sugiere que los cambios en las
concentraciones de SkEng reflejan el alcance y la intensidad del dafio al endotelio vascular

SistémiCO16,125,157,158

La preeclampsia se caracteriza por un desequilibrio en los factores angiogénicos, incluida la sEng
(endoglina soluble). Niveles de sEng presentes en el plasma de mujeres con preeclampsia, dias antes
de la aparicion de los sintomas clinicos, contribuyen a cambios en las funciones béasicas de los
trofoblastos, que podrian dar lugar a defectos en la placentacion. Esto favoreceria la aparicion de
alteraciones patoldgicas observadas en esta enfermedad a nivel placentario: reduccion de flujo
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uterino, aumento de hipoxia placentaria, estrés oxidativo, aumento de citocinas inflamatorias,

liberacion de receptores solubles etc!®,

Los niveles plasmaticos de sEng también se han correlacionado con un peor prondstico, siendo
significativamente mayores en pacientes con eclampsia o sindrome de HELLP*?® y en preeclampsia
precoz®, que se corresponden con las formas mas graves de la enfermedad. Ademas, en diversos
estudios in vitro también se ha observado un incremento en la liberacion de sEng por parte de
trofoblastos al ser sometidos a condiciones de hipoxia, estrés oxidativo o inflamacion'®. Por tanto,

alteraciones similares a las que ocurren en preeclampsia favorecen el aumento de sEng.

En nuestro caso, las elevaciones en sEng fueron méas pronunciadas y, por lo tanto, potencialmente
maés Utiles para la prediccion de las pacientes que desarrollaron preeclampsia precoz y tuvieron un

embarazo con crecimiento intrauterino restringido con resultados significativos.

Diversos estudios revelaron que los niveles séricos de sEng eran significativamente diferentes en las
pacientes con preeclampsia que en las embarazadas sanas y en pacientes con preeclampsia con
caracteristicas graves que, en aquellas sin caracteristicas graves, al igual que en nuestros resultados,
que tuvo mas concentracion en las pacientes con preeclampsia precoz, que es mas grave que la tardia

con diferencias significativas entre los grupos®.

Nuestros resultados son consistentes con los estudios previos y proporcionan mayor apoyo a la
nocion de que las alteraciones de este factor antiangiogénico en particular no s6lo ocurren en mujeres
con preeclampsia, sino también conforme aumenta la severidad de la enfermedad, particularmente

cuando la preeclampsia ocurre pretérmino o se produce crecimiento intrauterino restringido®>"16%-
162

Asi pues, la sEng representa un biomarcador valioso para predecir con gran exactitud el desarrollo

de resultados adversos en la preeclampsia, asi como su gravedad.

El éxito del embarazo se asocia con una correcta placentacion, esencial para el crecimiento y
desarrollo del feto. El sincitiotrofoblasto en el embarazo normal produce y secreta una variedad de
elementos necesarios para lograr este objetivo, entre ellos, los exosomas placentarios*. Durante los
altimos 10 a 15 afios se ha reconocido que las vesiculas extracelulares (VES), entre los que se
engloban exosomas y microvesiculas, transmiten mensajes clave en la comunicacion molecular entre

las células. De hecho, estos vehiculos tienen la capacidad de transportar proteinas, lipidos y acidos
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nucleicos, como el RNA, hacia células vecinas, lo que provoca una serie de cambios funcionales en
estas células receptoras®. Lo que supone que un aislamiento eficiente y una buena caracterizacion
de las vesiculas extracelulares de plasma es clave para su uso como biomarcadores no invasivos de
diversas enfermedades. La placenta libera VEs en la sangre materna durante el embarazo como parte

del recambio normal de la superficie placentarial®®,

Durante mucho tiempo se creyd que todas las VEs tenian una forma esférica y que tenian una
distribucion de tamafio muy particular y bastante limitada. Cuando se examinaban con tincion
negativa mediante microscopia electrdonica de transmision (MET), también se describian como con
forma de copa sin informacion sobre su estructura interior. Mas recientemente, las VEs también se
examinaron mediante crioTEM, una técnica que no utiliza fijadores y permite asi que las vesiculas
estudiadas conserven su estado natural. Se revel6 que la morfologia en forma de copa era un artefacto
de los pasos de fijacion incluidos en la técnica de tincion negativa y que la morfologia de las VEs
era mucho mas diversa de lo que se creia*®. Como ha quedado reflejado en nuestro estudio se muestra
la forma redonda y concava caracteristica de los VEs ademaés, se distingue con facilidad con los

bordes mas claros y el centro mas oscuro.

Los estudios de Dragovic et al.’®* tambien utilizaron NTA para medir y cuantificar las VEs en el
plasma durante el embarazo, demostrando que el nimero total de VEs en el plasma era
significativamente elevado en las mujeres con preeclampsia precoz en comparacion con los controles

al igual que en nuestro estudio.

En nuestro estudio, observamos que la concentracion de VEs aumentaba en el grupo de PE temprana,
pero disminuia en el grupo de PE tardia. Este hecho podria deberse a una respuesta adaptativa a la
hipoxia placentaria, que es una manifestacion patoldgica de la PE. Por otra parte, la disminucion de
Ves en la PE tardia puede sugerir que la progresion de la PE de aparicion tardia no se basa en una
placenta hipoperfundida. Esto puede explicar las diferencias en la expresion clinica entre los grupos
de EP. Estos hallazgos concuerdan con los de estudios previos como de los de'®®,

La preeclampsia se asocia a una respuesta inflamatoria sistémica exacerbada, que activa las células
intravasculares, haciendo que se desprendan mas VEs. Las pacientes con embarazo normal y

preeclampsia se asociaron a mas VEs circulantes que las no embarazadas*.

Las microparticulas de sincitiotrofoblasto (STBM) se liberan a la circulacion materna en cantidades

mayores en la preeclampsia en comparacién con el embarazo normal posiblemente siendo el
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estimulo de la respuesta inflamatoria sistémica y del dafio de las células endoteliales que caracteriza
el sindrome materno. Una patologia placentaria similar ocurre en algunos casos de restriccion del
crecimiento intrauterino normotenso pero en ausencia de enfermedad materna definida inicamente

por el peso al nacer para la edad gestacional no hay aumento en STBM circulante!®®,

En cuanto al tamafio y presencia de tetrasparinas en las vesiculas, se estima que tienen un diametro
entre 50-200nm y el marcador CD63 lo que concuerda con estudios previos realizados en

exosomas*®’.

Segun los datos mencionados anteriormente, los microRNAs parecen estar implicados en el
desarrollo placentario y, en consecuencia, en los trastornos relacionados con la placenta como los
trastornos hipertensivos y del crecimiento. Varios estudios'®®%® han sugerido que la expresion
alterada de algunos microRNAs en el tejido placentario y en la circulacion materna puede estar
asociada con complicaciones del embarazo. Se supone que estos microRNAs desemperian un papel
crucial en diversos procesos celulares importantes para mantener un embarazo saludable, incluida la
angiogeénesis y la diferenciacion de las células trofoblasticas. Estos procesos se interrumpen en la PE
y trastornos del crecimiento, lo que sugiere que los microRNAs desempefian un papel crucial en su

patogénesis®®®.

Se han descrito mas de 1880 microRNAs en humanos y la mayoria de ellos se expresan en la
placenta. Se ha demostrado una elevacion significativa de los niveles de varios microRNAs
extracelulares especificos de la placenta (miR-516-5p, miR-517, miR-518b, miR-520a, miR-520h,
miR-525 y miR-526a) durante la gestacion temprana en embarazos con inicio tardio de preeclampsia
y/o retraso del crecimiento intrauterino. Segun estos datos, una deteccién temprana de los niveles
circulantes de microRNAs puede diferenciar entre mujeres con embarazos que progresaran
normalmente y aquellas que podrian desarrollar posteriormente complicaciones relacionadas con la

insuficiencia placentaria®’®.

Nuestro estudio identifico6 microRNAs y genes desregulados en muestras placentarias en pacientes
con complicaciones del embarazo, como trastornos del crecimiento y preeclampsia provocados por
la insuficiencia placentaria. Al igual que Awalmen et al.1"* vimos que varios microRNAs y genes se
expresaban de manera diferencial en pacientes con PE y retraso del crecimiento intrauterino, en

comparacion con controles de la misma edad gestacional.
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Como hemos ido estudiando a lo largo de este trabajo, la angiogénesis desempefia un papel
fundamental en la fisiopatologia de la preeclampsia y esta regulada por varios microRNAS, entre
ellos mir29c!’2, Estudios recientes han sugerido que miR-29 tiene funciones complejas en diversas

enfermedades, demostrandose fuertes efectos antifibréticos en corazon, rifion y otros 6rganost’s,

La preeclampsia altera negativamente la expresion de varios miRNAs, incluido miR-29c-3p, en las
células endoteliales fetales, lo que puede perjudicar la migracion de las células endoteliales fetales
al alterar la via PISBK-AKT1 estimulada por FGF2. Se desconoce el mecanismo subyacente a esta
disminucién. Sin embargo, es posible que multiples factores, incluyendo la desregulacién de factores
de crecimiento y citocinas, asi como la hipoxia, puedan estar involucrados, ya que estan asociados
con el desarrollo de la preeclampsia. Ademas, dado que los microsRNAs funcionan principalmente
como reguladores postranscripcionales negativos de sus genes diana, la regulacion a la baja de estos
miRNAs podria aumentar la expresion de sus genes diana_directos y potencialmente conducir a la

disfuncion endotelial fetal en la PE"4,

Nuestro estudio revel6 un nivel de expresion significativamente disminuido del microRNA-136 en
VEs de plasma de pacientes con PE en comparacion con embarazos normales. Previamente habia
sido descrito que este, es uno de los micro-RNA que podria regular al factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) ya que se ha descrito como un gen diana del micro-RNAs 1367°. Su sobreexpresion
ha deteriorado las células endoteliales humanas en la vena umbilical vena umbilical (HUVEC), la
formacion capilar y la invasion trofoblastica por supresion VEGF. Por lo tanto, este micro-RNA
podria estar involucrado en la patogénesis de la PE. Nuestros hallazgos coinciden con los resultados
de Zhao et al. quienes realizaron un estudio sobre cinco pacientes con PE grave y cinco mujeres
embarazadas sanas. Su estudio reveld que los nueve microRNAs mas desregulados fueron (miR-136,
mMiR-495, miR-384 494, miR-16, miR-29b, miR-140-5p, miR-30a, miR-100 y miR-221)*®,

El microRNA-138 sobreexpresado en las pacientes con PE y CIR también promueve acciones
fisioldgicas como la angiogénesis, la migracion celular y el establecimiento de la placenta, lo que
sugiere que el mal funcionamiento de estas acciones fisiologicas contribuye a la implantacion
anormal del embrion y el embarazo. Se ha identificado GPR124 como un objetivo potencial de miR-
138. Se ha establecido el papel fisiologico de GPR124 en la angiogénesis y la aterosclerosis

potencialmente asociadas con la implantacion del embrion®’’.
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El microRNA-34a es un mediador centrar de la de la funcion de p53 (gen supresor de tumores), actia
sobre genes diana directos y conservados de p53 que presumiblemente median la induccion de la
apoptosis, la detencion del ciclo y la senescencia celular'’®, La mayoria de los estudios demuestran
una infraexpresion del microRNA-34a en diferentes canceres humano. Como la detencién del ciclo
celular, la senescencia y la apoptosis son mecanismos supresores de tumores, la inactivacion de los
miembros de la familia miR-34, que inducen estas respuestas celulares, puede ser una ventaja
selectiva para las células cancerosas!’®. Los resultados de los estudios informan principalmente sobre
problemas placentarios o de cancer, ya que existen muchos paralelismos entre el desarrollo
placentario y tumoral. En la placenta, estas son funciones importantes desarrolladas por las células
del trofoblasto; el deterioro de estas funciones en dichas células puede provocar un mal desarrollo e
insuficiencia placentaria. Por ejemplo, las células citotrofoblasticas intermedias deben migrar y
diferenciarse en células trofoblasticas extravellosas para luego invadir y remodelar las arterias
espirales maternas para establecer el flujo sanguineo materno. Este es un proceso complejo y, cuando
se altera, se cree que contribuye a la etiologia de la PE y el retraso de crecimiento intrauterino®’.

Se ha visto que el microRNA- 455 sobreexpresado en nuestras muestras con alteraciones del
crecimiento CIR esta relacionado con la inhibicion del crecimiento celular y la migracion de células
HTR-8/SVneo a través de la modulacion del eje miR-455/RUNX218 |

Los estudios que evaltan la expresion global de microRNAs en placenta de embarazos con CIR son

escasos, posiblemente debido a la heterogeneidad de las etiologias subyacentes a esta condicion®’?.

Dado que los procesos patoldgicos preceden a los signos y sintomas clinicos de PE o RCIU, es
posible que los miRNAs identificados en este estudio puedan alterarse en la circulacién materna al

principio del embarazo y puedan servir como posibles biomarcadores predictores de PE o RCIU.

El estudio de los microRNAs en el embarazo y sus complicaciones asociadas, como la preeclampsia
(PE), larestriccién del crecimiento fetal (FGR) y el parto prematuro es ain desconocido. Durante la
Gltima década, el conocimiento de los microRNAs relacionados con el embarazo ha aumentado y
estan surgiendo los mecanismos moleculares por los que los microRNAS regulan el embarazo o sus
complicaciones asociadas. EI embarazo es una condicién fisioldgica alterada regulada por factores
genéticos (p. ej., genes heredados maternos), ambientales (p. €j., nutricion) y fisioldgicos (p. €j.,
inflamacidn, hipoxia). Muchos estudios sugieren que la expresion de microRNA se altera debido a

la respuesta a estos cambios.
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Ademas de controlar la expresion de diferentes factores relacionados con la angiogénesis, como
VEGFA, MMP2 y TIMP2, los miARN contribuyen a la regulacion del sistema renina-angiotensina
placentario controlando la expresion de factores antiangiogénicos, como sFlt-1 y sEng, asociado a la
resistencia vascular. Ademas, ciertos microRNASs regulan la produccién placentaria de NO y estan
relacionados con la presion arterial materna. Dado que los microRNAs pueden provocar la aparicion
y el desarrollo de la PEa través de diferentes vias, lainhibicidn de la la expresion de éstos y el bloqueo
de estas vias pueden ser eficaces para el tratamiento de la PE. Ademas, los distintos niveles de
expresion de los microRNAs pueden estar asociada con el desarrollo y el prondstico de la PE,
aumentando la precision de la prediccion de la progresion de la PE y los resultados clinicos. Teniendo
en cuenta la sobreexpresion y de los microRNAs y sus productos de expresion, los futuros
tratamientos de la PE podrian dirigirse a estos microRNAs y a las vias de sefializacion especificas y
PTEN/PI3K/AKT?L,

Por lo tanto, investigar la expresion diferencial de microRNAs circulantes puede ayudarnos a

comprender el mecanismo molecular de la interaccion materno-fetal en la preeclampsia.
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/.- CONCLUSIONES

e En relacion con las caracteristicas generales y la identificacion de riesgos clinicos que puedan

estar relacionados con la aparicion de enfermedad en el embarazo:

1. La preeclampsia y los trastornos del crecimiento intrauterino condicionan un
aumento significativo de inducciones del parto y cesareas.

2. Lapreeclampsiay los trastornos del crecimiento intrauterino se asociaron con recién
nacidos de menor peso y placentas de menor tamafio respecto al grupo control.

3. Laedad gestacional al nacimiento fue menor en todos los grupos de estudio respecto
al grupo control.

4. En nuestra poblacion de estudio, el IMC materno elevado se relaciond con una
mayor incidencia de preeclampsiay CIR.

5. EIl mantenimiento de un indice de pulsatilidad elevado en la semana 24 se asocio a

un mayor riesgo de presentar preeclampsia y retraso del crecimiento intrauterino.

e En relacién con la busqueda de potenciales biomarcadores genéticos en sangre periférica

para el diagnostico y pronostico de patologias asociadas al embarazo:

1. Los genes endoglina, factor inducible por hipoxia y angiopoyetina implicados en la
disfuncion endotelial y en la hipoxia, podrian ser utilizados como marcadores que
puedan predecir y/o detectar diversas patologias como Preeclampsia 'y CIR.

2. Las pacientes que tienen un embarazo con alteracion presentaron mayores
concentraciones de sEng en plasma que las embarazadas sanas debido a la

disfuncion endotelial que presentan incluso antes de las manifestaciones clinicas.
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e En relacion a la caracterizacion y cuantificacion de las Vesiculas extracelulares y su relacién

con las patologia materno-fetal, trastornos de crecimiento y preeclampsia:

1. Las VEs procedentes de los distintos grupos de estudio presentan caracteristicas
descritas por la sociedad Internacional de Vesiculas Extracelulares con una
morfologia redondeada un tamafio inferior a 200 nm, y presencia de la proteina de
membrana CDG63.

2. El nimero de VEs secretadas esta directamente relacionado con la severidad de la

enfermedad.

e En cuanto al contenido en microRNAs de las Ves plasmaticas:

1. Los niveles de algunos microRNAs se ven alterados en las diferentes
complicaciones relacionadas con el embarazo como los trastornos del crecimiento
y trastornos hipertensivos,

2. El microRNA 29c infraexpresado en todas las patologias estudiadas, podria ser

utilizado como biomarcador indicativo de alteracion gestacional.
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ANEXO 1 - Hoja de informacion para la paciente y
Consentimiento Informado
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Hoja de informacidn para la paciente:

Proyecto de investigacion: Estudio de biomarcadores en la preeclampsia y el
retraso de crecimiento uterino (CIR)

La investigacion es una de las principales maneras de mejorar el conocimiento en medicina. A traves
de este documento, le invitamos a participar en un estudio de investigacion que estamos llevando a cabo
en el Complejo Asistencial Universitario de Salamanca, para tratar de detectar marcadores biolégicos y
moleculares de preeclampsiay retraso de crecimiento intrauterino.

Antes de decidir tomar parte 0 no en este estudio, es importante que conozca por qué estamos
llevando a cabo esta investigacion y qué implicara en el futuro. Por favor, tmese su tiempo para leer con
detenimiento la informacion que le aportamos. Si tiene alguna duda adicional, no dude en consultarla con
las personas que coordinaran el estudio en el Hospital Universitario de Salamanca.

Este estudio de investigacion ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigacion de
Salamanca.

¢ Qué es la preeclampsia?

La preeclampsia es una complicacion grave del embarazo, cuyos sintomas clasicos son hipertension,
edemas y excrecion de proteinas en orina. Sin embargo, el espectro clinico de esta enfermedad es muy
amplio y puede que algunos de estos sintomas no estén presentes o bien haya otros diferentes. La
preeclampsia es una enfermedad multisistémica, que puede afectar al higado, los rifiones e incluso al
cerebro, dando lugar a un cuadro convulsivo denominado eclampsia.

El origen de la preeclampsia parece ser multifactorial, y esta relacionado con alteraciones de la
placenta, el sistema inmune y los vasos sanguineos, entre otros. Aungue en la actualidad existen pruebas
para tratar de identificar las pacientes con un aumento de riesgo para desarrollarla e instaurar un
tratamiento preventivo, estas pruebas no son completamente eficaces.

En el momento actual, no existe un tratamiento efectivo para esta enfermedad: sélo es posible
tratarla mediante la finalizacion de la gestacion. Este aspecto es especialmente importante cuando la
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preeclampsia aparece en edades gestacionales tempranas, ya que aumenta la prematurldad y empeora la
supervivencia del feto.

¢ Qué es la restriccion del crecimiento intrauterino?

El crecimiento uterino retardado o restringido (CIR) consiste en una disminucion del ritmo de
crecimiento del feto mientras se desarrolla dentro del Gtero, que tiene como consecuencia que el bebé
no consiga alcanzar el tamafio esperado para su edad gestacional y que, por lo tanto, tenga mas riesgo de
padecer complicaciones perinatales, entre ellas la prematuridad. Entre los factores que condicionan la
aparicion de un CIR estan las alteraciones placentarias, genéticasy las infecciones.

¢ Cual es el proposito de este estudio?

La finalidad de este estudio es mejorar el conocimiento de los factores que intervienen en la
instauracion de la preeclampsia y la aparicion de la restriccion del crecimiento intrauterino, mediante el
estudio de marcadores bioldgicos y moleculares, para tratar de conseguir en un futuro herramientas
terapéuticas que nos ayuden a mejorar los resultados perinatales disminuyendo los riesgos de la preeclampsia
y la prematuridad.

¢Estoy obligada a participar en el estudio?

La decision de participar en este estudio es totalmente personal y voluntaria. Si decide participar en
el mismo, se le pedira que firme un consentimiento informado para que quede constancia de su decision. En
cualgquier momento usted

podra revocar ese consentimiento y dejar de formar parte del estudio, sin tener que argumentar
ninguna razon. Su participacion en este estudio no afectara al resto de cuidados y controles que forman
parte de la atencion habitual a la embarazada en nuestro centro.

Si cambiara de opinién en relacién con sus muestras o sus datos, tiene derecho a solicitar su
destruccion o anonimizacion, a través de los responsables del proyecto. No obstante, debe saber que los
datos que se hayan obtenido en los analisis realizados hasta ese momento podran ser utilizados para los
fines solicitados y podran conservarse en cumplimiento de las obligaciones legales correspondientes.

¢ Qué pasara si participo en el estudio?

Su participacion en este estudio conlleva la obtencion y utilizacién de muestras biolégicas con
fines de investigacion, para lo que se observard la Ley 14/2007 de investigacion biomédica y el Real
Decreto 1716/2011, normativas que garantizan el respeto a los derechos que le asisten. Al firmar este
documento, usted acepta que se utilicen sus muestras para los fines de este estudio de investigacion.
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Si esta de acuerdo en participar en el estudio, le pediremos permiso para extraer una muestra
sanguinea (50 cc) para su analisis en el laboratorio.

Tras el parto, también solicitaremos guardar una muestra de la placenta. La obtencion de esta muestra
no afectara al recién nacido, ya que el cordon se clampa tras el nacimiento y la placenta habitualmente se
desecha. Todas las muestras estaran codificadas para garantizar la confidencialidad de sus datos.

Las muestras se archivardn y quedaran custodiadas conforme a la normativa vigente, por un
periodo maximo de 20 afios, en el laboratorio de Biologia Molecular del CAUSA. Pasado ese tiempo, se
procedera a su destruccion.

¢ Cuales son los posibles problemas o riesgos de formar parte de este estudio?

La extraccién de sangre periférica puede provocar dolor en el lugar de la puncién, o la posibilidad
de aparicion de equimosis en la zona del pinchazo, etc, siendo en general problemas leves.

¢Cudles son los beneficios de participar en el estudio?

Con su participacion desinteresada en este proyecto usted estara ayudando a la investigacion y la
busqueda de tratamientos para una enfermedad grave y que conlleva un alto riesgo tanto materno como fetal.

¢ Se garantiza la confidencialidad de mis datos?

Toda la informacion sobre sus resultados se tratara de manera estrictamente confidencial. Sus
datos estaran identificados mediante un cddigo, de manera que no incluya informacion que pueda
identificarle, y solo el equipo investigador podré relacionar dichos datos con usted. El equipo investigador
asume la responsabilidad en la proteccién de datos de caracter personal. Tanto sus muestras como sus
datos se mantendran bajo las condiciones de seguridad adecuadas y se garantiza que los sujetos no podran
ser identificados a través de medios considerados razonables por personas distintas a las autorizadas. Si
los resultados del estudio fueran susceptibles de publicacién en revistas cientificas, en ningin momento se
proporcionaran datos personales de los participantes en esta investigacion. Sus datos personales estaran
protegidos de acuerdo con lo establecido en Ley Orgénica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de
Datos Personales y garantia de los derechos digitales y el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento
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europeo y del Consejo de 27 abril de 2016 de Proteccion de Datos (RGPD, teniendo derecho a acceder,
rectificar o cancelar sus datos, , y puede limitar el tratamiento de datos que sean incorrectos, solicitar una
copia o que se trasladen a un tercero los datos que Ud. ha facilitado para el estudio. Para ejercitar sus
derechos, dirijase al investigador principal del estudio cuyos datos se especifican al final de este
documento. Asimismo, tiene derecho a dirigirse a la Agencia de Proteccién de Datos si no quedara
satisfecho.

¢ Qué ocurrira con los resultados obtenidos en este estudio?

Cuando se tengan datos suficientes para decir que el estudio esta completo, los datos se publicaran
en revistas médicas, para poder compartir las conclusiones del estudio con el resto de la comunidad
cientifica. Como se ha indicado previamente, en ningn caso usted podra ser identificada ni se mostraran
sus datos personales en dichas publicaciones.

¢Quién esta organizando este estudio?

Este estudio se esta llevando a cabo en el Complejo Asistencial de Salamanca, como un proyecto
colaborativo entre los Servicios de Obstetricia y Ginecologia, Hematologia y el Instituto de Investigacion
Biomédica de Salamanca (IBSAL).

Consiento al almacenamiento y uso de las muestras bioldgicas y de los datos asociados para futuras
investigaciones en las condiciones explicadas en esta hoja de informacion.

Sl o NO

Consiento en el uso futuro de los datos o las muestras que se han recogido en el presente estudio de
investigacion para realizar otras investigaciones relacionadas con la especialidad médica o el area de
investigacion del presente estudio

SIaoNO

Consiento en que en el futuro se acceda de nuevo a mi historia clinica para recoger datos que se
consideren importantes para realizar otras investigaciones relacionadas con la especialidad médica o el
area de investigacion del presente estudio

Sl o NO

¢A quién debo preguntar mis dudas sobre este estudio?
A las personas responsables de la parte clinica de este proyecto:
Nombre: Dra. Leire Ochoa de Eribe, Dra. Verdnica Alarcén Nombre: Dra. Ana Cubo Nava

Teléfono: 923291100 — ext. 55967 Teléfono: 923291100 - ext. 55381

128



Complejo Asistencial | . 8
Universitario l‘ Sacyl ‘ S Junta de

de Salamanca Castillay Ledn

CONSENTIMIENTOINFORMADO:

Proyecto de investigacion: Estudio de biomarcadores en la preeclampsiay el
retraso de crecimiento uterino (CIR)

Yo (Nombre y Apellidos)

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado
He hablado con el/la Investigador/a

Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:
12 Cuando quiera

22 Sin tener que dar explicaciones

32Sin que tenga ninguna repercusion negativa

Acepto voluntariamente participar en el Proyecto y autorizo el uso de toda la informacion
obtenida.
Entiendo que recibiré una copia firmada de este consentimiento informado

Nombre de la paciente Nombre del investigador/a

Firma: Firma:

Fecha: Fecha:
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Estudio de exosomas placentarios y
biomarcadores en preeclampsia, CIR y PEG

NHC:
NO
APELLIDOS: ———m o
NOMBRE: PATOEOGU\GRUPO:
o
. | PREECLAMPSIA
T CIRII
Extraccion de sangre (fecha): .......ccooevviveeie e, (1 CIR I
1 CIRIV
FUR: oo e SEMANAS: e, DIAS: oo
EDAD: oo PESO: oo . TALLA: covevveeeee TAS: e TAD: e
G...P..A..C... A TERMINO: ....... PRETERMINO: ...... VIVOS: ........ MFl:..........
RAZA: ..o, FUMADORA.: ............... N2 CIGARRILLOS: ....... AAS1T:........... DOSIS: ........mg
IPM AA UTERINAS S. 20: ............ IPM AA UTERINAS >P95S20?  [1SI [INO
IPM AA UTERINAS S. 24: ... IPM AA UTERINAS >P95S20?  [1SI [INO

DIABETES GESTACIONAL: 11T [J2T

(13T [INO

FACTORES DE RIESGO PARA PREECLAMPSIA (marcar si presente):

MAYORES MENORES
PE previa Edad > 40 afios
HTA crénica Nulipara

Enferm. renal crénica

>10 afios del ultimo parto

DM pregestacional

IMC>35

Trombofilia/LES/SAF

PE en familiar ler grado

Ovodonacion

| | NO TIENE FACTORES DE RIESGO PARA PE
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OTROS (marcar si presente y n9):

CIR previo
Feto muerto anteparto previo
Abortos de repeticidn

Enfermedad Autoinmune
Sefale cual:

| | No presenta otros factores

PLACENTA

Fecha de recogida

Peso (g)

Espesor (cm)

Didmetro mayor (cm)

Didmetro menor (cm)

CORDON

Patologia | I No
[J Circular
[J Bandolera
[0 Otras

Insercion | [ Central




J Marginal
[0 Velamentosa

DATOS FIN DE GESTACION

DATOS AL DIAGNOSTICO

Edad gestacional (semanas)

Edad gestacional (semanas)

Percentil PFE

Percentil PFE

IPAU

IPAU

IPAU>p95

IPAU>p95

IPACM

IPACM

IPACM<p5

IPACM<p5

ICP

ICP

ICP<p5

ICP<p5

IPM AA UTERINAS

IPM AA UTERINAS

IPM AA UTERINAS >p95

IPM AA UTERINAS >p95

Induccién de parto (SI/NO)

DV

Tipo de parto

DV>p95

Motivo cesarea

Sexo fetal

Peso fetal (g)

Peso fetal (percentil)
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

- INSTRUCCIONES PARA LA RECOGIDA DE MUESTRAS.
PROYECTO BIOMARCADORES EN PREECLAMPSIA

En el momento de ingreso en el paritorio se solicitara la participacion en el estudio a las
pacientes que cumplan los criterios de inclusién (pacientes con preeclampsia, CIR, PEG o
HTA).
Se entregara el Consentimiento Informado. Si la paciente acepta, lo firmara y se guardara
en el archivador la ultima hoja firmada por la paciente.
Se rellenard la hoja de datos, indicando la fecha de extraccidon de sangre. Esta hoja se
almacenara con el Cl en el archivador.
Se obtendra una muestra de sangre periférica que sera recogida de la siguiente forma a
CASOS Y CONTROLES:
O 3tubos de 10 cc con EDTA (tapén morado)
O 2tubos de 10 cc con heparina (tapon blanco, estan en la nevera de muestras)
O 1tubo de 10 cc con gelosa (tapdn rojo)
- Todos los tubos serdn correctamente identificados y enviados a los laboratorios.
- Si no es posible enviarlos en el momento, se guardaran en nevera.
- Se enviaran de esta forma (hay sobres preparados para ello):
1. LABORATORIO DE BIOLOGIA MOLECULAR. DR. FRANCISCO BOIX, EXT. 55338.
a. 1tubo 10 CC EDTA (tapon morado)
b. 1tubo 10 cc gelosa (tapdn rojo)
2. UNIDAD DE TERAPIA CELULAR, DRA. SANDRA MUNTION, EXT 55750.
a. 2tubos 10 cc EDTA (tapén morado)
b. 2tubos 10 cc heparina (tapén blanco)
Sefalar en la historia de la paciente que participa en el estudio, para poder recoger la
muestra de placenta tras el parto.
Tras el parto, a los CASOS serd necesario:
Medir placenta (diametro mayor x didmetro menor)
Pesar placenta.
Medir grosor de placenta.
Extraer cotiledon, dejarlo en un frasco en PBS y enviar a LABORATORIO BIOLOGIA
MOLECULAR (Dr. Franciso Boix) o, si no es posible, guardar en NEVERA a 42C y
enviar al dia siguiente.

o p T o

Si se puede, enviar el mismo dia sangre y placenta a los laboratorios citados. Si no es
posible, enviar al dia siguiente y MANTENER LA MUESTRA EN NEVERA mientras tanto.
Registrar con nombre y DNI cada profesional que participe en el estudio y la funcién que
ha realizado (pueden ser mas de uno).

Al terminar, dejar esta hoja con los datos recogidos en la carpeta que esta situada en el
mostrador encima de la nevera de muestras.
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FECHA DEL PARTO / CESAREA

DIAMETRO MAYOR PLACENTA

DIAMETRO MENOR

PESO (g)

GROSOR (mm)

PATOLOGIA CORDON

NO

Circular

Arteria umbilical Unica
Nudo verdadero
Otras

INSERCION CORDON

OO00O00000

Central
Marginal
Velamentosa

PERSONAL QUE HA PARTICIPADO EN EL ESTUDIO

TAREA NOMBRE Y APELLIDOS DNI

PROFESIONAL

Informacidén a la
paciente y recogida
de datos

Extraccion de
sangre

Recogida de
muestra de
placenta
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ANEXO 4 - TagMan Human MicroRNA Array A
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TagMan® Human MicroRNA Array A
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ANEXO 5 - Ejemplo de captura de NTA (NANOSIGHT)

143



144



NANOSIGHT

Concentration (particles / ml)

o Caplure~11-58-28
Capture~11-59-33
Capture-12-00-38

I I I 1
500 600 oo 800 800 1000

Size (nm)
FTLA Concentration / Size graph for Experiment:
Capture 2022-03-10 11-57-10

Concentration (particles / ml)

Capture 2022-03-10 11-57-10

&0 -

an ~

20 4

10 4

T U I U 1
500 600 700 800 800 1000

Size (nm)

I T
100 200 300
Averaged FTLA Concentration / Size for Experiment:
Capture 2022-03-10 11-57-10

Error bars indicate + /-1 standard error of the mean

Included Files

Capture 2022-03-10 11-58-28
Capture 2022-03-10 11-59-33
Capture 2022-03-10 12-00-38

Details

NTA Version: MNTA 3.4 Build 3.4.003

Script Used: S0P Standard Measurement 11-57-10AM 10~

Time Captured: 11:57:10 10/03/2022

QOperator: Sara

Pre-treatment:

Sample Name:; 124-20 SMO. CIR (Retraso uterino)

Diluent: PBS 1X pH 7.6 1:100

Remarks: 124-20 SMO. CIR (Retraso uterino) 1:100 PBES
1XpH7.6 3 capturas 60 seg dilution SG 11.2
CLS

Capture Settings

Camera Type: sCMOS

Laser Type: Blued&d

Camera Level: 9

Slider Shutter: 607

Slider Gain: 15

FPS 250

MNumber of Frames: 1498

Temperature: 250-250°C

Viscosity: 1.0cP

Dilution factor: Dilution net recorded

Syringe Pump Speed: 100

Analysis Settings

Detect Threshold: 2

Blur Size: Auto

Max Jump Distance: Auto: 12.8 - 13.8 pix

Results

Stats: Merged Data

Mean: 156.1 nm
Mode: 118.3 nm
S 583 nm

D10: 104.4 nm
D50: 140.5 nm
DS0: 2236 nm

Stats: Mean +/~ Standard Error

Mean: 156.7 +-3.5nm
Mode: 1201 +-59nm
Sh: 59.2 +/1.5nm
D10: 1053+~ 2.4nm
Ds0: 141.2 +~- 4.4 nm
D80: 2285+/-11.9 nm

Concentration (Upgrade): 4.53e+08 +/- 4 14e+07 particles/ml
450 +/- 2.3 particles/frame

62.0 +/~ 1.6 centresfframe
Concentration measurements may be unreliable

See summary file for more info
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Intensity / Size graph for Experiment:
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Script Used: (Full Text):

S0P Standard Measurement 11-57-10AM 10Mar2022 txt

L
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T 1
800 1000
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