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1 RESUMEN

Implementacion clinica del cociente sFlt-1/PIGF como herramienta
diagnostica y prondstica de la preeclampsia y la restriccion del crecimiento

Intrauterino.

Introduccion

La preeclampsia (PE) es un trastorno hipertensivo gestacional que se caracteriza
por la existencia de un dafio vascular sistémico materno. Afecta al 2-8% de los embarazos
y es la segunda causa de mortalidad obstétrica, estando involucrada en el 15% de las
muertes maternas, lo que supone mas de 50.000 casos anuales (1, 2). Por su parte, la
restriccion del crecimiento intrauterino (CIR) hace referencia a una situacion en la que el
feto no alcanza todo su potencial de crecimiento. Afecta al 3-5% de gestaciones en
nuestro medio, y se ha relacionado con una mayor morbimortalidad neonatal y otras
comorbilidades en la infancia y edad adulta (3). Ambas se engloban en el mismo espectro
de complicaciones gestacionales derivadas de una disfuncion placentaria (DP), y se
asocian con un aumento de la morbimortalidad tanto materna como fetal, especialmente
cuando abocan a una finalizacion de la gestacion antes del término. Por tanto, comparten
factores de riesgo, y con frecuencia ocurren de manera simultanea, circunstancia que
incrementa los resultados adversos (4). Un diagnéstico preciso y precoz, asi como una
optimizacion de los cuidados prenatales, resultan criticos para la reduccion de sus

posibles complicaciones (5).

Los diagnodsticos de PE y CIR se han basado tradicionalmente en criterios clinicos,
analiticos y ecograficos relativamente inespecificos, al no estar fundamentados en la
etiopatogenia subyacente. Se ha catalogado como PE aquella gestacion complicada con
hipertension arterial (HTA) y proteinuria de nueva aparicion a partir de la semana 20 de
embarazo, admitiéndose en los tltimos afios que, en ausencia de proteinuria, la existencia
de otro dato de afectacion de 6rgano diana (alteraciones hepaticas, renales o neurologicas)
también permite su diagnostico (6), y como CIR aquel feto con un peso fetal estimado
(PFE) menor del percentil (p) 10 con alteraciéon hemodinamica (de la arteria umbilical
(AU), arteria cerebral media (ACM) o ductus venoso (DV)) o con un PFE <p 3 (7, 8).

Sin embargo, estos hallazgos no siempre preceden al desarrollo de complicaciones, y por
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tanto su capacidad predictiva de complicaciones de origen placentario es limitada:
complicaciones tan graves como el sindrome de hemolisis, elevacion de transaminasas y
plaquetopenia (HELLP) y la eclampsia, por ejemplo, debutan sin HTA y/o proteinuria en
un 15% y 40% de los casos, respectivamente (9). De hecho, se ha cuestionado incluso
que todos estos criterios estén realmente relacionados con un peor prondstico materno y/o
fetal: el estudio PIERS (Preeclampsia Integrated Estimate of RiSk) ha analizado la
relacion entre los criterios de severidad y la aparicion de fenémenos adversos, y ha
concluido que algunos de estos criterios como la aparicion de cefalea, alteraciones
visuales, dolor epigéstrico, TAS > 160 mmHg o proteinuria intensa en la tira de orina no
se relacionan de forma significativa con un aumento final de la morbimortalidad materna

y fetal (5).

Desde hace mas de medio siglo (10), se especula con la existencia de una relacion entre
una placentacion deficiente y la induccion de un dafio vascular materno a través de algiin
tipo de “factor toxico” liberado por la placenta dafiada. Y ha sido en las ultimas dos
décadas cuando se ha conseguido atribuir este vinculo a la aparicion de un desequilibrio
entre factores reguladores de la angiogénesis: la placenta hipoperfundida libera de forma
masiva a la circulaciéon materna el factor anti-angiogénico “soluble fms-like tyroxin
kinase-1” (sFlt-1). Este se adhiere a los dominios de unién de los factores pro-
angiogénicos “vascular endotelial growth factor (VEGF) y “placental growth factor”
(PIGF), variando la configuracion de estas proteinas e induciendo una reduccion
significativa de la cantidad de VEGR y PIGF en suero materno. El desequilibrio entre
estos factores parece ser el responsable del dafio endotelial que origina el cuadro clinico
de PE (11). Ya en diversos estudios se han encontrado, en el suero de madres que
desarrollan PE, concentraciones aumentadas del cociente sFlt-1/PIGF entre cinco y ocho
semanas antes de su establecimiento clinico (12). De un modo similar, tanto la severidad
como la velocidad de progresion de la PE se han correlacionado positivamente con las
concentraciones circulantes del cociente sFlt-1/PIGF. Y, por ultimo, se ha observado que
los niveles del cociente sFlt-1/PIGF en caso de PE se normalizan tras el parto (11). El
trabajo de Rana et al. publicado en 2012 (13) introdujo un enfoque novedoso para
demostrar la fuerte correlacion entre la elevacion del cociente sFlt-1/PIGF en gestantes
con sospecha de PE y la aparicion de eventos adversos que obligan a adelantar la
finalizacion del embarazo: antes de la semana 34, el parto tuvo lugar en las siguientes dos

semanas en el 86% de los casos con un cociente sF1t-1/P1GF > 85 vs. 16% con un cociente
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sFIt-1/PIGF < 85 (RR 15.2; IC 95%: 8.0 - 28.7). Ademas, el cociente sFlt-1/PIGF fue el
mejor predictor de resultados adversos con un area bajo la curva (AUC) de 0.85, IC 95%:
0.79 — 0.91), en comparacién con otros parametros tradicionalmente diagnosticos de PE
como la tension arterial sistolica (0.76), acido trico (0.79), creatinina (0.68) y ALT (0.62).
Por ultimo, una vez diagnosticada la PE, también se ha comprobado la estrecha relacion

inversa entre los valores del cociente sFlt-1/PIGF y el tiempo restante hasta el parto (14).

La calidad de la atencion médica ha resultado ser hasta el momento el tinico factor
pronostico modificable de la PE, de modo que la optimizacion de la actitud médica basada
en guias de actuacion con evidencia cientifica hace que disminuya de manera sustancial
la tasa de complicaciones maternas respecto a un manejo no estandarizado (5). Ello,
asociado al hecho de que una medicion seriada del cociente sFlt-1/PIGF se ha demostrado
capaz de aportar informacion sobre un pronostico individualizado (15,16), hace que se
plantee la inclusion de los biomarcadores angiogénicos como herramienta diagndstica y

prondstica de la PE y el CIR (17).

Sin embargo, dado el coste econdmico de la determinacion de factores
angiogénicos, el principal reto para la implantacion del cociente sFlt-1/PIGF en nuestro
medio reside en la correcta identificacion de gestantes sobre las cuales aplicar estos
biomarcadores. Actualmente existen multiples estrategias que combinan datos de la
historia y exploracion materna, estudio Doppler ecogréfico de arterias uterinas (AUt) y
bioquimicos (incluido el PIGF) para cribar de manera precoz la PE, con una sensibilidad
y especificidad proximas al 90% (18). Algunas de estas estrategias han sido ya exploradas
por nuestro grupo de investigacion (19,20). Paralelamente, y de forma complementaria,
se esta trabajando en la elaboracion de programas de deteccion precoz de la PE en la
segunda mitad del embarazo, que incluyan la determinacién (Unica o seriada) del cociente
sFlt-1/PIGF, y resulten sencillos y econdmicos (21). Estos tltimos estan encaminados a
mejorar la capacidad de reconocimiento y de optimizacion del seguimiento de la PE y

CIR, y seran el objeto fundamental de estudio de la presente tesis.
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Objetivos

Los objetivos de las publicaciones que componen la presente tesis doctoral son:

Primer articulo: definir una estrategia de implementacion del cociente sFlt-

1/PIGF en la semana 24 - 28 de gestacion en pacientes con criterios de alto
riesgo de desarrollar trastornos placentarios, y analizar si esta estrategia
permite predecir con precision el riesgo de desarrollar PE/CIR.

Segundo articulo: estudiar si los puntos de corte establecidos para la

plataforma més comunmente empleada para la medicion del cociente sFlt-
1/PIGF (Elecsys®) son superponibles, intercambiables y por tanto
generalizables para otra nueva plataforma (Kryptor), cuando se emplea para
nuestra estrategia de implementacion entre las 24 - 28 semanas.

Tercer articulo: evaluar si la determinacion del cociente sFlt-1/PIGF permite
predecir, en el caso de la PE precoz, el riesgo de desarrollo de resultados
adversos materno-fetales y el tiempo estimado hasta que aparece la necesidad

de finalizacion de la gestacion.

Material y métodos

Primer articulo: estudio observacional prospectivo de cohortes de todas las

gestaciones Unicas que acudieron a nuestro centro para la realizacion de la
ecografia morfologica fetal (semana 19 + 0 a 22 + 0), con fecha probable de
parto entre febrero de 2014 y marzo de 2016. De entre ellas se seleccionaron,
en base a los criterios de alto riesgo a priori de PE existentes en su historia
clinica y de su indice de pulsatilidad medio de las arterias uterinas (IPmAU),
aquellas candidatas a seguimiento intensivo en semana 24 + 0 a 28 + 6. Dicho
seguimiento incluy6 una ecografia de control de crecimiento fetal, toma de
tension arterial y analitica materna para la medicion del cociente
proteinas/creatinina en orina y del cociente sFlt-1/PIGF en sangre. El manejo
clinico posterior se establecid en base al protocolo previamente publicado por
nuestro grupo de trabajo, y respetando las guias clinicas de la Sociedad
Espaiiola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO) vigentes durante el estudio
(22,23). Evaluamos la incidencia de PE/CIR, la edad gestacional (EG) al

parto: < 32 + 0 (precoz), 32 + 0 — 35 + 6 (intermedio), > 36 + 0 semanas
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(tardio), y el rendimiento diagndstico mediante el analisis del AUC de cada
variable registrada para PE/CIR.

Segundo articulo: estudio observacional de casos y controles entre 21

gestaciones complicadas con PE/CIR y 21 controles sin PE/CIR y con parto
a término, emparejados por paridad e indice de masa corporal (IMC), todos
ellos seleccionados a partir del estudio prospectivo de cohortes en que se basa
el primer articulo. En la misma muestra sanguinea extraida en la evaluacién
de la semana 24 - 28 se analizo el cociente sFlt-1/PIGF con las plataformas
Elecsys® y Kryptor. Se categorizo la variable PE/CIR en precoz (< 32 + 0
semanas) y tardia ( > 32 + 0 semanas). El objetivo fue analizar la
comparabilidad de ambos métodos de medicion, asi como la validez, para el
nuevo método, de los puntos de corte previamente establecidos para la
plataforma Elecsys®.

Tercer articulo: estudio observacional prospectivo de cohortes en que se

seleccionaron todos los casos de PE precoz de gestaciones unicas
diagnosticados en nuestro centro entre enero de 2016 y diciembre de 2018.
Se planted un manejo expectante con monitorizacion intensiva y finalizacion
de la gestacion siguiendo las guias clinicas de la SEGO (22), y se analizaron
los resultados en funcion del momento de finalizacion (< 48 horas tras el
diagndstico vs > 48 horas). Se evalud la EG al parto, las complicaciones
maternas y perinatales y el rendimiento diagnostico de diferentes parametros,
tanto rutinarios (enzimas hepaticas, creatinina, proteinuria, plaquetas, tension

arterial) como del cociente sFIt-1/PIGF.

Resultados

Primer articulo: la incidencia global de PE/CIR precoz, intermedia y tardia
fue de 0,3%, 0,7% y 3,2% respectivamente, siendo mayor en el 4,3% de
mujeres seleccionadas para el seguimiento intensivo: 5,8%, 8,7% y 15,4%
respectivamente (todas p < 0,001). EI AUC con su IC al 95% del cociente
sFIt-1/P1GF para la deteccion de PE/CIR precoz fue de 0,98 (0,97 — 1,00), y
el cociente sFlt-1/PIGF > p 95 demostr6 una sensibilidad (%) de 100 (IC 95%:
78,5 — 100) y una especificidad (%) de 80,6 (IC 95%: 75,0 — 85,2). E1 AUC
del cociente sFIt-1/PIGF para la deteccion de PE/CIR intermedio y tardio fue
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de 0,87 (IC 95%: 0,77 — 0,97) y de 0,68 (IC 95%: 0,58 — 0,79)
respectivamente.

Segundo articulo: los casos de PE/CIR demostraron una mediana (IQR)

significativamente mayor de los valores del cociente sFlt-1/PIGF que los
controles en la semana 24 - 28 de gestacion, tanto con la plataforma Elecsys®
como Krytor: 55 (13 —254) y 97 (13 — 530) vs. 4,1 (2,0 -6,5) y 3,9 (1,8 —
7,7) respectivamente. La correlacion del cociente sFlt-1/PIGF entre ambos
métodos de medicion fue excelente (r°= 0,95), pese a que con la plataforma
Kryptor se observaron valores inferiores de PIGF y mayores de sFlt-1/PIGF.
La mayor precision diagndstica para la PE/CIR precoz se obtuvo con el punto
de corte > 85 (95,2%, IC 95%: 83,8 — 99,4%) en ambas plataformas.

Tercer articulo: se registraron resultados adversos maternos y perinatales en
25/76 (32,9%) de los casos y en 13/69 (18,8%) de los recién nacidos,
respectivamente. Las AUC para el cociente sFlt-1/PIGF fueron de 0,59 (IC
95%: 0,42 — 0,75) y de 0,75 (IC 95%: 0,62 — 0,88) para las complicaciones
maternas y perinatales respectivamente. Al realizar un manejo expectante de
la PE precoz, se objetivd que las pacientes que precisaron finalizar la
gestacion en las primeras 48 horas presentaban valores significativamente
mayores del cociente sFlt-1/PIGF (cociente > 655 ng/mL en 47,4% vs 5,3%,
p <0,01) y significativamente menores de PIGF (<12 pg/mL en 15,8% vs 0%,
p = 0,01). Ademas, se observo una correlacion inversa entre el valor del
cociente sFIt-1/PIGF y el tiempo hasta el parto: 4,4 dias en casos de cociente
> 655 (vs 12,1 si cociente < 655, p < 0,01). El riesgo relativo de finalizacion
de la gestacion en las primeras 48 horas resultdo de 5,3 para valores del

cociente > 655 (IC 95%: 2,7-10,6, p < 0,01).

Conclusiones

Primer articulo: La implementaciéon de una estrategia contingente de
medicion del cociente sFIt-1/PIGF en la semana 24-28 de gestacion en
pacientes previamente seleccionadas segun factores clinicos y el Doppler de
arterias uterinas permite realizar una prediccion precisa del riesgo de PE/CIR.
Esta capacidad es 6ptima para predecir la PE/CIR que requiere finalizar la

gestacion antes de la semana 32.
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Segundo articulo: La medicion del cociente sFlt-1/PIGF presenta una buena

correlacion entre las plataformas Elecsys® y Kryptor, y los puntos de corte de
> 38 y > 85 ofrecen una alta precision diagnostica en el asesoramiento de
PE/CIR precoz en la semana 24-28 con ambos métodos.

Tercer articulo: La obtencién de un cociente > 655 al diagndstico se asocia
con un riesgo 5 veces mayor de parto en menos de 48 horas. Ninguno de los
pardmetros resultd un buen predictor de resultados adversos maternos o

perinatales.
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2  SUMMARY

Clinical implementation of sFIt-1/PIGF ratio as diagnostic and prognostic
tool for preeclampsia and intrauterine growth restriction

Introduction

Preeclampsia (PE) is a gestational hypertensive disorder characterized by a
systemic vascular maternal disease. It affects 2-8% of pregnancies, and is the second
cause of obstetric mortality, being involved in 15% of maternal deaths, which means more
than 50,000 cases per year (1, 2). Fetal growth restriction (FGR) refers to a situation
where the fetus does not reach his full growth potential. It affects 3-5% of pregnancies
and is related to an increased neonatal morbimortality and other comorbidities during
infant and adulthood (3). Both PE and FGR are included in the same spectrum of
pregnancy complications derived from placental dysfunction, and are associated to higher
maternal and fetal morbimortality, especially when leading to a preterm delivery. Thus,
they both share risk factors, and often appear simultaneously, this increasing adverse
outcomes (4). Accurate and early diagnosis, as well as the optimization of perinatal care,
are of capital importance for the reduction of their potential complications (5).

PE and FGR diagnosis have traditionally been based on relatively non-specific
clinical, analytical and ultrasound criteria, since none of them are in fact based on the
underlying etiopathology. PE has been defined as every pregnancy complicated with
newly diagnosed hypertension (HT) and proteinuria below 20 weeks of pregnancy,
admitting in the last years that, in the absence of proteinuria, the existence of any sign of
other organ affection (hepatic, renal or neurological) also allows its diagnosis (6). FGR
has been described as an estimated fetal weigh (EFW) under the 10" centile with
hemodynamic imbalance (umbilical artery pulsatility, middle cerebral artery, venous
ductus) or an EFW < 3" centile (7, 8). However, all these findings do not always precede
the occurrence of complications, and therefore its predictive capacity of placental related
complications remains limited: severe complications such as HELLP syndrome
(hemolysis, liver enzymes elevation and low platelets) and eclampsia, for example, debut
without HT and/or proteinuria in 15% and 40% of cases, respectively (9). In fact, it has
even been discussed that those criteria are really related to a worse maternal and/or fetal
prognosis: the PIERS study (Preeclampsia Integrated Estimate of RiSk) has analyzed the
relationship between risk factors and the overcoming of adverse events, concluding that

some severity criteria such as headache, photopsia, epigastric pain, systolic blood
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pressure (SBP) > 160 mmHg or intense proteinuria are not significantly related to an
increased risk of maternal and fetal morbimortality (5).

Since more than half a century (10) experts are speculating with the existence of
a relationship between a deficient placentation and the induction of a maternal vascular
injury via some “toxic factor” released by this damaged placenta. It is in the last two
decades that it has been possible to attribute this link to an imbalance of angiogenic
regulating factors: the hypoperfused placenta massively releases to the maternal
circulation the anti-angiogenic factor “soluble fms-like tyroxin kinase-1” (sFlt-1). This
sFlt-1 links to the proangiogenic factors “vascular endotelial growth factor (VEGF) and
“placental growth factor” (PIGF), changing their configuration and therefore inducing a
significant reduction of the amount of free VEGF and PIGF in the maternal serum. The
imbalance between those factors seems to be the final responsible of the endothelial injury
leading to PE (11). Several studies have already found increased concentrations of sFlt-
1/P1GF ratio between five and eight weeks before the onset of clinical PE manifestations,
in serum of mothers who later will develop PE (12). In a similar way, both the severity
and the speed of progression of PE are positively correlated to circulating levels of sFlt-
1/PIGF ratio. And finally, it has been observed that sFlt-1/PIGF levels normalize after
delivery (11). The investigation published by Rana ef al. in 2012 (13) brought a novel
approach for the demonstration of the strong correlation between the increase of the sFlt-
1/PIGF ratio in women with suspected PE and the development of adverse events leading
to a preterm delivery: before 34 weeks of pregnancy, delivery took place in the following
two weeks in 86% of patients showing a sFlt-1/PIGF ratio > 85, vs. 16% when the sFlt-
1/PIGF ratio was < 85 (RR 15.2; 95% IC: 8.0 - 28.7). Furthermore, sFIt-1/PIGF ratio
appeared to be the best indicator of adverse outcomes (area under the curve: 0.85, 95%IC:
0.79 — 0.91) when compared to other traditional diagnostic parameters of PE, such as
systolic blood pressure (0.76), uric acid (0.79), creatinine (0.68) and ALT (0.62). And
last, but not least, once PE has been diagnosed, it has also been demonstrated the tight
inverse relationship between sFIt-1/PIGF values and time to delivery (14).

So far, prenatal care has demonstrated to be the only modifiable prognostic factor
of PE, and therefore its optimization based on scientific evidenced clinical guidelines
makes maternal complications significantly lower, compared to a non-standardized
management (5). This, associated to the fact that serial measurement of sFlt-1/PIGF ratio

has demonstrated its ability to arise an individualized prognosis (15, 16), leads to the
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proposal of including angiogenic biomarkers as diagnostic and prognostic tools for PE
and FGR (17).

However, due to the economic costs of angiogenic factors determination, the main
challenge for the implementation of sFlt-1/PIGF ratio remains in the correct identification
of patients in those to apply these biomarkers. There currently exist several strategies
combining maternal history and examination data, ultrasound information (Doppler
evaluation of uterine arteries) and biochemical parameters (including PIGF) for an early
PE screening, with a sensibility and specificity close to 90% (18). Some of those strategies
have already been explored by our investigation group (19, 20). Concurrently, and in a
supplementary way, early detection programs of PE for the second half of pregnancy are
also being elaborated including the determination (unique or recurrent) of sFlt-1/PIGF
ratio, which are mend to be simple and economical (21). These aim to improve the
recognition and to optimize the follow-up of PE and FGR and will be the main target of

the current thesis.

Objectives

The objectives of the publications composing the current doctoral thesis are:

- First article: defining a strategy of implementation of the sFlt-1/PIGF ratio at
24 — 28 weeks of pregnancy in patients with high risk factor for placental
disease and analyzing if this strategy allows an accurate prediction of the
development of PE/FGR.

- Second article: studying if the already established cutoff points validated for
the most common platform for the determination of sFIt-1/PIGF ratio
(Elecsys®) are equivalent, interchangeable, and therefore widely applicable
for a new platform (Kryptor), when used for our implementation strategy at
24 — 28 weeks.

- Third article: evaluating if the determination of sFlt-1/PIGF ratio allows to
predict, for early PE, the risk of developing adverse feto-maternal outcomes

and the time leading to the need of terminating the pregnancy.
Materials and methods

- First article: cohort observational prospective study of every singleton

pregnancy attending our hospital for the second trimester scan (19 + 0 to 22
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+ 0 weeks of pregnancy), with estimated date of delivery between February
2014 and March 2016. Based on the a priori high risk criteria of their medical
history and on their mean uterine arteries pulsatility index (mUtAPI), we
selected those candidates for intensive monitoring at 24 + 0 to 28 + 6 weeks
of pregnancy. This follow-up included fetal growth ultrasound monitoring,
blood pressure testing and mother blood testing for the determination of
protein/creatinine and sFIt-1/PIGF ratios. Clinical management was
established based on our previously published protocol, respecting current
clinical guidelines of the Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia
(SEGO) (22, 23). We evaluated the incidence of PE/FGR, the gestational age
at delivery: <32 + 0 (early), 32 + 0 — 35 + 6 (intermediate), > 36 + 0 weeks
(late), and the diagnostic performance of PE/FGR for each parameter by using
the area under the curve (AUC).

Second article: case-control observational study between 21 pregnancies
complicated with PE/FGR and 21 controls without PE/FGR and with term
delivery, matched by parity and body mass index (BMI). All of them were
selected from our previous prospective cohort study in which is based the first
article. In the same blood sample from 24 + 28 weeks check-up we analyzed
sFtl-1/PIGF ratio with both Elecsys® and Kryptor platforms. PE/FGR
outcome was categorized as early (< 32 + 0 weeks) and late (> 32 + 0 weeks).
The goal was to analyze the comparability of both measurement tests, as well
as the validity for the new platform of the already established cutoff points
for the Elecsys® platform.

Third article: observational prospective cohort study in which every early PE
diagnosed in singleton pregnancies at our hospital between January 2016 and
December 2018 was selected. An expectant management was settled out, with
intensive monitoring and delivery decisions according to SEGO clinical
guidelines (22), and results were analyzed according to the moment of
delivery (48 hours after diagnosis vs. > 48 hours). We evaluated the
gestational age at delivery, maternal and perinatal complications and the
diagnostic performance of different parameters, both routine ones (liver
enzymes, creatinine, proteinuria, platelets, blood pressure) and sFlt-1/PIGF

ratio.
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Results

First article: global incidences of early, intermediate, and late PE/FGR were
0.3%, 0.7% and 3.2% respectively, being higher in the 4.3% of women
selected for intensive monitoring: 5.8%, 8.7% and 15.4% respectively (all p
< 0.001). The AUC with 95% confidence interval (CI) of sFIt-1/PIGF ratio
for detection of early PE/FGR was 0.98 (0.97 — 1.00), and a sFIt-1/P1GF ratio
> 95 percentile showed a sensitivity (%) of 100 (95% CI: 78.5 — 100) and a
specificity (%) of 80.6 (95% CI: 75.0 — 85.2). The AUC of the sFlt-1/PIGF
ratio for the detection of intermediate and late PE/FGR was 0.87 (95% CI:
0.77 — 0.97) and 0.68 (95% CI: 0.58 — 0.79) respectively.

Second article: PE/FGR cases showed a significantly higher median (IQR) of
the sFIt-1/PIGF ratio than controls at 24 — 28 weeks, both with Elecsys® and
Kryptor platforms: 55 (13 — 254) and 97 (13 — 530) vs. 4.1 (2.0-6.5)y 3.9
(1.8 — 7.7) respectively. The correlation of the sFIt-1/PIGF ratio between the
two platforms was excellent (r*= 0.95), despite lower PIGF values and higher
sFlt-1/PIGF were observed using Kryptor platform. The higher diagnostic
accuracy was obtained for early PE/FGR at the cutoff value of > 85 (95.2%,
95% IC: 83.8 — 99.4%), in both platforms.

Third article: adverse maternal and perinatal outcomes were observed in
25/76 (32.9%) of cases and 13/69 (18.8%) of newborns, respectively. The
AUC for sFlt-1/P1GF ratio for maternal and perinatal complications were 0.59
(95% IC: 0.42 — 0.75) and 0.75 (95% IC: 0.62 — 0.88), respectively. When
carrying out an expectant management of early PE, patients in need of
delivery during the first 48 hours showed significantly higher levels of sFIt-
1/PIGF ratio (ratio > 655 ng/mL in 47.4% vs 5.3%, p < 0.01) as well as
significantly lower values of PIGF (<12 pg/mL in 15.8% vs 0%, p = 0.01).
Besides, we observed an inverse correlation between sFIt-1/P1GF ratio and
time to delivery: 4.4 days when ratio > 655 (vs 12.1 days if ratio < 655, p <
0.01). The relative risk of need-to-deliver during the first 48 hours was of 5.3
for sFlt-1/PIGF ratio > 655 (95% IC: 2.7-10.6, p < 0.01).
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Conclusions

- First article: A contingent strategy of measuring the sFlt-1/PIGF ratio at 24—
28 weeks in women previously selected by clinical factors and mUtAPI
enables an accurate prediction of PE/FGR. This performance is optimal to
predict PE/FGR requiring delivery before 32 weeks.

- Second article: sFlt-1/PIGF measurements correlates well between Elecsys®
and Kryptor platforms, and the cutoffs of > 38 and > 85 exhibit high
diagnostic accuracy for assessing early PE/FGR at 24-28 weeks with both
methods.

- Third article: sFlt-1/PIGF ratio > 655 at diagnosis was associated with a 5-
fold increased risk of delivery in < 48 h. None of the parameters were good

predictors of adverse maternal or perinatal outcomes.
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3 REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Disfuncion placentaria en la restriccion del crecimiento

intrauterino y la preeclampsia:

3.1.1 Conceptos

El crecimiento intrauterino restringido (CIR) y la preeclampsia (PE) son dos
patologias que se engloban en el espectro de complicaciones gestacionales derivadas de
una disfunciéon placentaria (DP). El CIR afecta al 3-5% de gestaciones en los paises
desarrollados, y se asocia a morbilidad tanto neonatal como en la infancia y la edad adulta.
Por su parte, la PE afecta al 2-8% de las gestaciones, y es la segunda causa de mortalidad
materna, responsable del 15% de las muertes, es decir mas de 50.000 casos anuales.
Ademads, es la primera causa de prematuridad iatrogénica (4). Ambas patologias
comparten factores de riesgo, y con frecuencia ocurren simultdneamente: la PE precoz
(aquella que condiciona el parto antes de la semana 32-34 de gestacion) se asocia en la
mitad de los casos a CIR (24), siendo la forma donde mdas aumentan los resultados
adversos maternos y fetales. Resulta por ello esencial conocer ambas entidades y
optimizar su manejo, tanto en términos de capacidad diagndstica como de actitud
terapéutica. De hecho, a dia de hoy, la optimizacién de la atencidon prenatal es el tinico
factor prondstico modificable capaz de reducir e incluso evitar las complicaciones

maternas y perinatales derivadas de la PE (25).

3.1.1.1 Crecimiento intrauterino restringido

El CIR es aquella circunstancia en la cual el feto no alcanza su potencial intrinseco
de crecimiento determinado genéticamente. Existen diversas etiologias fetales:
cromosomopatias (5-20%), infecciones congénitas (5-10%), malformaciones (1-2%)
(26,27), pero la mayoria (60-65%) son secundarios a una DP que implica un déficit de
aporte placentario para cubrir las demandas nutricionales fetales, las cuales crecen de
manera exponencial segin avanza la gestacion (Figura 1). De forma analoga a la PE, se
distingue el CIR precoz del tardio, dado que presentan un comportamiento y

caracteristicas diferentes (Tabla 1). En este caso, se ha llegado al consenso de diferenciar

23



entre ambas formas en funcion de su aparicion antes o después de la semana 32 de

gestacion (28).

Figura 1: Evolucidon de las demandas fetales en funcion de la edad gestacional.

A

32 40

Demandas fetales

Edad gestacional (semanas)

Tabla 1: Caracteristicas de los diferentes tipos de CIR (precoz y tardio).

Prevalencia (%) 0,5 4
Disfuncion placentaria ++ +

- PE 50 % 15%

- Elevacion IP AUt 85 % 40 %

- Elevacion cociente S/P 85 % 75 %
Adaptacion cardiovascular Sistémica Central

(AU/DV reversos) (ICP)

Tolerancia a la hipoxia Alta Baja
Mortalidad / Morbilidad +++ (10 % / 20 %) - (si llega a diagnosticarse)
Principal reto prenatal Manejo Diagnéstico

PE, preeclampsia; IP, indice de pulsatilidad; AUt, arterias uterinas; cociente S/P, cociente sFlt-1/PIGF);

AU, arteria umbilical; DV, ductus venoso; ICP, indice cerebro-placentario.

Asi, el feto enlentece de manera progresiva su velocidad de crecimiento en un

intento de garantizar la madurez de sus 6rganos vitales, y puede alcanzar un momento en
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el que precise establecer mecanismos compensatorios hemodinamicos para garantizar su
bienestar. Estos parametros hemodinamicos pueden analizarse mediante el estudio
Doppler ecografico. En particular, las principales y mas estudiadas alteraciones se
producen en (1) las arterias umbilicales, que se manifiestan como un incremento de su
indice de pulsatilidad (IP), y en fases mas avanzadas con una inversion de su onda de
velocidad de flujo durante la fase final de la diastole, (2) la ACM, que se manifiestan
como una disminucion de su IP que favorece la redistribucion de flujos al territorio
cerebral fetal, (3) la relacion entre ambas o indice cerebro-placentario (ICP) y (4) el DV,
en forma de aumento de su IP y, en fases mas avanzadas, alteracion de la morfologia de
su onda con inversion del flujo durante la contraccion auricular. También se ha estudiado
la importancia de la valoracion del flujo a través de las AUt: cuando se produce una
alteracion de la invasion trofoblastica en primer trimestre, éstas no se remodelan de
manera adecuada con lo que disminuye su distensibilidad, persistiendo unas resistencias
altas al flujo sanguineo que dificultan el paso de oxigeno y nutrientes a la placenta (29),
incrementando el riesgo de PE y CIR (30). No obstante, el estudio Doppler de las AUTt,
pese a tratarse del mejor predictor aislado del riesgo de PE precoz en primer trimestre, la
tendencia a la estabilidad de sus valores no permite realizar un seguimiento del curso de
la enfermedad (31). En la definicion actual de CIR de origen placentario se consideran
como criterios diagnosticos no solo el PFE, sino también el estudio Doppler de
pardmetros hemodinamicos materno-fetales y el estudio del bienestar fetal mediante
cardiotocografia. En funcion de la combinacion de estos parametros, puede catalogarse
al CIR en cuatro estadios evolutivos siguiendo la clasificacion de Figueras & Gratacds

(32), que es también la empleada en los estudios que componen esta tesis (Tabla 2).

Tabla 2: Estadios evolutivos del crecimiento intrauterino restringido (32).

PFE <p.3 I
<p.10 con alteracion hemodinamica materna y/o fetal
Doppler materno | AUt IP medio > p.95
Doppler fetal ACM IP<p.5
ICP <p.5
AU IP >p.95
FTD ausente I
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FTD revertido I
DV IP>p.95
Onda “a” reversa v
RCTG patolégico

PFE, peso fetal estimado; p., percentil; IP, indice de pulsatilidad; AUt; arterias uterinas; ACM, arteria
cerebral media; ICP, indice cerebro placentario; AU, arteria umbilical; FTD, flujo telediastdlico; DV,

ductus venoso; RCTG, registro cardiotocografico.

Asi pues, el desarrollo del CIR es un proceso evolutivo, con una secuencia de aparicion
del deterioro hemodindmico cronolégicamente establecida. No obstante, su velocidad de
aparicion no es constante: existen casos de deterioro lento, que incluso llegan a
estabilizarse durante algunas semanas, y por el contrario otros de rapida evolucion en la
que los cambios son practicamente diarios. Ademas, este cuadro puede o no desarrollarse

de manera sincréonica a la existencia de una PE.

3.1.1.2 Preeclampsia

La PE se ha definido clasicamente por la existencia de hipertension arterial (HTA)
de novo (tension arterial sistdlica (TAS) 2140 mmHg o tension arterial diastolica (TAD)
> 90 mmHg) después de la semana 20 de gestacion asociada a proteinuria (= 30 mg en
sedimento de orina o > 300 mg en orina de 24 horas) (33). Esta es la definicién de PE que
se ha empleado en esta tesis para catalogar a los casos, en la cual el binomio de HTA y
proteinuria es una condicidn sine qua non para el diagnéstico. Con ello se disminuye la
subjetividad en el diagnostico y se facilita la comparabilidad con otros estudios. Sin
embargo, tanto el American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) desde
2013 (34) como la SEGO desde 2020 (35), admiten el diagndstico de PE en ausencia de
proteinuria cuando existen signos o sintomas de severidad (Figura 2).

Ademas, se ha descrito en un porcentaje no desdefiable de casos el debut de PE
mediante complicaciones severas, como pueden ser el sindrome HELLP o la eclampsia
(convulsiones tonico-clonicas sin otra causa que las justifique), sin presentar previamente
HTA o proteinuria: hasta el 10-15% de los casos de HELLP y hasta el 35-40% de casos
de eclampsia no presentan elevacion de las proteinas en orina al diagndstico (36, 37). Por
ello, aunque tipicamente se ha entendido la PE como un trastorno hipertensivo

gestacional, hoy se considera mas bien un trastorno multiorganico, un sindrome obstétrico
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complejo y heterogéneo, con un amplio espectro de manifestaciones clinicas que van mas
alla del concepto clasico. Analizando la diversidad de signos y sintomas con los que
puede manifestarse y debutar, se comprende que la HTA no es un paso intermedio en la
cadena de acontecimientos, sino uno mas de esos signos finales de alarma que parten de
una misma patogénesis: una disfuncion endotelial sistémica, capaz de producir un

aumento de la permeabilidad capilar, pero también de alterar la hemostasia.

Figura 2. Criterios diagnosticos de preeclampsia segun el American College of

Obstetricians and Gynecologists (ACOG).

Hipertensién arterial

- 2140/90 mmHg en al menos 2 ocasiones separadas por 4 horas,
>20 semanas de gestacion, en gestante previamente normotensa.

- 2160/110 mmHg confirmada en 2 tomas (no necesariamente
espaciadas, de cara a iniciar tratamiento antihipertensivo).

En ausencia de proteinuria

Proteinuria - Trombocitopenia (<100.000 plaquetas/pL).

- Insuficiencia renal (Creatinina sérica >1,1 mg/dL o
- >300 mg en orina de 24 horas. duplicacion de sus niveles previos).
- Cociente proteinas (mg/dL)/Creatinina (mg/dL) >0,3. - Alteracion df: la funcion hepética (duplif:aci(’)n de la
- 21+ entira de orina (solo en ausencia de disponibilidad cifra de transaminasas o dolor intenso epigstrico/cuadrante
de métodos cuantitativos). superior derecho refractario a analgesia).

- Edema pulmonar (disnea y saturacion de 0,<95%).

- Sintomas neurologicos (cefalea intensa, fotopsias o
vision borrosa).

Asi, la elevacion de la tension arterial materna resulta ser un mecanismo compensatorio
para tratar de mejorar la perfusion placentaria, a través de una vasoconstriccion periférica
secundaria a ese dafio endotelial. Uno de los principales problemas, sin embargo, es que

este mecanismo, a priori protector, puede terminar desembocando en una PE (38, 39).

3.1.2 Etiopatogenia de la disfuncion placentaria

Como hemos mencionado anteriormente, no es infrecuente que PE y CIR se

asocien. Esto se debe principalmente a que comparten como sustrato etiopatoldgico

27



fundamental la DP. En condiciones de normalidad, durante el primer trimestre de
gestacion se produce, por la invasion trofoblastica de la decidua y el miometrio, una
remodelacion de las arterias espirales maternas. Estas pierden su capa muscular y ello
facilita la correcta irrigaciéon placentaria con un flujo de bajas resistencias y alta
capacitancia. Sin embargo, por una serie de insultos externos o factores de riesgo, puede
ocurrir una alteracion de dicha invasion por parte del trofoblasto, de modo que se
produzca de una manera mas superficial sin alcanzar a transformar adecuadamente las
arterias espirales. En estos casos la placa basal de la placenta, tan necesaria para un
adecuado intercambio feto-materno, tiene una menor superficie y profundidad de
implantacién. Esto condiciona ya durante la segunda mitad del embarazo, cuando
aumentan las demandas nutricionales fetales, la manifestacion clinica de la DP en forma
de PE, CIR o incluso abruptio placentae (40). Es de esperar, por tanto, que entre la
primera etapa “pre-clinica” de la DP (primera mitad del embarazo) y la etapa “clinica”
(segunda mitad del embarazo) exista algiin factor mediador responsable del dafo

sistémico materno y de la afectacion fetal (Figura 3).

Figura 3. Etiopatogenia de la preeclampsia.
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PE, preeclampsia; HTA, hipertension arterial, SAF, sindrome antifosfolipido; Les, Lupus eritematoso
sistémico; E, enfermedad; TRA, técnica de reproduccion asistida; IMC, indice de masa corporal; CIR,
crecimiento intrauterino restringido; Alt., alteracion; CID, coagulacion intravascular diseminada; IRA,
insuficiencia renal aguda; HELLP (sindrome de), hemolisis, elevacion de enzimas hepaticas y trombopenia;

SNC, sistema nervioso central.

Desde hace décadas se postula que este mediador procede de la placenta
disfuncional formada durante esa primera etapa gestacional, que libera al torrente
sanguineo materno alguin tipo de “factor toxico” responsable del desequilibrio en la
homeostasis endovascular materna y del dafio vascular endotelial. En 2003 Maynard y
colaboradores (41) describieron por primera vez ese “factor toxico” como el sFlt-1
(soluble fms-like tyrosine kinase receptor-1), un antagonista del factor de crecimiento
vascular endotelial (vascular endotelial growth factor, VEGF) y del factor de crecimiento
placentario (placental growth factor, PIGF), a los cuales se une en el torrente sanguineo
materno disminuyendo su biodisponibilidad. Esta disminucion de biodisponibilidad, y
por tanto el desequilibrio que se genera en la homeostasis endovascular, constituye un
factor predisponente para el dafio endotelial. En este sentido, los endotelios que se ven
mas afectados son aquellos que estdn fenestrados, lo cual justifica la especial
predisposicion en los casos de PE por la afectacion de 6rganos como el rifidn, el higado
y el cerebro. Este desequilibrio provoca igualmente una vasoconstriccion periférica, que
pretende en un primer momento elevar la tension arterial materna para mejorar la
perfusion placentaria, pero puede fracasar como mecanismo protector y desembocar
finalmente en una PE (39).

Desde entonces, numerosos estudios han ido confirmando esta teoria
etiopatogénica, de forma que actualmente se entiende la DP como un desequilibrio de los
factores angiogénicos en la circulacion materna del siguiente modo:

- Elevacion del factor sFlt-1, factor antiangiogénico.

- Disminucién del PIGF, factor angiogénico, atrapado por el exceso de sFlt-1
circulante.

- Elevacion del cociente sFlt-1/PIGF.

El sFlt-1 se libera al torrente sanguineo materno en etapas iniciales de esta DP,
por lo que se ha demostrado que su elevacion en sangre materna, asi como la consecuente
disminucién del PIGF y la elevacion del cociente sFlt-1/PIGF, pueden preceder, incluso

en semanas, a la aparicion de sintomatologia materna en los casos de PE (12). Es mas, al
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compartir el mismo sustrato de DP la PE y el CIR, se ha observado que en este ultimo
también se produce una alteracion similar de estos factores angiogénicos. Tanto en la PE
como en el CIR se objetiva por tanto una elevacion del cociente sFIt-1/PIGF proporcional

al grado de DP, y ésta es més acentuada en los casos mas graves y precoces (74) (Figura
4).

Figura 4. Diagrama de caja que muestra la distribucion logaritmica de los valores
del cociente sFIt-1/PIGF en gestaciones normales (controles) y complicadas con
crecimiento intrauterino restringido (CIR), preeclampsia y preeclampsia + CIR. Las cajas
color fucsia representan los casos precoces (< 34 semanas) y las verdes los casos tardios
(> 34 semanas). La linea discontinua muestra el punto de corte de 38 que ha sido descrito

como util para descartar preeclampsia. Basado en Herraiz et al. (74).
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Este descubrimiento abre la puerta a un nuevo abordaje de la enfermedad. Hasta
entonces, ante una sospecha de PE se sucedian numerosisimas pruebas, analiticas e
ingresos prolongados, dadas las incertidumbres diagndsticas y la necesidad de finalizar
la gestacion en caso de que apareciesen criterios para ello. Aunque no existen por el
momento tratamientos que modifiquen sustancialmente el curso natural de la enfermedad,
el empleo de marcadores angiogénicos tiene el potencial de permitir sospechar y
diagnosticar la PE con mayor seguridad, e incluso predecir su evolucion. Por tanto, su

uso en la practica clinica podria ayudar a conseguir una optimizacioén del manejo materno
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en términos de seguimiento, y fetal en términos de adecuacion de la finalizacion de la

gestacion.

3.1.3 Factores de riesgo

Los mecanismos etiopatogénicos de la DP son compartidos por otras
enfermedades que tradicionalmente incrementan el estrés oxidativo, la disfuncion
endotelial, o condicionan una dislipemia o una resistencia a la insulina. Por ello, las

gestantes que presenten estas patologias presentan un mayor riesgo de PE (Tabla 3).

Tabla 3. Factores de riesgo de desarrollo de PE y sus riesgos relativos (39, 42, 43,
44, 45, 46).

Enfermedades predisponentes

PE previa 8,4(7,1-9,9)
HTA pregestacional 5,4(4,0-6,5)
Diabetes Mellitus pregestacional 3,7(3,1-4,3)
Sindrome antifosfolipido 2,8(1,8-43)
Lupus Eritematoso Sistémico 2,5(1,0-6,3)
Enfermedad renal cronica 1,8 (1,5-2,1)
TRA
- FIvV 2,7(1,7-44)
- Ovodonacion 2,1*(1,4-3,2)
Caracteristicas maternas
Nuliparidad 2,1 (1,9-24)
Intervalo intergenésico (incremento por 1,16 (1,15-1,18)

afio adicional)

Edad materna:

- >35 aflos 1,2 (1,1 -1,3)

- >40 afos 1,5(1,2-2,0)
IMC:

- >25kg/m? 2,1 (2,0-2,2)

- >30 kg/m? 2,8 (2,6 -3,1)
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Historia familiar de PE 1,6 (1,1 -2,5)

Gestacion maltiple 2,9(2,6-3,3)

Raza africana 1,9*% (1,4 -2,5)

PE, preeclampsia; HTA, hipertension arterial; RR, riesgo relativo; TRA, técnica de reproduccion asistida;

IMC, indice de masa corporal.

*Los datos sefialados con un asterisco representan una Odds Ratio (OR) y no un riesgo relativo.

Muchos de estos factores de riesgo son compartidos por el CIR. Las enfermedades

que han demostrado asociarse con un mayor riesgo de PE son las siguientes (42):

PE previa: la existencia de una o mas PE en gestaciones previas, y el hecho de que
¢ésta haya ocurrido pretérmino, incrementan el riesgo de una nueva PE.

HTA pregestacional: sobre todo aquellas pacientes con mal control tensional al
comienzo de la gestacion.

Diabetes Mellitus pregestacional.

Sindrome antifosfolipido: se considera uno de los factores de riesgo individuales que
condiciona una mayor incidencia de PE, junto con el antecedente de PE precoz y la
HTA pregestacional.

Lupus eritematoso sistémico: su riesgo se incrementa atin mas en los casos con
afectacion renal.

Enfermedad renal cronica: la incidencia de PE puede alcanzar el 40% en casos de
insuficiencia renal con creatinina sérica mayor de 2,5 mg/dL.

Técnica de reproduccion asistida (TRA) (43), y principalmente la donacion ovocitaria
(44), secundario al ambiente hiperestrogénico y a los cambios inmunologicos
derivados de la mayor carga gendémica extrafia, que alteran la correcta
decidualizacion.

Ademas, existe una serie de caracteristicas maternas que se relacionan con un

riesgo moderado de desarrollar PE:

Nuliparidad: es el factor de riesgo que con mayor frecuencia esta presente en los casos
de PE.

Intervalo intergenésico: el ideal para evitar una DP es el que se encuentra entre los 12
y los 23 meses. Gestaciones obtenidas fuera de ese rango incrementan ligeramente el
riesgo, sobre todo gestaciones separadas por 10 afios o mas. Por encima de esos 10

afios, el riesgo de desarrollar PE se asemeja al de las pacientes nuliparas (45).
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3.2

- Edad materna: el riesgo se incrementa a partir de los 35 afos, y exponencialmente
mas allé de los 40.

- Indice de masa corporal (IMC): la obesidad genera en el organismo un ambiente
proinflamatorio cronico con respuestas inflamatorias maternas desproporcionadas y
disfuncion endotelial, todo ello mediador, ya comentado, del desarrollo de PE. El
riesgo de PE en estas pacientes practicamente se ve triplicado cuando el IMC se
encuentra por encima de 30 kg/m?,

- Historia familiar de PE (madre o hermana): pese a que la mayoria de casos de PE es
esporadico, se ha descrito cierta predisposicion familiar.

- Gestacion multiple: a mayor numero de fetos, mayor riesgo de PE.

- Raza/etnia: el riesgo de PE se incrementa en pacientes afroamericanas (46), y
también, aunque en menor medida, en hispanas respecto a caucasicas.

Por ultimo, existe una serie de factores genéticos, epigenéticos y ambientales, de
mas dificil identificacion practica, que también contribuirian a la predisposicion a
desarrollar una DP, como por ejemplo la exposicion al tabaco, a metales pesados, a
quimicos de efecto endocrino o a contaminantes aéreos (47).

Estudios recientes han tratado de catalogar a las gestantes en funcion de todos
estos parametros, ya desde la primera visita gestacional, en pacientes con bajo o alto
riesgo a priori de PE. Esta catalogacion permite ajustar la frecuencia de seguimiento, la
adicion de otros parametros predictores como el IPmAUt o incluso la posibilidad de
instaurar de manera precoz tratamientos como la administracion de acido acetilsalicilico
a dosis bajas, que ha demostrado, en pacientes seleccionadas, retrasar la aparicion del

cuadro de DP (48).

Diagnostico y seguimiento de la disfuncion placentaria

3.2.1 Diagnostico clasico y evolucion de los conceptos

El diagnostico de PE se ha basado tradicionalmente, como ya hemos comentado
anteriormente, en criterios puramente clinicos, principalmente la asociacion de HTA y
proteinuria. A estos hallazgos, imprescindibles para el diagndstico, podian o no

sobreanadirse otra serie de sintomas relacionados con los oOrganos diana como
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insuficiencia renal, alteraciones hepaticas, dolor epigastrico y/o en hipocondrio derecho,
cefalea, fotopsias, ceguera, obnubilacion, sindrome HELLP (hemolisis, elevacion de
enzimas hepaticas y trombopenia) o la eclampsia.

El hecho de presentar como condicion imprescindible para el diagnéstico la
existencia de HTA y proteinuria no hacia sino limitar la capacidad diagndstica, ya que no
es infrecuente que la PE debute sin proteinuria, o incluso directamente mediante
complicaciones. Por todo ello, los criterios tradicionales de diagndstico de PE se han
quedado actualmente obsoletos, y numerosas organizaciones como el National Institute
for health and Care Excellence (NICE), la ACOG y la SEGO han adaptado sus guias de
actuacion a los nuevos criterios establecidos. Estos amplian indudablemente la capacidad
diagnostica de PE, pero el diagnostico continua realizandose en una fase clinica de la
enfermedad, cuando los mecanismos etiopatologicos estan ya instaurados.

Ademas, en funcion del momento de aparicioén del cuadro clinico, la PE puede
catalogarse como (49, 50):

- De aparicion a término: aquella que debuta en o después de la semana 37.

- De aparicion pretérmino: aquella que debuta antes de la semana 37.

- De aparicion tardia: aquella que debuta en o después de la semana 34 (o 32, segiin
autores).

- De aparicion precoz: aquella que debuta antes de la semana 34 (o 32).

Por ultimo, la PE también puede clasificarse por el momento en el que se produce
la finalizacion del embarazo (51):

- Tardia: aquella que finaliza en o después de la semana 37 (o 32 si no se considera la
forma intermedia).

- Intermedia: aquella que finaliza entre las semanas 32 y 36.

- Precoz: la que finaliza antes de la semana 32.

En investigacion, son preferibles estas ultimas definiciones, ya que el momento
de finalizacion de la gestacion es la forma mas objetiva de determinar la repercusion de
la PE sobre la prematuridad. Ademas, el momento del diagnostico puede retrasarse en
algunos casos respecto al momento en que tedricamente podria ser posible hacerlo, lo que
puede alterar su comparabilidad.

Pese a no disponer en el momento actual de un tratamiento etiopatogénico de la
DP, un diagnoéstico precoz, en una fase preclinica de la enfermedad, podria permitir
predecir no solo el riesgo de desarrollo de ésta sino también su evolucion temporal, y por

ello mejorar el manejo gestacional en términos de frecuencia de visitas, necesidad de
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ingreso y optimizacion de la decision de finalizar la gestacion (52). Por ello, desde hace
unos anos el enfoque va dirigido a determinar el riesgo de desarrollar DP antes de que
ésta ocurra, empleando el estudio de sus factores de riesgo, el estudio Doppler de las AUt

por ecografia y, sobre todo, el analisis de los marcadores angiogénicos.

3.2.2 Marcadores de disfuncion placentaria

3.2.2.1 Arterias uterinas

El aporte sanguineo al ttero se establece a través de las AUt, y la resistencia al
flujo a este nivel se correlaciona con los cambios histoldgicos placentarios, y también con
la severidad de la PE. Por ello se ha incluido la valoracion del IP de las AUt entre los
pardmetros de analisis del riesgo de DP, ya que permite realizar un estudio no invasivo
de la circulacion ttero-placentaria. En condiciones normales, la invasion trofobléstica que
tiene lugar en el primer trimestre hace que el IPmAUt disminuya de manera progresiva
en la primera mitad del embarazo, y esta disminucion continia de manera mas lenta hasta
alcanzar sus niveles mas bajos en torno a la semana 34, manteniéndose posteriormente
estables hasta el final de la gestacion. Su valoracion puede llevarse a cabo por tanto en
cualquier momento del embarazo, siempre y cuando se realice de manera comparativa
con valores de referencia ajustados a cada EG. No obstante, lo més habitual es valorarlas
coincidiendo con las ecografias de primer (11 — 14 semanas) o segundo (19 — 22 semanas)
trimestre, siendo en este tltimo donde presenta un mayor rendimiento diagnostico. Se ha
demostrado igualmente que la evaluacion del IPmAUt presenta un mejor rendimiento
diagnostico para la prediccion de PE precoz que para la tardia (53) (Figura 5). El estudio
Doppler de las AUt es a dia de hoy el mejor predictor aislado de PE precoz (54).
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Figura 5. Rendimiento del estudio Doppler de las arterias uterinas (indice de
pulsatilidad medio > percentil 95) para predecir la preeclampsia en funcion de la edad

gestacional al parto (modificado de Martin et al. (53)).

Sensibilidad Doppler A. uterinas (%)

Total <38 <36 <34 <32

Edad gestacional en el parto (semanas)

[ Cribado en la semana 11-14 B Cribado en la semana 22-24

Recientemente varios estudios han demostrado su utilidad a la hora de estimar el
riesgo de desarrollo de PE cuando se emplea, en combinacidon con otros factores, en el
primer trimestre del embarazo (55). No obstante, por el momento, este protocolo no ha
sido incluido de manera sistematica en todas las guias clinicas (si en las guias de la SEGO
y la FIGO, entre otras, pero no asi las guias NICE y ACOG). Su mediciéon durante la
ecografia del segundo trimestre también se emplea con frecuencia para detectar a aquellas
gestantes en riesgo de DP precoz, y la International Society of Ultrasound in Obstetrics
and Gynecology (ISUOG) apoya su uso (56). Sin embargo, otras sociedades no lo apoyan
debido a su elevada tasa de falsos positivos y al aumento en el uso de recursos que provoca
el seguimiento de los casos con IPmAUt elevada, sin que se haya demostrado que este
seguimiento, por si mismo, mejore los resultados perinatales (57).

La via de eleccion para su valoracion es la via abdominal. Durante el primer
trimestre, el punto de medicion ideal es la rama ascendente de la arteria uterina a nivel
del orificio cervical interno. Por el contrario, en etapas més avanzadas de la gestacion se
prefiere realizar la medicion a nivel del falso cruce de la arteria uterina con los vasos
iliacos externos. En ambos casos se estima posteriormente el [Pm-AUt. Tradicionalmente
se asignaba un valor también a la morfologia de la onda (a la existencia o no de una
muesca o notch protodiastolico), ya que se consideraba capaz de traducir la profundidad
de la invasion trofobléstica. No obstante, actualmente se prefiere la valoracion mediante

el IPm-AUt por tratarse de un valor objetivo y facilmente reproducible (Figura 6).
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Figura 6. Imagen de estudio Doppler de arterias uterinas en el segundo trimestre

por via abdominal: (a) resistencias normales y ausencia de notch protodiastolico; (b)

resistencias aumentadas y presencia de notch protodiastolico (flechas amarillas).

Pese a la sencillez de su medicion y a las numerosas ventajas que presenta la
valoracion del IPmAUt, este parametro presenta ciertas limitaciones que no permiten
convertirlo en el gold standard para la valoracion de la DP una vez establecida. En
particular cabe destacar que, pese a tratarse de una medicion reproducible y objetiva, sus
valores no se modifican de manera acorde al curso de la enfermedad. Asi, el valor del
IPmAUt puede permanecer persistentemente patologico hasta el final de la gestacion y
no presentar repercusion ni materna ni fetal, o por el contrario valores no excesivamente
alterados o estables traducirse en manifestaciones feto-maternas severas. Un IPmAUt
patologico es reflejo de una placentacion anémala. Por ello, su valoracion resulta ttil para
predecir las formas precoces de DP. No obstante, su alteracion no es capaz de detectar el
momento de aparicion de las manifestaciones feto-maternas y, aunque presenta cierta
utilidad para detectar el riesgo de complicaciones perinatales, su rendimiento no es lo

suficientemente 6ptimo en nuestra propia experiencia (58).

3.2.2.2 Cociente sFlt-1/PIGF

Hasta hace unos anos, el manejo de la PE ha consistido en realizar un diagnostico
clinico y un manejo sintomatico de la misma (antihipertensivos para el control de la
tension arterial y sulfato de magnesio para prevenir las complicaciones neurologicas), con
la finalizacion de la gestacion como Unico tratamiento definitivo. No existia ningiin

método diagnodstico preclinico ni predictor objetivo de la evolucion de la enfermedad. En
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este sentido, el descubrimiento de los marcadores angiogénicos ha supuesto una
revolucion. Desde hace casi dos décadas se conoce la existencia de un desequilibrio entre
los factores reguladores de la angiogénesis en pacientes con DP.
En condiciones fisioldgicas, los valores de estos marcadores varian a lo largo de
la gestacion (Figura 7):
- El sFlt-1 se mantiene estable hasta la semana 24-28 y posteriormente se incrementa
progresivamente hasta el parto.
- El PIGF aumenta progresivamente, sobre todo en el segundo trimestre, hasta la
semana 24-28 y posteriormente decrece progresivamente hasta el parto.
- El cociente sFIt-1/PIGF se comporta de manera especular al PIGF: sus valores

decrecen hasta la semana 24-28 y posteriormente se incrementan hasta el parto.

Figura 7. Valores del cociente sFlt-1/PIGF en suero materno a lo largo de la
gestacion. Los valores normales de referencia estan representados en azul (percentiles 5,
50 y 95) y los valores medios al diagndstico de preeclampsia se muestran en rojo.
Obsérvese que las maximas diferencias entre los casos y los embarazos normales ocurren
entre las 24 — 28 semanas. A medida que el embarazo se acerca al término, los valores de
las preeclampsias y los embarazos normales se acercan. Como referencia, el punto de
corte de 85 definido como “ayuda al diagnostico” de preeclampsia se muestra en forma

de linea negra horizontal. Basado en Herraiz et al. (23).
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Las variaciones en estos marcadores y el cociente entre ambos reflejan de manera
directa la situacion de perfusion placentaria en cada momento de la gestacion: en
condiciones normales, en el segundo trimestre, cuando més rapidamente aumentan las
demandas nutricionales fetales, se evidencian los valores anti-angiogénicos mas bajos.
Por el contrario, en el tercer trimestre la placenta se va haciendo paulatinamente
insuficiente provocando un incremento progresivo de los mismos.

En gestaciones con DP, sin embargo, esta evolucion de los marcadores se ve
alterada, y su desequilibrio serd objetivable desde el momento en que la placenta
comience a comportarse de manera defectuosa y a liberar al torrente sanguineo materno
cantidades andémalas de sFlt-1 (12). Asi, el grado de elevacion del cociente sFlt-1/PIGF
es proporcional al grado de DP y a la precocidad en su aparicion.

En un intento de establecer un protocolo de aplicacion clinica del cociente sFlt-
1/PIGF, un grupo de expertos ha consensuado, para pacientes con alto riesgo o con
sospecha clinica de PE, unos puntos de corte estandarizados sobre los cuales basar su

manejo clinico, que se resumen en la Tabla 4 (59):

Tabla 4. Propuesta de expertos para la aplicacion clinica del cociente sFlt-1/PIGF

en pacientes con alto riesgo o sospecha clinica de PE.

Bajo riesgo de desarrollar PE .
o No precisa mas
en la siguiente semana: VPN o
. . determinaciones salvo que
Bajo <38 <38 del 99%, incluso en las .
o aparezcan nuevos signos de
siguientes cuatro semanas:
sospecha.
VPN del 95%.
38-85 (< 345s) Alta probabilidad de Reevaluacion del cociente sFlt-
) desarrollar PE en las siguientes 1/PIGF en 1-2 semanas y
Intermedio . .
38-110 (>34 s) cuatro semanas (VPP del educacion maternal en signos y
40%). sintomas de PE.
>85 (<34 5s) Diagnostico altamente Nuevo control clinico y nueva
Elevado probable de PE o de algun tipo determinacion de
>110 (=34 5) .
de DP. biomarcadores en < 1 s.
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centro de referencia.

inducir el parto.

>655 (< 34 s) Alto riesgo de desarrollar

complicaciones en el corto o
Muy ) hospitalizacion).
plazo, y de precisar la

< 34 s: considerar traslado a un

> 34 s: considerar la opcion de

Vigilancia estrecha (valorar

elevado >201 (>34 s) < 34 s: valorar corticoterapia

finalizacion de la gestacion en )
o para maduracion fetal.
las siguientes 48 horas.

DP, disfuncién placentaria; PE, preeclampsia; VPN, valor predictivo negativo; VPP, valor predictivo

positivo; s, semanas.

De todos estos parametros, el punto de corte que se ha validado en mayor nimero
de pacientes es el de 38: en mujeres con sospecha de PE, la existencia de un cociente sFlt-
1/PIGF <a 38 tiene un VPN del 99%, 98%, 96% y 94% para descartar PE en las siguientes
I, 2, 3 y 4 semanas, respectivamente, segun los datos del estudio PROGNOSIS
(Prediction of short-term outcome in pregnant women) (64). Otros estudios plantean la
posibilidad de emplear inicamente la determinacion de PIGF de manera aislada (sin sFIt-
1) para predecir la evolucion de pacientes con sospecha clinica de PE (60): entre las 20 y
las 34 semanas de gestacion, con un valor de PIGF < 100 pg/mL no fue preciso finalizar
la gestacion en las siguientes dos semanas con un VPN del 98% y un VPP del 44%.

Hasta el momento, la mayor evidencia cientifica se centra en la utilidad del
cociente sFlt-1/PIGF para descartar la aparicion de PE en el corto-medio plazo en
situaciones de alta sospecha clinica que se produzcan entre la semana 24 y 34 de gestacion
(61). También existen estudios que revelan su utilidad para el diagnéstico diferencial de
la PE respecto a otros tipos de trastornos hipertensivos gestacionales, que pueden
presentarse con un cuadro clinico similar (elevacion de la TA y proteinuria significativa)
y sin embargo no suponer un riesgo incrementado de complicaciones para la gestacion.
Estos cuadros no presentan, antes de la semana 34, una elevacion significativa de los
marcadores angiogénicos (HTA gestacional, HTA cronica pregestacional). La
discriminacion entre estas patologias es fundamental para evitar acciones iatrogénicas
que supongan desde ingresos innecesarios hasta una prematuridad no justificada (14).

Existe, por tanto, evidencia suficiente para poner de manifiesto la importancia de

la determinacion aislada del valor del cociente sFIt-1/PIGF en casos de sospecha clinica

40




de PE, pero hay menos para establecer qué importancia tiene su tendencia temporal. La
determinacion seriada de dicho cociente puede aportar informacion adicional sobre el
pronostico individualizado: las pacientes con diagndstico de PE precoz presentan una
elevacion diaria del cociente significativamente mayor que las pacientes con PE tardia
(23% vs. 8% al dia, P<0.05) (15). Recientemente se han publicado datos del propio
estudio PROGNOSIS respecto a la evolucion del cociente sFIt-1/PIGF, observandose que
aquellos casos que acaban desarrollando PE tienen mayores incrementos a las 2 semanas
(A, 31.22 vs 1.45; P <0.001) y a las 3 semanas (A, 48.97 vs 2.39; P < 0.001) de la visita
inicial respecto a las gestaciones que finalmente no desarrollan PE (62).

En cuanto a su utilidad diagnoéstica, ya en el afio 2010 se publicd un estudio de
casos y controles que cont6 con la participacion de nuestro grupo en el que se propuso el
punto de corte de 85 como compatible con PE en cualquier EG. Ademas, este estudio
valid6 la determinacion de estos marcadores mediante plataformas estandarizadas, con
una técnica rapida, sencilla, segura, objetiva y facilmente reproducible (63).

Posteriormente, este punto de corte se elevd a 110 para edades gestacionales
superiores a 34 semanas. Se trata de puntos de corte muy especificos, del 99,5% y 95,5%,
respectivamente, por lo que si se superan es muy probable que nos encontremos ante una
PE antes o después (79). En este sentido, un estudio publicado en 2012 por Rana y
colaboradores (13) llegd a demostrar, en gestantes con sospecha clinica de PE antes de la
semana 34, la correlacion existente entre la elevacion del cociente sFlt-1/PIGF y la
aparicion de eventos adversos que obligan a adelantar la finalizacion de la gestacion. El
parto tuvo lugar en las siguientes dos semanas en el 86% de los casos con un cociente
sF1t-1/PIGF > 85 vs. 16% con cociente sFlt-1/PIGF < 85 (RR 15.2; IC 95%: 8.0-28.7).
Otros estudios también apoyan esta estrecha relacion inversa entre los valores del cociente
sFIt-1/PIGF y el tiempo restante hasta el parto, una vez diagnosticada la PE (14).

Cuando se compara la utilidad de los marcadores angiogénicos en su capacidad
diagnostica de PE respecto a los criterios tradicionales, el empleo de biomarcadores ha
demostrado, en estas situaciones de sospecha clinica, ser superior a los mencionados
criterios clinicos diagnoésticos clasicos (HTA y proteinuria) (64). El cociente sFlt-1/PIGF
resulta el mejor predictor de resultados adversos (AUC 0.85, IC 95%: 0.79-0.91) en
comparacion con otros parametros tradicionalmente diagnosticos de PE como la TAS
(0.76), el acido urico (0.79), la creatinina sérica (0.68) y la ALT (0.62) (13). Por todo ello,
numerosos expertos coinciden en que resultaria de gran interés redefinir la PE basandose

en su etiopatogenia, empleando para ello estos biomarcadores, dado que se ha observado
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que gestantes con criterios diagndsticos de PE sin valores elevados del cociente sFlt-
1/PIGF presentan mucho mejor pronostico que aquellas con elevacion de marcadores
angiogénicos. No obstante, por el momento el cociente sFlt-1/PIGF no se incluye en
ninguna guia clinica ni como criterio diagndstico de PE ni como factor prondstico de sus
potenciales complicaciones (65).

Por todos estos motivos, la incorporacion de los marcadores angiogénicos a la
rutina clinica en el cribado de la PE puede suponer un avance sensacional en términos de
precision diagnostica, pero también en cuanto al impacto emocional en las pacientes y
familias, al pronostico individualizado de la enfermedad, la frecuencia e intensidad de
seguimiento, la optimizacidon del manejo prenatal, la prematuridad, el nimero de ingresos
y, en ultimo término, al impacto econdémico de la enfermedad. Al realizarse un
diagnostico mas preciso, se puede disminuir la tasa de falsos negativos y de falsos
positivos, disminuyendo el nimero de hospitalizaciones y de finalizaciones pretérmino
de gestaciones. Ello supondria un ahorro que se ha estimado, en diversos sistemas
sanitarios, de entre 344 libras por paciente en el Reino Unido) (66) y de 1.215 délares por
paciente en los Estados Unidos (67).

3.2.3 Limitaciones actuales de los marcadores angiogénicos

La aplicacion wuniversal del cribado bioquimico mediante marcadores
angiogénicos presenta varias limitaciones. No se ha demostrado aun que los valores
obtenidos en la plataforma més comunmente empleada y validada en la mayor parte de
estudios publicados (Elecsys®, Roche Diagnostics) puedan ser intercambiables con los de
otras plataformas, y por tanto los puntos de corte y protocolos propuestos hasta la fecha
podrian no ser generalizables. Existen a dia de hoy plataformas igualmente
automatizadas, que presentan incluso determinadas ventajas en cuanto al tiempo de
obtencion de resultados o a la no necesidad de aparataje especifico de laboratorio, que no
se emplean de rutina por carecer de estudios validados.

Ademas, estos puntos de corte arriba mencionados se encuentran Unicamente
validados para gestaciones Unicas y catalogadas como de alto riesgo a priori de
desarrollar PE. Pese a su elevada sensibilidad y especificidad (80% y 92%
respectivamente) y sus likelihood ratio positivo y negativo (10 y 0,2 respectivamente)
(39), no son en la actualidad aplicables para poblaciones de bajo riesgo, ni por tanto para

un cribado universal (68). Respecto a su validacion en gestaciones multiples, existen hasta
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la fecha muy pocos estudios que analicen el comportamiento del cociente sFlt-1/PIGF y
menos atn que contemplen la corionicidad. Se cree que en condiciones fisiologicas sus
niveles son superponibles a los de gestaciones Unicas salvo en el tercer trimestre, en que
su incremento es mayor (69). En presencia de PE, el cociente se eleva de manera similar
a las gestaciones Unicas, de modo que es en el tercer trimestre cuando existen mayores
problemas a la hora de diferenciar la normalidad de la patologia en gestaciones gemelares
(70,71).

Esta limitacion a su generalizacion también se hace evidente para gestaciones con
fetos diagnosticados de anomalias congénitas, ya que los estudios publicados hasta la
fecha en relacion con el valor predictivo y diagnostico del cociente sFlt-1/PIGF excluyen
sistematicamente esta circunstancia. De hecho, si bien se desconoce el impacto real de
determinadas anomalias morfologicas fetales sobre los niveles circulantes de estos
pardmetros, si se han descrito alteraciones de los mismos en casos de cardiopatias
congénitas (valores incrementados de sFlt-1 en el tejido cardiaco fetal, asi como niveles
reducidos de PIGF circulante en el suero materno), sugiriendo este hallazgo que la DP
podria favorecer un desarrollo cardiaco anormal en el periodo embrionario (72).
Anomalias cromosomicas fetales como la trisomia 13 también han demostrado una mayor
tendencia al desarrollo de PE, hecho que podria explicarse por la ubicacion del gen de
sFlt-1 en el mencionado cromosoma 13, que veria su produccion desregulada en estos
pacientes (73).

Dado el patron de variacion fisiologica de los marcadores angiogénicos en
gestaciones de curso normal, que se incrementan al final de la gestacion, en estas etapas
finales la barrera entre lo fisiologico y lo patolégico se difumina incluso en gestaciones
unicas, y por tanto resulta mas dificil establecer puntos de corte para discriminar una PE
también en estos casos. En las formas precoces existe mayor grado de alteracion del
cociente sFlt-1/PIGF. Sin embargo, en las PE tardias (> 34 semanas de gestacion) se
produce un menor incremento de la misma, por lo que los criterios consensuados hasta la
fecha resultan menos validos en estas pacientes. Esta menor elevacion en las PE tardias
se cree debida a que determinadas formas de PE tardia estan mas relacionadas con
factores maternos predisponentes al insulto antiangiogénico y por tanto al dafio endotelial
(trombosis placentaria, aterosis, inflamaciéon o microinfartos), como pueden ser la
diabetes mellitus o la enfermedad renal cronica, y en menor medida a la existencia de una

DP. Ademas, mas alla de la semana 37 de gestacion no existen beneficios significativos
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3.3

probados de prolongar la gestacion en casos de sospecha clinica de PE, y por tanto el
empleo de los marcadores pierde en estos casos gran parte de su utilidad clinica.

Resulta igualmente importante ser conscientes de que la alteracion patologica de
los marcadores angiogénicos diagnostica DP, pero en ningln caso es especifica de PE,
CIR, de ambas, o de complicaciones relacionadas como el sindrome de HELLP o el
abruptio placentae. Al tratarse de patologias intimamente relacionadas en su etiologia,
los valores absolutos del cociente no permiten distinguirlas. Es cierto que cuanto mas
severa sea la patologia que presenta la gestacion, o si se asocian varias de ellas (mas
comunmente PE y CIR), mas elevado resultard el cociente sFlt-1/PIGF (74). Pero los
valores descritos hasta la fecha son solo aplicables ante la sospecha de PE, no habiéndose

descrito atun limites especificos, por ejemplo, para la prediccion y el diagndstico de CIR.

Hacia la implementacion clinica del cociente sFlt-1/PIGF

Queda demostrado que la aparicion de las tradicionales HTA y proteinuria “llega
tarde” en ocasiones al diagnostico de PE, lo suficiente como para dejar poco margen a
optimizar su manejo y prolongar la gestacion hasta disminuir la morbimortalidad asociada
a esta patologia y a la prematuridad, también iatrogénica, que lleva asociada. El cociente
sFIt-1/PIGF se presenta en la actualidad como el pardmetro analitico objetivo mas preciso
para la prediccion, el despistaje, el diagnostico y el seguimiento de la PE. Sin embargo,
son numerosos los aspectos relacionados con estos biomarcadores que precisan alin ser
dilucidados. Existen varios grupos de trabajo que han demostrado en diversas ocasiones
la aplicabilidad y reproducibilidad de guias clinicas que incluyen el cociente sFlt-1/PIGF
(75, 23, 41, 64, 89). No obstante, estos protocolos se encuentran validados
predominantemente en casos de existencia previa de sospecha clinica de PE. Se hace
necesario por tanto confirmar su utilidad como parte de una estrategia de seguimiento de
gestantes de alto riesgo en las que todavia no existe una sospecha de PE. Ademas, los
puntos de corte del cociente sFlt-1/PIGF tnicamente se han validado empleando una
determinada plataforma de diagnostico, cuando existen otras plataformas disponibles que
pueden ser superponibles o incluso mejores en términos econdémicos o de disponibilidad.
Por tultimo, existen pocos datos que permitan demostrar la validez no solo diagnéstica
sino también pronostica del cociente en contextos que suponen un reto obstétrico como

en el caso de la PE precoz.
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Es por todo ello que se plantea la siguiente Tesis Doctoral, en formato de
publicaciones, con el fin de profundizar en una estrategia concreta para aplicar los
biomarcadores angiogénicos en la practica clinica, que esté basada en los conocimientos
previos sobre las ventajas y limitaciones de los marcadores angiogénicos y que pueda
resultar eficaz para detectar anticipadamente los casos de DP, especialmente los mas

precoces, y también para optimizar su seguimiento una vez diagnosticados.
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4 HIPOTESIS DE TRABAJO

Dado que los parametros diagndsticos de PE/CIR validados hasta la fecha no son
capaces de alcanzar el diagnostico en una fase preclinica ni de predecir su evolucion una
vez desarrollado el trastorno, y dado el descubrimiento del desequilibrio angiogénico
entre los factores sFlt-1 y PIGF como agente etiopatogénico predominante en PE/CIR, se

plantea como hipoétesis que:

“La determinacion en suero materno del cociente sFlt-1/PIGF, en diferentes plataformas
automatizadas disponibles, como parte de una estrategia de seleccion de gestantes de alto
riesgo de desarrollar PE/CIR, es capaz de predecir su aparicion en una fase preclinica, de
aportar informacion sobre su evolucion, e incluso de determinar el riesgo de finalizacion

de la gestacion en el corto plazo™.
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S OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Estudiar la utilidad de la implementacién clinica del cociente sFIt-1/PIGF en
diferentes plataformas automatizadas durante la segunda mitad del embarazo para el

diagndstico precoz y el asesoramiento pronostico de la PE y el CIR.

5.2 Objetivos especificos

a. Definir una estrategia de implementacion del cociente sFIt-1/PIGF en la semana
24-28 de gestacion y analizar su capacidad predictiva de PE/CIR en pacientes con
alto riesgo a priori de desarrollar trastornos placentarios en base a sus
antecedentes y al estudio Doppler de las AUt en el segundo trimestre.

b. Estudiar si los puntos de corte establecidos para la plataforma mas cominmente
empleada para la determinacion del cociente sFlt-1/PIGF son superponibles,
intercambiables y por tanto generalizables para otras plataformas.

c. Evaluar si la determinacion del cociente sFlt-1/PIGF permite predecir, en el caso
de PE precoz (diagnosticada < 34 semanas de gestacion), el riesgo de desarrollo
de resultados adversos materno-fetales y el tiempo estimado hasta la necesidad de

finalizacion de la gestacion.
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6 DEFINICIONES Y METODOS PARA EL CONJUNTO DE LA
INVESTIGACION

Al tratarse de un proyecto de Tesis Doctoral presentado como compendio de

publicaciones, tanto el disefio, como la poblacion de estudio y la metodologia particular

empleada en cada una de ellas se detallan en el apartado de “Métodos” correspondiente

para cada uno de los articulos. Asimismo, los resultados se describen en cada trabajo

correspondiente. No obstante, los tres articulos comparten una metodologia comun que

es la que se detalla a continuacion.

e Disefio: estudio observacional, prospectivo de cohortes. En el caso del segundo

articulo, se trata de casos y controles anidados sobre la cohorte original.

e Ambito de estudio: el contexto de la investigacion ha tenido lugar en el Hospital “12

de Octubre” de Madrid y ha sido puesto en practica por el Servicio de Obstetricia y

Ginecologia, vinculado a la Universidad Complutense de Madrid, con la aprobacion

del Comité de Etica del hospital para este proyecto de investigacion. Para llevar a cabo

dicho proyecto se ha obtenido financiacion por parte del Fondo de Investigacion en
Salud (FIS) Instituto de Salud Carlos II (ISCII) con numero de referencia
PI13/02405.

e Periodo de estudio: desde octubre de 2013 hasta diciembre de 2018.

e Sujetos de estudio:

O

Criterios de inclusion:

gestantes que realicen el seguimiento del embarazo en nuestro centro, al
menos desde la ecografia de las 19-22 semanas (inclusive)

16 o0 mas afios de edad

embarazos unicos

Criterios de exclusion:

gestaciones interrumpidas antes de la semana 20

gestaciones multiples

gestaciones afectas de anomalias cromosdmicas, malformaciones mayores y/o
infecciones congénitas

ausencia de consentimiento informado
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- parto fuera de nuestro centro e imposibilidad de obtener todos los datos
fundamentales del parto (existencia o no de PE o CIR, fecha del parto, tipo de
parto, peso neonatal, sexo neonatal, estado de la madre y del recién nacido tras
el alta).

e Fase de seleccion:

Coincidiendo con la primera vista gestacional en la Unidad de Medicina Fetal de
nuestro Servicio (generalmente en el primer trimestre, semana 11-14 de gestacion), se
llevé a cabo una evaluacion de los factores maternos de riesgo de desarrollo de PE

establecidos por las guias NICE (76), los cuales se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Criterios para la clasificacion inicial del riesgo de preeclampsia

Factores de riesgo mayores Factores de riesgo menores
- PE en gestacion previa - Primera gestacion o intervalo
- Enfermedad renal cronica respecto a gestacion previa >10 aflos
- Enfermedad autoinmune (LES, - Edad materna > 40 afios

SAF) - IMC > 35 kg/m? al inicio de la
- Diabetes Mellitus pregestacional gestacion
- HTA cronica - Historia familiar de PE

- Gestacion multiple

LES, Lupus Eritematoso Sistémico; PE, preeclampsia; SAF, Sindrome Antifosfolipidico; IMC, Indice de
Masa Corporal.

Las gestantes fueron entonces catalogadas en bajo (sin factores de riesgo mayores
o con < 1 factor de riesgo menor) o alto (al menos 1 factor de riesgo mayor o 2 menores)
riesgo a priori de desarrollar PE.

En la ecografia morfologica fetal de la semana 19-21 de gestacion se llevo a cabo
el estudio Doppler de las AUt y el calculo del IPm-AUt. Todas las exploraciones
ecograficas fueron realizadas por expertos en diagnodstico prenatal, por via
transabdominal, con sonda convex y equipos de alta calidad.

e Fase de seguimiento intensivo:

De entre todas las gestantes, fueron seleccionadas para seguimiento intensivo con
una visita adicional entre las 24 + 0 y 28 + 6 semanas (24 — 28 semanas) tanto aquellas

con alto riesgo a priori e IPm-AUt > p 75 como aquellas con bajo riesgo a priori e IPm-
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AUt > p 95. En estas ultimas, ademds, se precisaba para ser consideradas para el
seguimiento intensivo que este [IPm-AUt persistiese > p 95 en el control de la semana 24-
28. Se establecieron estos dos diferentes puntos de corte porque las pacientes con alto
riesgo a priori son mas propensas a desarrollar PE/CIR aun en ausencia de una marcada
elevacion de las resistencias en las AUt (77).

Tanto el desarrollo de PE como de CIR han sido considerados para este proyecto
como una Unica variable, y esto obedece a que la alteracion del cociente sFlt-1/PIGF se
da en cualquier trastorno de la placentacion, no siendo especifica de ninguna de las dos
por separado (23). Para la PE se empleo la definicion clésica establecida segtn las guias
de la NHBPEP (33), con el fin de disminuir la subjetividad en el diagnostico y facilitar la
comparabilidad con otros estudios: aparicion de HTA de novo (TAS > 140 mmHg o TAD
> 90 mmHg) después de las 20 semanas de gestacion asociada a proteinuria (indice
proteina/creatinina > 0,3 o > 300 mg en orina de 24 horas). Para el CIR, se emplearon los
criterios establecidos por Figueras et al. (78): PFE < p 3 o PFE < p 10 con signos de
redistribuciéon hemodindmica materna y/o fetal: IPmAUt, IP-ACM, IP-AU, ICP, DV o
RCTG patoldgico. Como grupo de comparacion, se establecié aquel en que no se
desarroll6 PE ni CIR. Ambos parametros (PE y CIR) se agruparon con un fin pronostico
y practico en funcion de la EG a la finalizacion del embarazo en tres grupos: PE/CIR
precoz (parto < 32 semanas), PE/CIR intermedio (32 — 36 semanas) y PE/CIR tardio (>
36 semanas).

En cada una de las pacientes seleccionadas, se llevo a cabo una visita de control
en la semana 24-28, en la que se realizd una primera determinacion del cociente sFlt-
1/PIGF, ademas de una valoracion de la tension arterial, la proteinuria y una ecografia de
la biometria fetal y el Doppler umbilical y uterino. En base a los puntos de corte
preestablecidos para el cociente sFlt-1/PIGF (79, 64), se determind la cadencia de visitas,
considerando que el riesgo de complicaciones a corto plazo es mayor segin se incrementa
el cociente, asi como que valores por debajo de 85 hacen que ese riesgo sea bajo en las

siguientes 2 semanas (13, 59). El algoritmo de este protocolo se presenta en la Figura 9.
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Figura 9. Algoritmo de la fase de seguimiento intensivo de las gestantes

seleccionadas incorporando el empleo de biomarcadores de angiogénesis.

4-6 semanas o semana 32

R No PE (lo que antes ocurra) REVISION

4 SIP<38 % (sin ratio sFit-1/PIGF)
No PE
S/P <38

Revisién semana
24+0a28+6 0 No PE 2sem . No PE 2sem
> - REVISION l_. fo)
sospecha de PE en > REVISION
getjrgencias Pero S/P 38-85 v SIP 38-85
PE ylo
SIP>85
\
P
SIP >85 ylo Cada ;8~72h hasta el parto
> [ REVISION
PE sintomatica
REVISION:

1.Ecografia de control de crecimiento: biometria + valoracion de LA + Doppler de A. Umbilical (+Doppler de
A. Uterinas en semana 26-28) *

2.Tomade TA
3.Valoracion de proteinuria

4 Medicion de la ratio sFit-1/PIGF.

* Si en alguna revision se diagnostica de CIR, se seguira el protocolo especifico de cada centro.

PE, preeclampsia; S/P, cociente sFlt-1/PIGF; LA, liquido amniotico; A., arteria; TA, tension arterial.

Las concentraciones de sFlt-1 y PIGF se midieron empleando la plataforma
automatizada Cobas® 6000 e701 (Roche Diagnostics, Penzberg), para la cual han sido
validados los puntos de corte empleados. En el segundo de los estudios, no obstante, la
medicion se realizé simultdneamente y en la misma muestra materna con la plataforma
BRAHMS (Kryptor, Thermofisher), con el fin de realizar un estudio comparativo de
ambas plataformas.

No se realiz6 enmascaramiento del resultado del cociente sFIt-1/PIGF a los

clinicos, pero su conocimiento fue unicamente empleado para determinar la frecuencia
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de las visitas y la necesidad de hospitalizacion. La indicacion de finalizacion se realizéd
unicamente en base a los protocolos vigentes (35).

Ademéas de las principales variables (PE, CIR, valores del cociente sFlt-1/PIGF)
y las curvas ROC del cociente para la prediccion de PE/CIR, se analizaron las
caracteristicas maternas, los factores de riesgo de desarrollo de trastornos de la
placentacion, el estudio Doppler, la tension arterial materna, el estudio analitico materno
(cociente proteinas/creatinina principalmente) y las complicaciones maternas (HELLP,
muerte, eventos neuroldgicos, infarto miocardico, hematoma subcapsular hepatico,
edema agudo de pulmon, fracaso renal agudo y abruptio placentae). Como variables
perinatales se evaluaron el sexo fetal y peso al nacimiento, el Apgar a los 5 minutos, el
pH arterial en cordon umbilical, el ingreso en la Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales (UCIN) y la duracion del mismo, la muerte perinatal y la existencia de
complicaciones (displasia broncopulmonar, hemorragia intraventricular severa,
enterocolitis necrotizante y retinopatia de la prematuridad).

A continuacion, se incluye cada uno de los tres articulos tal y como han sido

publicados en las revistas cientificas.
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7 ARTICULOS

7.1 Primer articulo
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Resumen del primer articulo

Implementacion clinica del cociente sFlt-1/PIGF para la identificacion de preeclampsia

y crecimiento intrauterino restringido: estudio prospectivo de cohortes.

INTRODUCCION

La PE y el CIR son dos complicaciones relacionadas con la DP, asociadas a un
incremento en la morbimortalidad tanto materna como perinatal, especialmente cuando
abocan a un parto pretérmino. Ambas condiciones comparten factores de riesgo y con
frecuencia coexisten, incrementando el riesgo de resultados adversos (4). Su diagndstico
precoz y la derivacion de las pacientes con PE/CIR precoz a centros especializados en el
manejo perinatal resultan criticos para reducir las complicaciones. Sin embargo, el
diagnostico de la PE se basa atin hoy en sintomas clinicos inespecificos y hallazgos de
laboratorio, y la identificacion del CIR tanto por ecografia como por altura uterina resulta
suboptima, ambas cuestiones derivando en un retraso diagnostico (23). La inclusion en el
diagnostico de marcadores de DP como el IPmAUt y el cociente sFlt-1/PIGF incrementan
la tasa de deteccion de PE precoz y CIR (80, 81). El cribado universal mediante el
IPmAULt durante la ecografia rutinaria de segundo trimestre presenta una sensibilidad del
60-80% para la deteccion de PE precoz y severa y para CIR, con una especificidad del
90-95%, pero a costa de un bajo valor predictivo positivo (VPP), del 10-20% (77, 57). El
cociente sFlt-1/PIGF, empleado en poblacion seleccionada, dispone de unos valores
predictivos positivo y negativo 6ptimos (64, 41), y su uso ha sido recomendado en Reino
Unido como ayuda para descartar una sospecha de PE entre las 20 y las 34+6 semanas de
gestacion (61). Sin embargo, aun queda por esclarecer cuando solicitar la medicion de
dichos marcadores en gestaciones con un IPmAUt elevado.

En este estudio hemos disefiado y analizado una estrategia para la implementacion
contingente del cociente sFlt-1/PIGF en la practica clinica para identificar la PE y CIR
precoz, intermedio y tardio. Dicha estrategia consiste en primer lugar en la seleccion de
pacientes con alto riesgo a priori en base a su historia clinica y a la medicion del IPmAUt
en segundo trimestre, y en segundo lugar en la determinacién del cociente sFlt-1/PIGF en

la semana 26 de gestacion.
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METODOS
Disefio del estudio

Se trata de un estudio observacional prospectivo de cohortes, de todas las
gestaciones Unicas consecutivas que fueron evaluadas en semana 19+0 — 22+0 de
gestacion en nuestro centro, con una fecha probable de parto entre marzo de 2014 y
febrero de 2016. De entre ellas, un subgrupo de gestantes con alto riesgo de PE y/o CIR
en base a su historia clinica y al IPmAUt fue seleccionado para seguimiento intensivo en
la semana 24+0 — 28+6 de gestacion incluyendo la determinacion del cociente sFlt-
1/P1GF, como se detallara mas adelante. Fueron considerados criterios de exclusion la
gestacion multiple, las anomalias cromosoémicas fetales, las malformaciones fetales
mayores ¢ infecciones congénitas, las gestaciones cuyo resultado fue desconocido y la
ausencia de consentimiento informado. Todas las pacientes incluidas en el estudio
recibieron informacion por escrito acerca del estudio coincidiendo con el primer control
ecografico, y aquellas que aceptaron participar en el seguimiento intensivo manifestaron

por escrito su consentimiento. El estudio recibi6 la aprobacion del Comité Etico Local.

Metodologia del estudio

Coincidiendo con la primera ecografia realizada en la gestacion, se registraron los
factores de riesgo para PE establecidos por las guias NICE (National Institute for Health
and Clinical Excellence) (76). En base a ellos, las gestantes fueron catalogadas como de
bajo (ausencia de factores de riesgo mayores o < un factor de riesgo menor) o alto (= un
factor de riesgo mayor o dos menores) riesgo a priori de desarrollar PE/CIR. En aquellas
pacientes con al menos un factor de riesgo mayor se recomendo la toma profilactica de
aspirina a bajas dosis (100 mg/dia) desde antes de la semana 16 hasta la semana 36. La
EG fue calculada siguiendo las recomendaciones del ACOG, respetando para su
estimacion la fecha de ultima regla (FUR) salvo que existiese una discordancia
significativa entre la estimacion por FUR y por la longitud craneo-raquis (CRL) antes de
la semana 14 o por el didmetro biparietal (DBP) de la semana 14+0 en adelante (82).

Se realizo el estudio del IPmAUt por via abdominal durante la ecografia rutinaria
de segundo trimestre segin lo descrito previamente (83). Seleccionamos para
seguimiento intensivo a aquellas gestantes con alto riesgo a priori de PE e IPmAUt > p
75, asi como a aquellas con un bajo riesgo a priori de PE y un IPmAUt > p 95. En este

ultimo subgrupo, establecimos como requisito para continuar el seguimiento intensivo la
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existencia de una elevacion persistente del IPmAUt en la semana 24-28. Empleamos estos
diferentes umbrales para el IPmAUt porque las pacientes con alto riesgo presentan una
mayor tendencia a desarrollar PE/CIR aun en ausencia de una elevacién importante de
las resistencias en las AUt (77). En todas las pacientes seleccionadas llevamos a cabo una
visita de seguimiento en la semana 24-28 de gestacion en la que se realizaron una
ecografia de control de crecimiento fetal, la medicion de la tension arterial media materna
(TAM) y un estudio analitico incluyendo la medicion del indice proteinas/creatinina en
una muestra aleatoria de orina y del cociente sFIt-1/PIGF en suero materno. Para la
interpretacion de resultados se emplearon los puntos de corte previamente descritos en la
literatura de 10 (p 95 para la EG) (79), 38 (alta sospecha de PE) (64) y 85 (ayuda en el
diagnéstico de PE) (79). Asi, en ausencia de enfermedad clinica, la cadencia de visitas
sucesivas dependeria del resultado previo: por debajo de 38 no se realizaron nuevas
revisiones salvo si se sospechaba el desarrollo de PE/CIR, mientras que entre 38 y 85 y
por encima de 85 se realizaron visitas de control en las dos semanas siguientes y cada 48-
96 horas respectivamente. Este esquema de seguimiento fue disefiado siguiendo las
recomendaciones de expertos, basadas en la observacion de que el riesgo de
complicaciones en el corto plazo es mayor segun se incrementa el cociente, pero con
valores < 85 esta probabilidad es aiin baja en las siguientes dos semanas (13, 59). Este
protocolo de seguimiento ha sido publicado con anterioridad en otro articulo cientifico
(23), en el que se incluyen de manera detallada los argumentos para la seleccion de los
puntos de corte de los valores del IPmAUt y del cociente sFlt-1/PIGF, asi como el tiempo
estimado entre revisiones. Aquellas pacientes que no cumplieron criterios para
seguimiento intensivo, asi como las que presentaron un cociente <38, pasaron a
seguimiento convencional, que en nuestro pais consiste en la realizacion de una ecografia
de control de crecimiento fetal en la semana 34-36 de gestacion. En caso de diagndstico
de PE/CIR, se siguieron los protocolos en vigor segun lo descrito mas adelante. El
resultado del cociente sFlt-1/PIGF era conocido por los clinicos, si bien inicamente fue
empleado como guia para determinar la frecuencia de los controles, la necesidad de
pruebas adicionales y de hospitalizacion, en concurrencia con otros parametros clinicos
y analiticos. Por tanto, la indicacion de finalizaciéon de la gestacion fue guiada
exclusivamente por los protocolos actuales, sin verse influenciada por los biomarcadores.

Las concentraciones de sFlt-1 y PIGF (picogramos por mililitro) en las muestras
de suero materno se obtuvieron empleando una plataforma automatizada (Cobas® 6000

€701 module, Roche Diagnostics, Penzberg, Alemania), la misma mediante la cual fueron
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validados los puntos de corte mencionados previamente. El cociente sFlt-1/PIGF fue
calculado y expresado en valores absolutos.

El CIR se definié como un PFE por ecografia (84) <p 3, o un PFE <p 10 con
alteracion del estudio Doppler fetal (IP > p 95 en AU, IP <p 5 en la ACM, o indice
cerebroplacentario < p 5) (85). Tanto el PFE como el peso al nacimiento fueron
transformados en percentiles ajustados por la EG, el sexo fetal y customizados por las
caracteristicas maternas, empleando el software GROW (86). El seguimiento de los fetos
diagnosticados de CIR se bas6 en un protocolo previamente establecido en base a los
diferentes estadios, con el fin de monitorizar el bienestar fetal y de decidir el momento y
la via 6ptimos de finalizacion de la gestacion (32). Se defini6 la PE en base al National
High Blood Pressure Education Program Working Group on High Blood Pressure in
Pregnancy (33). Antes de la semana 33+6 de gestacion, la indicacion para finalizar la
gestacion por interés materno fue la presencia de condiciones clinicas que contraindicasen
un manejo expectante (34). También se indic¢ la finalizacion inmediata de la gestacion
en casos de PE severa en la semana 34+0 o en adelante, mientras que en formas no severas
se recomendd un manejo expectante hasta la semana 37+0.

Los resultados obtenidos se registraron en bases de datos electronicas: los
controles ecograficos y las visitas de seguimiento durante la gestacion se almacenaron en
el programa Viewpoint® 5 (GR Healthcare), los resultados analiticos, del parto y del
recién nacido se registraron en HP-HCIS (Hewlett-Packard Development Company, L.P.)
y para la recopilacion de datos de las gestantes seleccionadas para seguimiento intensivo
se cred una base de datos especifica en la plataforma Research Electronic Data Capture
(REDCap) albergada en nuestro centro (87). Dos investigadores (I.H. y E.S.) llevaron a
cabo una revision sistematica y catalogacion definitiva de los casos de PE y CIR.

Hemos presentado de manera unificada los resultados de PE y CIR ya que el
cociente sFIt-1/PIGF es la manifestacion analitica de una DP, y por tanto no es especifico
de ninguna de las dos entidades por separado (23). Por tanto, nuestros grupos de estudio
fueron los siguientes: “PE/CIR precoz” (gestaciones con PE y/o CIR que requirieron
finalizar la gestacion < semana 32), “PE/CIR intermedio” (parto entre las semanas 32+0
y 36) y “PE/CIR tardio” (parto > 36 semanas). Se empled para las comparaciones el grupo

“no PE/CIR”.

Analisis estadistico

La publicacion de este estudio se ajusta a la declaracion STROBE (The
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Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology). Las
caracteristicas basales fueron expresadas como media y desviacion estandar (SD) o
porcentaje (%). Los valores de sFlt-1 (pg/mL), PIGF (pg/mL) y del cociente sFlt1-/PIGF,
que no siguen una distribucion normal, fueron expresados como mediana y rango
intercuartilico (IQR). Se generaron diagramas de caja para representar los valores de estos
pardmetros en los diferentes grupos de estudio. Las comparaciones entre las
caracteristicas de los grupos de PE/CIR y del grupo “no PE/CIR” se llevaron a cabo
empleando los test de Chi-cuadrado o el test exacto de Fisher para variables categoricas,
y T-test o los test U de Mann-Whitnew ambos con correcciones de Bonferroni
(significacion estadistica critica p < 0,017). Se utilizaron valores de p de dos colas en
todos los test. La precision de las variables para predecir PE/CIR precoz, intermedio y
tardio fue analizada empleando las areas bajo las curvas ROC (Receiver-operating
characteristic), y la sensibilidad, especificidad, los valores predictivos positivo y negativo
y las razones de probabilidad positivas derivadas de ellas fueron calculados con intervalos
de confianza (IC) al 95%. Se gener6 una curva de Kaplan-Meier para representar la
incidencia acumulada de parto con PE/CIR desde el momento de medicion del cociente
sFlt-1/PIGF (los partos sin PE/CIR fueron excluidos). Los datos fueron introducidos
cuidadosamente y analizados tras su depuraciéon mediante el programa estadistico IBM

SPSS Statistics 20.

RESULTADOS

Un total de 6983 mujeres con gestaciones Unicas fueron evaluadas en nuestro
centro durante el periodo de estudio. Se diagnostico aborto tardio en 7 de ellas (0,1%), no
se midio el IPmAUt en 17 (0,2%), se detectaron anomalias congénitas mayores en 65
(0,9%) y en 1.293 (18,5%) no pudo realizarse seguimiento completo dado que el parto
tuvo lugar en otro centro. Las caracteristicas basales, tanto de las pacientes incluidas en
el estudio como de las pacientes con seguimiento incompleto se encuentran registradas
en la tabla suplementaria S1 (Anexo 3), y muestran que las pacientes que optaron por
finalizar la gestacion en otro centro presentaban un perfil de menor riesgo de PE/CIR
basado en factores tanto clinicos como ecograficos, respecto a las pacientes que dieron a
luz en nuestro centro. Es mds, entre las pacientes con seguimiento incompleto,
unicamente 8 (0,6%) cumplian los criterios de este estudio para seguimiento intensivo.

Asi pues, la poblacion a estudio con la totalidad de datos disponibles resulto ser

de 5.601 pacientes. De ellas, 554/5.601 (9,9%) presentaban alto riesgo a priori y 5.047
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(90,1%) bajo riesgo a priori de PE. La figura 1 sintetiza el proceso de seleccion de las
gestantes para seguimiento intensivo. Durante el proceso, 32 pacientes adicionales fueron
excluidas: en 17 casos con bajo riesgo a priori de PE e IPmAUt elevado en semana 19-
22, el IPmAUt no pudo ser reevaluado en semana 24-28 bien por un error de citacion o
bien por no acudir la paciente a la cita prevista, y 3 de ellas desarrollaron CIR tardio. Es
mas, 15 casos seleccionados inicialmente para seguimiento (7 con alto riesgo y 8 con bajo
riesgo a priori) fueron igualmente excluidas por la no disponibilidad de los resultados del
cociente sFIt-1/PIGF. Como se detalla en la figura 1, en 3 de ellas se detecté una muerte

intrauterina previo a la medicion del cociente, y una de ellas presentd una PE/CIR precoz.

Fig. 1. Diagrama de flujo de la poblacion de estudio, que muestra los criterios de
seleccion de las gestaciones para seguimiento convencional o intensivo. IPm-AUt, indice
de pulsatilidad medio en arterias uterinas; MIU, muerte intrauterina; p., percentil; s,

s€manas.

Poblacion de estudio
(n=15601)
IPm-AUt Bajo Riesgo Alto IPm-AUt
(19-22'5) (n=5047) a priori (n=554) (19-22s)
(n<=5'79559) (ﬁ%gg) (;ﬁt';g) (ﬁ=p1'§2)

IPm-AUt
(24-28 5)
-------- >No evaluado (n=17)

Fallo de protocolo (n=12)

MIU previa a la visita (n=3)

\ 4

Seguimiento convencional Seguimiento intensivo
(n=5328) (n=241)

La incidencia de PE/CIR en el total de la poblacion fue de 236/5601 (4,2%, IC al
95% 3,7-4,8%), mientras que en aquellas pacientes seleccionadas para seguimiento

intensivo fue de 72/241(29,9%, IC al 95% 24,4-35,9%). La mayoria de estos casos de
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PE/CIR tenia un IPmAUt > p 95 en la semana 19-22 (62/72, 86%) y en 10 de ellas era de
> p 75. La tabla 1 describe las incidencias y riesgos relativos de PE/CIR precoz,
intermedia y tardia en las mujeres seleccionadas para seguimiento intensivo comparado

con las pacientes en seguimiento convencional.
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Tabla 1. Incidencia de preeclampsia y/o crecimiento intrauterino restringido (PE/CIR) precoz, intermedio y tardio en la poblacion de

estudio, y riesgos relativos de dichos resultados en funcion de la seleccion para seguimiento convencional o intensivo.

Grupo de estudio Poblacion de estudio (n = 5.601) Tipo de seguimiento asignado tras el proceso de seleccion®

n % Incidencia (IC 95%) Convencional (n = 5.328) Intensivo (n = 241) RR (IC 95%) Valor P

n % Incidencia (C 95%) n % Incidencia (IC 95%)
PE/CIR precoz 17 0.3(0.2-0.5) 2 0.04 (0.01-0.14) 14 5.8(3.49.5) 146.3 (33.4-640.4) <0.001
PE/CIR intermedio 37 0.7 (0.5-0.9) 16 0.3(0.2-0.5) 21 8.7(5.8-13.0) 26.8 (14.1-50.7) <0.001
PE/CIR tardio 182 3.2(2.8-3.7) 141 2.6 (2.2-3.1) 37 15.4(11.3-20.4) 5.2(3.7-7.3) <0.001
Total de PE/CIR 236 4.2 (3.74.8) 159 3.0 (2.6-3.5) 72 29.9 (24.4-35.9) 10.0 (7.8-12.8) <0.001

IC, intervalo de confianza. PE/CIR precoz: parto > 32 semanas; PE/CIR intermedio: parto 32 - <36 semanas; PE/CIR tardio: parto > 36 semanas.

2 32 casos no fueron asignados a ningtn tipo de seguimiento, como se detalla en el texto.
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Las principales caracteristicas basales y las variables predictivas en la semana 24-
28 de gestacion en el grupo de pacientes seleccionadas para seguimiento intensivo se
muestran en la tabla 2. Los resultados maternos y perinatales se muestran en la tabla S2
de material suplementario (Anexo 3). La principales caracteristicas y resultados de la
poblacion a estudio se muestran en las tablas S3 y S4 del material suplementario (Anexo
3). Ninguna de las caracteristicas basales mostrd diferencias estadisticamente
significativas entre las pacientes que no desarrollaron PE/CIR y aquellas que si lo
desarrollaron independientemente de si ocurrid6 de manera precoz, intermedia o tardia.
Sin embargo, si que se encontraron diferencias en todas las variables predictivas
evaluadas en la semana 26,2 (0,8), excepto para el indice proteinas creatinina. La
distribucion de los valores del cociente sFIt-1/PIGF en los diferentes grupos de estudio se
muestra en la Figura S1 del material suplementario (Anexo 3). En seis casos la PE/CIR
se encontraba ya presente en la vista de la semana 24-28 y el parto tuvo lugar antes de la
semana 32 en todos menos uno. En todos estos casos, el cociente sFlt-1/PIGF era > 85,

con una mediana (IQR) de 208,1 (127,4-555,7).

Tabla 2. Descripcion de las caracteristicas maternas y las variables predictivas en
la visita de la semana 24+0 — 28+6 en las pacientes seleccionadas para seguimiento
intensivo que han desarrollado preeclampsia o crecimiento intrauterino restringido con
necesidad de finalizacion de la gestacion < 32 semanas (PE/CIR precoz), en la semana
32 - <36 (PE/CIR intermedio) o > 36 semanas (PE/CIR tardio), comparado con aquellas
gestantes que no desarrollaron preeclampsia o crecimiento intrauterino restringido (No

PE/CIR).

Los datos se muestran como mediana (desviacion estandar) excepto que se mencione lo contrario para las
variables continuas, y para las variables categoricas, expresadas como n (%). Los analisis estadisticos se
llevaron a cabo comparando cada grupo de PE/CIR con el grupo de No PE/CIR. Para diferencias
significativas, los contrastes entre grupos se realizaron empleando los test de Chi-cuadrado o exacto de
Fisher para variables categoricas, y el T-test o el test no paramétrico U de Mann-Whitney para variables

continuas, todas con ajuste posterior de Bonferroni. *Significacion estadistica critica: p< 0,017.

Caracteristicas No PE/CIR PE/CIR precoz PE/CIR PE/CIR tardio
(n=169) (n=14) intermedio n=37)
(n=21)

Caracteristicas maternas basales
Edad (a) 32.8 (6.8) 34.6 (5.9) 32.4(6.2) 33.3(5.7)
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Altura (cm)

Peso pregestacional (kg)
IMC pregestacional (kg/m?)
Habito tabaquico activo

Raza o grupo étnico
Blanca o caucésica
Hispana
Asidtica
Norteafricana
Negra o afroamericana

Factores de riesgo de disfuncion
placentaria
Alto
PE previa
Hipertension cronica
Diabetes pregestacional
Enfermedad renal crénica
Trombofilia
LES
Moderado
Intervalo gestacional > 10 a
Edad>40a
IMC pregestacional > 35
kg/m?
Historia familiar de PE*
Al menos 1 factor de alto riesgo o 2
de riesgo moderado

Concepcion
Espontanea
TRA (ovocito propio)
TRA (donacién ovocitaria)

Toma de aspirina a bajas dosis (100
mg/dia)
No
Iniciada antes de la semana 16
Iniciada después de la semana 16

Profilaxis con heparina a bajas dosis
No
Iniciada antes de la semana 16
Iniciada después de la semana 16

Variables predictivas en la visita de la semana 24+0 — 28+6

Peso fetal estimado
En gramos
Percentil customizado, mediana

(IQR)
<percentil 10 customizado
IP-AU
IP-ACM
1CP
IPm-AUt

sFlt-1 (pg/mL), mediana (IQR)

161.8 (6.6)

67.0 (15.0)

25.1(5.1)
13 (7.7)

110 (65.1)
43 (25.4)
4(2.4)
8 (4.7)
4(2.4)

26 (15.4)
17 (10.1)
7(4.1)
8 (4.7)
12 (7.1)
0 (0.0)

101 (59.8)
29 (17.2)
10 (5.9)

15 (8.9)
96 (56.8)

163 (96.5)
2(1.2)
4(2.4)

126 (74.6)
42 (24.9)
0 (0.00)

159 (94.1)
7(4.2)
3(1.8)

949 (130)
70 (37)

3(1.8)
1.09 (0.15)

2.00 (0.31)
1.88 (0.37)
1.22 (0.32)

1341 (880)

160.0 (4.4)

67.8 (13.2)

25.9(5.2)
2(14.3)

8(57.1)
4 (28.6)
1(7.1)
0 (0.0)
1(7.1)

2(14.3)
1(7.1)
1(7.1)
0 (0.0)
0 (0.0)
0 (0.0)

11 (78.6)
3(21.4)
1(7.1)

2(14.3)
6 (42.9)

14 (100.0)
0 (0.0)
0 (0.0)

12 (85.7)
2(14.3)
0 (0.0)

14 (100.0)
0 (0.0)
0 (0.0)

735 (168)*
8 (30)*

8 (57.1)*
1.36 (0.25)*

1.60 (0.29)*
1.23 (0.36)*
1.87 (0.49)*

8627 (6262)*

157.3 (5.3)

66.1 (16.0)
26.1 (6.1)
3(14.3)

12 (57.1)
5(23.8)
2(9.5)
1(4.8)
1(4.8)

5(23.8)
6 (28.6)
1(4.8)
1(4.8)
0(0.0)
0(0.0)

12 (57.1)
2(9.5)
2(9.5)

2(9.5)
10 (47.6)

21 (100.0)
0 (0.0)
0(0.0)

13 (61.9)
7(33.3)
1 (4.8)

21 (100.0)
0 (0.0)
0(0.0)

839 (133)*
40 (27)*

2(9.5)
1.17 (0.20)

1.90 (0.27)
1.65 (0.24)*
1.71 (0.74)*

2196 (1594)"

161.4 (6.5)

63.6 (15.1)
24.1 (5.8)
8(21.6)

30 (81.1)
5(13.5)
12.7)
0 (0.0)
12.7)

4(10.8)
4(10.8)
12.7)
0 (0.0)
12.7)
0 (0.0)

24 (64.9)
4(10.8)
3(8.1)

12.7)
14 (37.8)

36 (97.3)
0 (0.0)
12.7)

29 (78.4)
8(21.6)
0 (0.00)

35 (94.6)
2(5.4)
0 (0.0)

865 (135)*
48 (46)*

12.7)
1.11 (0.17)

1.98 (0.36)
1.82 (0.43)
1.48 (0.33)*

1832 (562)
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PIGF (pg/mL), mediana (IQR) 378.1 (264.5) 38.9 (41.2)* 96.2 (121.6)* 262.5 (357.2)

Cociente sFIt-1/PIGF, mediana (IQR) 3.703) 239.8 (264.1)* 22.4 (30.2)* 6.1 (10.5)
Presion arterial media (mmHg) 84.8 (8.1) 103.5 (11.2)* 97.5 (14.1)* 88.4 (8.3)
Cociente proteinas/creatinina 0.18 (0.44) 0.24 (0.19) 0.14 (0.05) 0.13 (0.05)

ICP, indice cerebro-placentario; IMC, indice de masa corporal; IP-ACM, indice de pulsatilidad de la arteria
cerebral media; IP-AU, indice de pulsatilidad de la arteria umbilical; IPm-AUt, indice de pulsatilidad medio
en arterias uterinas; LES, lupus eritematoso sistémico; PIGF, placental growth factor; sFlt-1, soluble fms-

like tyrosine kijnase-1; TRA, técnica de reproduccion asistida.

El AUC de las variables predictivas en la semana 24-28 para la PCIR precoz,
intermedia y tardia se muestran en la Figura 2. El cociente sFlt-1/PIGF y el PIGF aislado
demostraron tener el mejor rendimiento para la deteccion de PE/CIR precoz e intermedia.
El AUC (IC 95%) para la PE/CIR precoz fue de 0,98 (0,97-1,00) y 0,98 (0,95-1,00)
respectivamente, y para PE/CIR intermedia fue de 0,87 (0,77-0,97) y 0,87 (0,77-0,97)
respectivamente. E1 AUC para la deteccion de PE/CIR tardio presentaba un rendimiento

mas modesto, siempre menor de 0,70.

Fig. 2. Curvas “Receiver-operating characteristic’ (ROC) para la prediccion de
(A) PE/CIR precoz, (B) PE/CIR intermedio* y (C) PE/CIR tardio’ con el cociente slt-
1/PIGF, sFlt-1, PIGF, presion arterial media (PAM), IP medio en arterias uterinas
(IPmAU), peso fetal estimado (PFE) e indice cerebro-placentario (ICP). Todos los test se

realizaron en la semana 24 — 28 de gestacion en mujeres seleccionadas para seguimiento intensivo. El AUC
con su intervalo de confianza al 95% se muestra para cada parametro en la leyenda. *Unicamente se
consideraron para el analisis las gestaciones evolutivas (16 gestaciones con parto < 32 semanas fueron
excluidas). T Unicamente se consideraron para el analisis las gestaciones evolutivas (49 gestaciones con

parto < 36 semanas fueron excluidas).
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La precision diagndstica de los puntos de corte establecidos para el cociente sFlt-
1/PIGF (>p 95, >38 y >85) se detallan en la Tabla 3. Finalmente, la Figura 3 muestra la
incidencia acumulada de parto con PE/CIR en funcion del valor del cociente sFlt-1/PIGF
en la semana 24-28. La incidencia de PE/CIR en las mujeres con un valor normal del
cociente sFIt-1/PIGF fue menor que en las pacientes con valores entre el p >95 y <38,
entre 38 y <85y >85: 15,3% (IC95% 10,9% - 21,3%), 64,1% (1C95% 48,4-77,3%), 100%
(IC95% 56,5-100%) y 93,3% (IC95% 70,2-98,8%) respectivamente (todos ellos con
p<0,001). Es més, la EG al parto en semanas fue significativamente mayor: 38,7 (1,9),

36,3 (2,9), 35,3 (2,6) y 29,9 (2,5) respectivamente (todos ellos con p<0,001).
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Tabla 3. Precision diagnostica de los puntos de corte del cociente sFlt-1/PIGF (medidos en la semana 24-28) para la deteccion de

preeclampsia/crecimiento intrauterino (PE/CIR) precoz, intermedio y tardio en mujeres seleccionadas para seguimiento intensivo.

G d di Punto de corte de Sn (%) Sp (%) VPP (%) VPN (%) LR (+)
rupo de estudio
sFlt-1/PIGF en s. 24-28 (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
> vercentil 95 14 100 80.6 24.1 100 52
P (78.5-100) (75.0-85.2) (15.0-36.5) (97.9 — 100) (4.0-6.7)
PE/CIR precoz - 38 1 78.6 96.0 55.0 98.6 19.8
(n=14) (52.4-92.4) (92.6 - 97.9) (342-74.2) (96.1 -99.5) (9.9-39.8)
-85 1 78.6 98.2 73.3 98.6 44.6
(52.4-92.4) (95.6 —99.3) (48.1-89.1) (96.1 -99.5) (16.3-122.3)
> vercentil 95 15 71.4 86.8 35.7 96.7 5.4
P (50.0 — 86.2) (81.4-90.7) (23.0-50.8) (93.0-98.5) (3.5-8.4)
PE/CIR intermedio® - 38 6 28.6 99.0 75.0 93.1 29.1
(n=21) (13.8-50.0) (96.5-99.7) (40.9-92.8) (89.0-95.8) (6.3-135.4)
-85 3 14.3 100 100 91.9 )
(5.0-34.6) (98.2 —100) (43.8—100) (87.6 —94.8)
> vercentil 95 15 40.5 92.9 57.7 86.7 5.7
P (26.3 -56.5) (87.7-96.0) (38.9-74.5) (80.7-91.1) (29-11.4)
PE/CIR tardio® - 38 ) 5.4 100 100 81.6 )
(n=37) (1.5-17.7) (97.6 — 100) (34.2-100) (75.5-86.4)
0 100 80.7
> 8 0 (0 - 9.4) (97.6 — 100) - (74.6 - 85.7) -

IC, intervalo de confianza; LR (+), razon de probabilidad positiva; s, semanas; Sn, sensibilidad; Sp, especificidad; VPN, valor predictivo negativo; VPP, valor predictivo

positivo.

® Unicamente se consideraron para el andlisis las gestaciones evolutivas (16 gestaciones con parto < 32 semanas fueron excluidas).

b Unicamente se consideraron para el anélisis las gestaciones evolutivas (49 gestaciones con parto < 36 semanas fueron excluidas).
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Fig. 3. Curvas de Kaplan-Meier de la incidencia acumulada de parto con
preeclampsia/crecimiento intrauterino restringido (PE/CIR) de acuerdo con el cociente
sFIt-1/PIGF en la semana 24 -28 de gestacion (< percentil 95, percentil 95 — 38, > 38 —

85 y > 85). Los casos censurados son aquellos que parieron sin PE/CIR.
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Hallazgos principales

Nuestro estudio ha demostrado la utilidad de la implementacion clinica de la
medicion del cociente sFIt-1/PIGF en la semana 24-28 en gestantes previamente
seleccionadas como de alto riesgo para complicaciones relacionadas con la DP (PE/CIR).
En una estrategia de cribado basada en la historia materna, el [IPmAUt en semana 19-22
y la determinacién del cociente sFlt-1/PIGF en semana 24-28, el VPP del cociente sFlt-
1/PIGF >38 y >85 fue de 55,0% y 73,3%, respetivamente, para PE/CIR con necesidad de
finalizacion de la gestacion antes de la semana 32. La precision Optima para una
sensibilidad/especificidad de 100%/80,6% fue alcanzada cuando se empled como punto
de corte el p 95 del cociente sFlt-1/PIGF. Por encima de la semana 32, la sensibilidad y
la especificidad son mejores, pero en aquellos casos con un cociente sFlt-1/PIGF por
encima del p 95 que permanecieron embarazadas presentaban aun una razon de
probabilidad positiva >5 para el desarrollo de PE/CIR intermedio o tardio.

En general, este manejo permite una mejor estratificacion del riesgo real de

PE/CIR en este grupo seleccionado de gestantes, dibujando dos posibles vias: la primera
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es que aquellos valores por encima del p 95 deberian realizar un seguimiento intensivo
materno-fetal durante el resto de la gestacion. Es mds, a mayor cociente, mayor frecuencia
de seguimiento, dada la relacion inversa entre el valor del cociente y el tiempo hasta el
parto. La segunda, que las gestaciones con un cociente sFlt-1/PIGF < p 95 pueden ser
tranquilizadas, evitando pruebas, controles ecograficos y revisiones innecesarias en las

siguientes 4-6 semanas.

Interpretacion

La PE y el CIR son los principales trastornos relacionados con la DP, y ambos se
asocian con valores similares y anormalmente elevados del cociente sFlt-1/PIGF,
especialmente en sus formas precoces (23, 74). No existe consenso universal para definir
la PE o el CIR precoz y tardio. Mientras que el punto de corte de las 34 semanas es mas
comunmente empleado para la PE, este limite suele disminuirse a la semana 32 para el
CIR (88). Recientemente, el grupo de Nicolaides ha propuesto el distinguir entre PE
precoz (<32 semanas), intermedia (32-36 semanas) y tardia (>36 semanas). Esta
diferencia pretende identificar los casos que ocurren antes de las edades gestacionales
propuestas para la realizacion de los controles en las gestantes con riesgo de PE (30-33
semanas y 35-37 semanas) (89). Decidimos asumir esta propuesta dado que nuestra
estrategia presentaba muchas similitudes.

Recientemente, el estudio “PROGNOSIS” ha establecido el valor del cociente
sFlIt-1/PIGF >38 como el unico punto de corte para el asesoramiento de la sospecha de
PE entre la semana 24 y la 37 de gestacion. En esta poblacion de alto riesgo con un 19%
de casos de PE, los valores predictivos negativo y positivo para descartar y sospechar PE
en las siguientes 4 semanas fueron de 94,3% y 36,7% respectivamente (64, 90). Estas
figuras se encuentran en concordancia con nuestros 98,6% y 55,0% para descartar y
sospechar PE/CIR precoz respectivamente, empleando los mismos puntos de corte y pese
a haber combinado las variables PE y/o CIR, cuyos resultados presentan mayor
prevalencia de evento (29,9%). Es mas, el hecho de disminuir el umbral limite a 10 en la
semana 24-28 de gestacion (p 95) hace que la sensibilidad se incremente del 79% al
100%, manteniendo una buena especificidad del 80,6%. Esto puede explicarse por la
distribucion de los valores normales del cociente sFlIt-1/PIGF a lo largo de la gestacion,
que alcanzan su nadir en la semana 24-28 (79).

El empleo del cociente sFlt-1/PIGF en la segunda mitad de la gestacion ha

demostrado resultar coste eficiente cuando se aplica en pacientes con sospecha de PE
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(61). Sin embargo, esta aplicacion como Unico test como parte de un cribado universal
podria no resultar tan eficiente (91, 92). Asi, hemos aplicado una estrategia contingente
donde hemos medido el cociente sFIt-1/PIGF en <5% de nuestra poblacion, que
presentaba un alto riesgo de desarrollar PE/CIR proximo al 30%. El grupo de Nicolaides
ha propuesto recientemente el aplicar un cribado universal en las semanas 11-14 y 19-24,
combinando el riesgo a priori en base a las caracteristicas maternas con los valores
ajustados de PAM, IPmAUt y PIGF (incorporando ademas el sFIt-1 en la semana 19-24).
Estos tests de cribado seleccionaron al 10% y <1% del total de la poblacion,
respetivamente, y contenian a >95% de los casos de PE que parieron <32 semanas. Asi
pues, alcanzaron resultados incluso superiores a los obtenidos con nuestro proceso de
seleccion, con la ventaja adicional de que el cribado en el primer trimestre permite la
prevencion eficaz mediante el empleo de aspirina a bajas dosis (89, 55). Podria asimismo
argumentarse que nuestra estrategia implica la pérdida de las PE/CIR que ocurren antes
de la semana 24 de gestacion, pero estos casos son muy poco comunes y habitualmente
muy evidentes clinicamente, por lo que resulta improbable que su deteccidon precoz
pudiese suponer beneficio alguno en términos de supervivencia neonatal (93). Por otro
lado, nuestro enfoque presenta determinadas ventajas, como una mayor sencillez, un
menor gasto en biomarcadores y una implementacion clinica mas sencilla.

Debemos reconocer ciertas limitaciones de nuestro estudio. En primer lugar,
dadas las pérdidas ocurridas y el perfil de bajo riesgo de las mismas, la prevalencia de
PE/CIR en nuestra poblacion podria estar sobrerrepresentada, y por tanto alterar
potencialmente de algin modo la capacidad predictiva de nuestra estrategia. Esta
limitacién es comin en numerosos estudios de base poblacional, y en el nuestro se ve
minimizada por el hecho de que la mayoria de gestantes elegible para seguimiento
intensivo presenta una buena adherencia a nuestro centro. En segundo lugar, nuestro
proceso de seleccion se centrd en el segundo trimestre de gestacion, mientras que en
numerosas instituciones es el cribado de PE en el primer trimestre es lo que esta
implementandose actualmente (55). Sin embargo, creemos que ambos enfoques pueden
ser complementarios, y nuestra estrategia tiene el potencial de reasignar mejor el
verdadero riesgo de desarrollar PE/CIR precoz y de reducir la alta tasa de falsos positivos
que presenta el cribado de PE de primer trimestre (94). En tercer lugar, somos conscientes
de que el p 75 del IPmAUt es un punto de corte poco comun, pero éste permite la
deteccion de un 10% adicional de PE/CIR, confirmando de este modo que las mujeres

catalogadas de alto riesgo, a priori, estin mas predispuestas a desarrollar estas
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condiciones aun en ausencia de resistencias extremadamente elevadas en las AUt. En
cuarto lugar, nuestros resultados no son extrapolables a las gestaciones multiples, en las
cuales los valores del IPmAUt y del cociente sFIt-1/PIGF son diferentes. Finalmente,
nuestro estudio observacional no ha sido disefiado para demostrar si la implementacion
clinica del cociente sFlt-1/PIGF resulta ttil para reducir los resultados adversos maternos
o fetales. Resulta poco probable que la determinacion de biomarcadores por si misma,
permita mejorar estos resultados materno-fetales, lo que si creemos es que la adaptacion
o la adecuacién de la atencion médica en base a sus resultados, con una rapida deteccion
de los casos de PE/CIR precoz y su remision a centros especializados puede ayudar a

mejorar la seguridad materna y fetal.

CONCLUSION

Hemos observado que la implementacion de la determinacion del cociente sFlt-
1/PIGF en la semana 24-28 de gestacion en mujeres seleccionadas en base a sus factores
de riesgo y al estudio Doppler de las AUt permite una prediccion precisa de PE/CIR,

especialmente en sus formas precoces.
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In this study, we have designed and d a gy for the
rational implementation of the sFlt-1/PIGF ratio in the clinical practice
to Identify early, intermediate and late PE or FGR, consisting firstly in
the selection of high-risk women by maternal history and second tri-
mester mUtA-PI and, dly, in the d ination of the sFlt-1/PIGF
ratio at 26 weeks' gestation.

2. Methods

2.1. Study design

This is an obsuvatioml prospective cohort study of consecutive
women with a viable sk pregr ding our hospital for the
routine fetal anomalyscan at19 4+ 0 - 22 + Oweeks (19—22weeks) of
pregnancy and with an estimated date of delivery between March 2014
and February 2016. A subgroup of pregnant women at risk for PE and/
or FGR (PE/FGR) according to maternal history and mUtA-PI were se-
lected for Intensive monitoring starting at 24 + 0 — 28 + 6 weeks
(24-28 weeks), including the sFlt-1/PIGF ratio measurement, as de-
tailed later. The exclusion criteria were multiple pregnancies, fetuses
wllh d\mmosomal anomalles, major malformations or congenital in-

v and lack of informed consent.
All women melved wdnen Information about the study at the time of
the first ultrasound scan, and those who agreed to participate In the
intensive monitoring provided written informed consent. The local
Ethics Committee approved the study.

2.2, Study sampling and procedures

Colnciding with the first ultrasound visit, maternal risk factors for
blished by the National Insti for Health and Clinical
(NICE) g [10] were recorded. Pregnant women
were categorized as low (no high-risk factors or <one moderate-risk
factor) or high (at least one high-risk factor or two moderate-risk fac-
tors) a priori risk. Low-dose aspirin (100 mg/day) prophylaxis from <
16 weeks untll 36 weeks was routinely recommended when one or
more high-risk factors were present. Gestational age was calculated
ding to the dati of The Ameri College of Ob-
triclans and Gy logists, that is, recall of the last men-
strual period was respected unless there was a significant discrepancy
with the first ul d estimation based on of the
crown-rump length before 14 + 0weeks or biparietal diameter from
14 + 0 weeks onwards [11].
Transabdominal Doppler study of mUtA-PI was performed at the

PE
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Fig. 1, Flow chart of study population showing the selection of pregnancies for
conventional follow-up or Intensive monitoring Cent, centile; FGR, fetal
growth restriction; 1UD, Intrauterine death; mPI-UtA, mean uterine artery

pulsatility index; PE, preech 1a; w, weeks of gestation,
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n=5328)
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increases, but when the values are < 85 this probability in the fol-
lowing two weeks is still low [14,15]. A full description of this protocol

has been published elsewhere [2], including the rationale for selecting
the cut—oﬂs of the mUtA-PI and sFIt»l/P]GF ratio, as well as the time
intervals b visits. W not selected for | | itori

as well as those with sFIt-1/PIGF ratio below 38 underwent oom/en-
tonal follow-up that in our country includes routinely growth scan at
34-36 weeks. Whenever PE/FGR was dlagnosed, current protocols were
followed as described below. Physiclans were aware of the results of the
sFIt-1/PIGF ratio but the test was only used to guide the frequency of
visits, the need for additional test and of h in
with other clinical and analytical data. Theref of delivery
was gulded by current protocols, and it was not directly influenced by
the biomarkers.
The sﬂt 1 and PIGF concentrations (Moogmm per milliliter) in
| serum ples were perf d using an automated assay
system (Cobas* 6000 701 odul Roche Diagnostics, Penzberg,
G y). This is the same platform for which the aforementioned

e aMoaed

indicat]

ly scan as previously described [12]. We selected for | |
monitoring lhose women with a priort high risk for PE and mUtA-PI
=75th percentile, as well as those with a priori low risk for PE and
mUIA-PI =95th percentile. In the latter, it was additionally required
that the mUtA-PI persisted =95th percentile at 24-28 weeks. These
different mUtA-PI thresholds were used b high-risk pad are
more prone to develop PE/FGR even In absence of highly elevated
uterine artery resistances [5]. In those selected women we carried out a
check-up visit at 24-28 weeks consisting of a fetal growth scan, mean

cutoffs have been validated. The sFlt-1/PIGF ratio was calculated and
expressed in absolute values.

2.3. Outcomes
FGR was defined as an estimated fetal weight (EFW) by ultrasound

[16] < 3rd centile, or EFW < 10th centile plus abnormal fetal Doppler
(PI > 95th centlle in the umbilical artery, PI < 5th centile in the middle

arterial p

(MAP) and analytical study includi bral artery, or cerebropl | ratlo < Sth centile) [17]. EFW and
assessment of the protein/creatinine index in random urine sample and birth weight were d into a p tile after ton for ge-
measurement of the sFit-1/PIGF ratio In maternal serum. Previously stational age, fetal gender and lon by 1 ch
described cut-off values of 10 (95th centile for gestational age) [13], 38 lstlc, using the GROW software [18). Fetal survelllance was based on a
(high suspicion of PE) [7], and 85 (ald in diagnosis of PE) [13], were ly defined stage-based p I to itor fetal wellbeing and

used for Interpretation of results. Thus, In absence of clinical disease,
the cadence of new check-up visits depended on the previous result:
under the rule out cut-off point of 38 no additional visits were made
unless a suspiclon of PE/FGR further arose, while between 38 and 85,
and above 85 the next check-up visit was planned within 2 weeks and
every 48-96 h, respectively. This scheme of survelllance followed ex-
perts' recommendations that were based on the observation that the
likelihood of complications in the short-term s higher as the ratlo

byDownlouclede:r Anonymous User (n/a) at C(\IB(](IA -4 de Sanidad de Madrid i~

280

d.edde dle timing and route of delivery in FGR [19]. PE was defined
according to the Natlonal High Blood Pressure Education Program
Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy [20]. Maternal
indications for expeditious delivery at 33 + 6 weeks or less were the
of clinical ditions that indi

mmt [21]. Immediate delivery was also indicated ln severe PE at
34 4 Oweeks or later, while in non-severe forms expectant manage-
ment was recommended until 37 + 0 weeks.

personal use caly. No other uses without permission. Copyright ©2020. Elsevier Inc. All rights reserved.
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Table 1
of early, & diate and late preecl ia and/or fetal growth restriction (PE/FGR) in the study population and relative risks (RR) for these outcomes

depending on being selected for follow-up or intensive monitoring.

Outcome group Study population (n = 5601) Follow-up allocation after selection process *

n % Incldence (95% CI) Conventional (n « 5328) Intensive (n « 241) RR (95%CI) P value
n % Incidence (95%CI) n W Incidence (95%C0

Early PE/FGR 17 0.3 (0.2-0.5) 2 0.04 (001-0.14) 14 5.8 (34-55) 1463 (33.4-640.4) < 0.001

Intermediate PE/FGR 37 0.7 (0.50.9) 16 0.3 (0.2-0.5) 21 87 (58-13.0) 268 (14,1-50.7) < 0.001

late PE/FGR 182 32(28-37) 141 26(22-31) 37 15.4 (11.3-20.9) 5.2(3.7-7.3) < 0.001

All PE/FGR 236 42(37-48) 159 3.0(26-35) 72 29.9 (24.4-35.9) 10.0 (7.8-12.8) < 0.001
CI, confidence Interval.

Early PE/FGR: dellvery < 32 weeks; Intermediate PE/FGR: delivery 32 - < 36 weeks; Late PE/FGR: delivery =36 weeks.
* 32 cases were not allocated to any mode of follow-up, as detalled in the text.

Outcome data were ded on clinical el lc datab ul-

trasound scans and check-up visits during pregnancy were stored in
Viewpoint* 5 (GE Healthcare), blochemical tests and data from delivery
and neonatal care were recorded In HP-HCIS (Hewlett-Packard
Development Company, L.P.) and a specmc dalabm for data collection
of women selected for | d on the
Research Electronic Data Capture (REDCap) lool hmted at our institu-
tion [22]. Careful review and definitive classification of PE and FGR
cases was d by two Investig: (LH. and ES).

We have presented PE and FGR as a single outcome since the sFit-1/
PIGF ratio Is a gate of pl | dysfunction, and Is not specific to
either of the two entities separately [2] Thus, our outcome groups were
“early PE/FGR" (those pregnancies with PE and/or FGR requiring de-
livery < 32weeks), “Intermediate  PE/FGR"  (dellvery  at
32- < 36 weeks), and “late PE/FGR" (delivery = 36 weeks). The “no
PE/FGR" group was used for comparisons.

2.4. Statistical analysis

The reporting of this study conforms to the STROBE (The
Sumglhmlng ﬂw Reponlng ol Observational Studles in Epidemiology)
were exp d in mean and stan-
dard deviations (SD) or p (%). The lly distributed
values of sFlt-1 (pg/mL), PIGF (pg/ml.) and the th-l/P]GF ratio were
d In median and interq le range (IQR). Box plots were
generated to represent the values of these analytes in the different
groups. C Istd

part the ch ics of the PE/
FGR outcome groups and the no PE/FGR group were performed using
chi-square or Fishefs exact testing for categorical variables and by 7-test
or Mann-Whitney U test both with post-hoc Bonfi fs ad)

th are shown in the Supplementary Table S1, showing that
pmgmm women who decided to deliver elsewhere had a lower risk
profile for PE/FGR, based on clinical and sonographic factors, than
those who remained with us. Moreover, among the losses, only 8
women (0.6%) fulfilled criteria for intensive monitoring.

The 1 Is a study population of 5601 pregnancies with com-
plete outcomes avallable. Of them, 554,/5601 (9.9%) had a priori high
risk and 5047 (90.1%) had a prior low risk for PE. Fig. 1 summarizes
the process for selecting women for intensive monitoring. During this
process, 32 additional women were excluded: in 17 cases with a priort
low risk for PE and high mPI-UtA at 19-22 weeks, the mPI-UtA at
24-28 weeks could not be measured due to a citation error or non-at-
tendance and three of them developed late FGR. Moreover, 15 cases
initially selected for | s itoring (7 with a priort high risk and
8 with a priort low risk) were excluded because the results of the sFlt-1/
PIGF ratlo were not avallable. As detalled In Fig. 1, in 3 of them an
intrauterine death was detected prior to the measurement of the ratlo,
having one an early PE/FGR.

The incldence of PE/FGR in the whole population was of 236/5601
(4.2%, 95%(C1, 3.7%-4.8%), while in those selected for intensive mon-
itoring was of 72/241 (29.9%, 95%CI, 24.4%-35.9%). The majority of
these PE/FGR cases had mPI-UtA = 95th centile at 19-22 weeks (62/
72, 86%) and in 10 it was = 75th centile. Table 1 describes the in-
cldences and relative risks of early, Intermediate and late PE/FGR In
women selected for | g when d to those with
conventional follow-up.

The main basell h, risti p
24-28 weeks in the group of selected women for | sl g
are shown In table 2. M 1 and perinatal are shown in the

and of the

and Aletk Aabl at

(critical statistical significance p < 0.017). P-values for all tests were
two-sided. The accuracy of the predictive varlables to predict early,
intermediate and late PE/FGR was assessed using the areas under the
recelver-operating characteristic curves (AUC), and derived sensitiv-
itles, specificities, positive/negative predictive values (PPV/NPV) and

Suppl y Table S2. The main ch risth

study population are shown in the Supplementary Tables S3 and S4.
None of the baseline characteristics were significantly different be-
tween women who did not develop PE/FGR and those who did, whe-

ther early, | diate or late. , diffe were found in all
predictive variables that were d at 26.2 (0.8) weeks, except for
the | i inine index. Distribution of the values of the sFlt-1/

positive likelihood ratios (LR + ) were calculated with 95% confid

intervals (CI). Kaplan-Meier curve was produced to represent the cu-
mulative incidence of delivery with PE/FGR from the time of sFit-1/
PIGF vithout PE/FGR were censored). Data
were d and analyzed after data cl ing, using statis-
tical package 1BM SPSS Statistics 20.

fdelivert

il
Y

3. Results

A total of 6983 women with singl | ded our

PlGF at 24-28 weeks In the different outcome groups s shown in the
Supplementary Fig. S1. In six cases, PE/FGR was already present at the
time of the 24-28 visit and delivery occurred before 32 weeks in all but
one case. In them, the sFlt-1/PIGF ratio was > 85 In all, with a median
(IQR) value of 208.1 (127.4-555.7).

The AUC of the predictive variables at 24-28 weeks for the pre-
diction of early, intermediate and late PE/FGR are given in Fig. 2. The
best performance for detecting early and Intermediate PE/FGR corre-

ponded to the sFlt-1/PIGF ratio and PIGF alone. The AUC (95%Cl) for

centre for routine anomaly scan during the study period. Late mis-
carrlage was diagnosed in 7 (0. 1%) mPI-UtA was not measured in 17
(0.2%), major ital were d d In 65 (0.9%) cases,
and 1293 (18.5%) were lost to follow up since they deli d else-

early PE/FGR was of 0.98 (0.97-1.00) and 0.98 (0.95-1.00), respec-

tvely, and for intermediate PE/FGR of 0.87 (0.77-0.97) and 0.87

(0.77-0.97), respectively. AUC for detecting late PE/FGR performed
desdly, all being below 0.70.

where. Basell ristics of Included and lost to follow up
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nuez
Descri of 1 ch istics and predicty i at 24 + 0 — 28 + 6 weeks visit of women selected for i that developed

P

edampmcrfcn!mmhmmmmq\umgdehvuy<32mk:(w|ymn32 - < 36 weeks (intermediate PE/FGR) or zsswuks(huwm
compared with pregnant women who did not developed preeclampsia or fetal growth restriction (No PE/FGR).

Characteristics No PE/FGR Early PE/FGR Intermediate PE/FGR Late PE/FGR
(n = 169) (n=14) (n=21) (n=37)
Maternal baseline variables
Age (y) 328 (6.8) 34.6 (5.9) 324(6.2) 333(5.7)
Helght (em) 161.8 (6.6) 160.0 (4.4) 157.3 (5.3) 161.4 (6.5)
Prepeegnancy welght (kg) 67.0 (15.0) 67.8 (13.2) 66.1 (16.0) 63.6 (15.1)
Prepeegnancy BMI (kg/m?) 251 (5.1) 25.9 (5.2) 26.1 (6.1) 24.1 (5.8)
Current Smoker 13077 2(143) 3(14.3) 8 (21.6)
Race or ethnic group
White or Caucasian 110 (65.1) 8 (57.1) 12 (57.1) 30 (81.1)
Hispansc 43 (25.4) 4 (28.6) 5(23.8) 5(135)
Aslan 4249 1.1 2(9.5 127
North African 8(47) 0 (0.0) 1(4.8) 0 (0.0)
Black or African American 4249 171 1(48) 127
Risk factors for placental dysfunction
High
Previous PE 26 (15.4) 2(143) 5(23.8) 4(108)
Chronlc hypertension 17 (10.1) 1{(7.1) 6(28.6) 4(108)
Prepregnancy diabetes 741 1.1 1(4.8) 127
Chronlc kidney disease 8 (47 0 (0.0) 1(4.8) 0 (0.0)
Thrombophitia 12(7.1) 0 (0.0) 0 (0.0 127
SLE 0 (0.0) 0 (0.0) 00.0) 0 (0.0
Moderate
Pregnancy interval > 10y 101 (59.8) 11 (786) 12 (57.1) 24 (64.9)
Age = 40y 29017.2) (219 2(9.5) 4(10.8)
Prepregnancy BMI = 35 kg/m* 10 (5.9) 1(7.1) 2(9.5) 3(81)
Family history of PE* 15(8.9) 2(143) 2(9.5) 127
At Jeast 1 high-risk or 2 moderate-risk factors 96 (56.8) 6(429) 10 (47.6) 14 (37.8)
Mode of conception
Spontaneous 163 (96.5) 14 (100.0) 21 (100.0) 36 (97.3)
ART (own cocyte) 2002 0 {0.0) 0(0.0) 0 (0.0)
ART (oocyte donatson) 429 0{0.0) 0 (0.0 127
Low.dase aspérin intake (100 mg/day)
No 126 (74.6) 12(857) 13(61.9) 29 (78.4)
Starting at or before 16 weeks 42 (24.9) 2(143) 7(33.3) 8 (21.6)
Starting after 16 weeks 0 (0.00) 0 (0.0) 1(48) 0 (0.00)
Low dose heparin prophylaxis
No 159 (94.1) 14 (100.0) 21 (100.0) 35 (94.6)
Starting at or before 16 weeks 742 0 {0.0) o.n 2549
Starting after 16 weeks 3(1.8) 0{0.0) 0 (0.0) 0 (a0
Predictive variables at 24 + 0 — 28 + 6 weeks visit
Estimated fetal weight
In grams 949 (130) 735 (168 839 (133" 865 (135)"
Customized centile, median (IQR) 70 (37) 8 (30) 40 2n* 48 (46)"
< 10th customized centile 3(1.8) 8 (57.1* 2(9.5) 127
UA-PT 1.09 (0.15) 1.36 (0.25)* 1.17 (0.20) 111 (017)
MCA-PI 200 (0.31) 1.60 (0.29)* 1.90 (0.27) 1.98 (0.36)
CPR 1.88 (0.37) 1.23 (0.36)" 1.65 (0.24)" 1.82 (0.43)
mUtA-PI 1.22 (0.32) 1.87 (0.49)" 1.71 (0.74) 1.48 (0.33)"
sFit-1 (pg/ml), median (IQR) 1341 (880) 8627 (6262)" 2196 (1594)" 1832 (562)
PIGF (pg/mL), median (IQR) 378.1 (264.5) 38.9 (41.2)* 96.2 (121.6)* 2625 (357.2)
=Fit-1/PIGF ratio, median (IQR) 373 2398 (264.1)" 224 (30.2)" 6.1 (10.5)
Mean blood artertal pressure (mmHg) 84.8(8.1) 1035 (11.2* 97.5 (14.1)* 88.4 (8.3)
Protein/Creatinine index 0.18 (0.44) 0.24 (0.19) 0.14 (0.05) 0.13 (0.05)

Data are given as mean (standard deviation) unless otherwise stated for continuous varlables and n (%) for 9 1| bl
compmng each PE/FGR group with no PE/FGR. For significant differences, contrasts between groups have been made using chl-square or Fishefs exact testing for
| variables and 7-test or P tric Mann-Whitney U testing for continuous variables, all with post-hoc Bonferronts adjustment, *Critical significance

lenl p < 0.017.

| analysis was made

ART, assisted reproductive technology; BMI, body mass index; CPR: cerebro-placental ratio; MCA-PI: medium cerebral artery pulsatility index; mUtA-PL: mean
uterine arteries pulsatility index; PIGF, placental growth factor; sFlt-1: soluble fms-like tyrosine kinase-1; SLE, systemic lupus erythematosus; UA-P1, umbilical artery

pulsatility index.

centlle, > 38 and > 85 for early, intermediate and late PE/FGR are
detalled in Table 3. Finally, Fig. 3 shows the cumulative incidence of
delivery with PE/FGR, according to the sFlt-1/PIGF value at
24-28 weeks. The incldence of PE/FGR In women with normal sFlt-1/
PIGF ratio was lower than in those with values between > 95th centile
- =38, > 38 - =85, and > 85, belng of 15.3% (95%Cl 10.9% -
21.3%), 64.1% (95%Cl, 48.4-77.3%), 100% (95%CI, 56.5-100%) and
93.3% (95%CL, 70.2-98.8%), respectively (all p < 0.001).

282

gestational age In weeks at delivery was higher, being of

38.7 (1.9), 36.3 (2.9), 35.3 (2.6) and 29.9 (2.5), respectively (all

p < 0.001).
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Fig. 2. Reced b istic curves for the prediction of (2) early
PE/FGR, (b) ml:nneduu PE/FGR" and (c) late PE/FGR' with the sFlt-1/PIGF
ratio, sFlt-1, PIGF, mean arterial pressure (MAP), mean uterine artery pulsatility
index (mUtA-PI), estimated fetal weight (EFW) and cerebral-placental ratio
(CPR). All tests were measured at 24-28 weeks in women selected for intensive
monitoring. The munderdumelmopemmdnmzumu: curve (AUC)
mm%%:mﬁdznumumlupvubrodluﬂmdlekgmd. “Only ongoing

were idered for (16 ies with delivery < 32
‘weeks were tuded). 'Only ongaing preg: were considered for analysis
(49 pregnancies with delivery < 36 weeks were excluded).

4. Discussion
— NN e AUC O (WINOIO W 00
4.1. Main findings
Our study has d d the useful of the clinical im-
plementation of the sFlt-1/PIGF ratio msuumen( at 24-28 weeks In
previously selected high-risk women for p 1 dysfuncti lated

complications (PE/FGR). In a screening mategy hsed on the maternal
history, the mPI-UtA at 19-22weeks and the sFit-1/PIGF ratio at
24-28 weeks, the PPV of the sFlt-1/PIGF ratio > 38 and > 85 was
55.0% and 73.3%, respectively, for PE/IUGR requiring delivery before
32 weeks. Optimal sensitivity/specificity accuracy of 100%/80.6% was
reached when using the sFlt-1/PIGF ratio > 95th centile as the cut-off.
Beyond 32 weeks, the sensitivity and specificity are poorer but those
cases with sFlt-1/PIGF ratio > 95th centile that remain pregnant still
retain a LR + > 5 for developing Intermediate or late PE/FGR.
Overall, this appmd\ allows a better stratification of the real risk of

PE/FGR in this selected group of delineating two possibl
ways: first, those with values > 95th centile should undergo lmemlﬂed
feto-maternal care during the ining p M , the

higher the ratio the closer the survelllance, given the lnveue mladon-
ship between the value of the ratio and the time to delivery. Second,
pregnancles with sFlt-1/PIGF ratio < 95th centile can be reassured
avolding unnecessary tests, scans and visits In the next 4-6 weeks.

N EPWigh AUC 0.70 (%00 57.083)

',' = O ALC 085 (N0 0 550 %) 42 Wm
ot T T T T
¢ - '*:) ':.“) = 1w PE and FGR are the major obstetric concerns related lo placemal
posiive dysfunction, and both are lated with similar ab !

C wo values of the sFlt-1/PIGF ratio, especlally in the early fonm [2,23].
‘..f',‘ There is no universal consensus to define early and late PE or FGR.
: While the cutoff of 34 weeks is more commonly used for PE, this limit is
o usually lowered to 32 weeks for FGR [24]. Recently, the group of Ni-
laldes has p d to distinguish b early PE (< 32 weeks),
intermediate PE (32—36 weeks) and late PE (> 36 weeks). This differ-
_ entlation s Intended to identify the cases that occur before the gesta-
€ o tional age windows (30-33 weeks and 35-37 weeks) in which they
z p to perfi Is on pregnant women at risk for PE [25]. We

i F &umedtblslanpropmalsimeourmtegyhasmnysimﬂaﬂdu
s pa 5 Recently, the “PROGNOSIS" study has established the sFlt-1/PIGF
i/ value of > 38 as a unique cutoff for ing dPED 24
; / and 37 weeks. In this high-risk population with 19% PE cases, the NPV
,-’f _'...,.:'.ﬁ. vy and PPV for rule-out and rule-in PE in the next 4 weeks were of 94.3%
4 e o e ST and 36.7%, respectively [7.26]. These figures are in accordance with
i :..“;‘.222;.‘3‘.223‘3. ours of 98.6% and 55.0% for rule-out and rule-in early PE/FGR, re-
- CPR AT 050 (95NC10 430 64) spectively, using the same cutoff and despite we have combined PE
ot T T T T and/or FGR, whlch results in a higher prevalence of events (29.9%).
¢ “ “ “ " w 1 g the threshold limit to 10 at 24-28 weeks (95th
False poskive rate (%) centile) the sem!dvlty is improved from 79% to 100%, keeping a good

specificity of 80.6%. This may be explained by the distribution of the
normal values of the sFlt-1/PIGF ratio across gestation, which reaches a
nadir at 24-28 weeks [13].

The use of the sFlt-1/PIGF ratio in the second half of pregnancy has
proven to be cost efficlent when applied in women with suspected PE
[9]. However, its application as a single test in universal screening may

283
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Table 3
Di; vy of lished cutoff values of the sFit-1/PIGF ratio (measured at 24-28 weeks) for the d of early, i and late p | ia/
fdﬂgmdnmumnmkllnwm!dnledhmmvemmm
Qutcome group Cutoff of the sFIt-1/PIGF st 24-28w So (RN9SNCD) Sp (WN95%CD PPV (WMOSHCD) NPV (WN95%CI LR (+)(95%CD
Early PE/FGR > 95th centile 14 100 (78.5-100) 806 (75.0-85.2) 241 (15.0-36.5) 100 (57 9-100) 52 (4.0-67)
(n=14) >38 1 786 (524-924)  96.0(92.6-97.9) 550 (342-742) 986 (56.1-99.5) 19.8 (9.9-39.8)
> 85 11 786(524-924) 98.2(95.6-99.3) 73.3(48.1-89.1) 986 (96.1-995)  44.6 (16.3-122.3)
Intermedlate PE/FGR” > 95th centile 15 714(50.0-862) 868 (81.4-90.7) 357 (23.0-50.8) 967 (93.0-985) 5.4 (3.5-84)
(n=21) >38 6  286(138-500) 99.0(96.5-99.7) 75.0(40.9-92.8) 93.1 (89.0-95.8)  29.1 (6.3-135.4)
=85 3 14.3 (5.0-34.6) 100 (98,2-100) 100 (43.8-100) 919 (876548 -
Late PE/FGR” > 95th centile 15 405(263-565) 929(87.7-96.0) 577 (389-745) 867 (80.7-91.1) 57 (29-114)
(n = 37) >38 2 54(15-17.7) 100 (97.6-100) 100 (34.2-100) 816 (755-864) -
> 85 0 0(0-9.4) 100 (97.6-100) - 807 (74.6-857) -
Cl, confidence Imennl LR(+), positive likelihood ratio; NPV, negative predictive value, PPV, positive pred value; Sn, Sp, specificity; w, weeks.

going preg; were idl ‘farmalym(lémgnmummddlmy < 32 weeks were excluded).
* Only ongaing p ies were considered for analysis (49 p ies with delivery < 36 weeks were excluded).
1007
F SEILVPIGE ratio a1 2428 w
s <7V Mol (49 cortie)
I cortie - 0
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Fig. 3. Kaplan-Meler plot of camulative incidence of delivery with preecl /fetal growth (PE/FGR) ding to the sFlt-1/PIGF ratio at 24-28 weeks

(=95th centile, 95th centile - 38, > 38 - 85 and > 85). Censored cases are those who dellvered without PE/FGR.

not be as efficlent (27, 28). Thus, we have applied a contingent strategy
whereby we measured the sFlt-1,/PIGF ratlo to < 5% of our populati

first trimester screenlng for PE is now being implemented in many in-

fttd

whkhhadahlghmto!dmlopmgPE/‘FGRolnwlymmNp
Nicolaid y proposed to apply a uni 1 ing at
11-14 weeks and 19-24 weeks, combining the a priort risk from ma-
ternal ch, with adj d values of MAP, mPI-UtA and PIGF
(also incorporating sFlt-1 at 19-24 weeks). These screening tests se-
lected 10% and < 1% of the total population, respectively, con-
taining > 95% cases of PE delivering < 32weeks. Therefore, they
achleved even superior results to our selection process, with the addi-
tional advantage that first-tri ing allows effective preven-
tion with low-dose aspirin [25,29]. It could also be argued that our
strategy implies missing PE/FGR occurring before 24 weeks but these
are very uncommon and usually clinically evident, being unlikely that
their earlier detection could provide any benefit in terms of neonatal
survival [30]. On the other hand, our approach presents also some
advantages, such as its greater simplicity, the lower expenditure on
blomarkers and an easter clinical implementation.
We ledge some limi of our study. Firstly, given our
losses and lhelr low-risk profile, the prevalence of PE/FGR may be
tlally altering in some degree the predictive
pedonnance of our strategy. This shonmmlng Is common in many
population-based studies, and in our study it is minimized by the fact
that the vast majority of pregnant women eligible for | lve mon-

rleti

[29). , we believe that both appmdbu can be
v, and our proposal has the p 1 to better
the tme risk of developing early PE/FGR and reduce the high rate of
false positives that affects the first trimester PE screening [31]. Third,
we are aware that the 75th centile of the mPI-UtA is an uncommon cut-
off point but this allowed the detection of 10 additional PE/FGR cases,
confirming thereby that a priorl high-risk women are prone to develop
these conditions even in ab of highly el d uterine res
Fourth, we cannot extrapolate our data to multiple gestations, in which
the values of mUtA-PI and sFlt-1/PIGF ratlo differ. Finally, our ob-
servational study has not been designed to demonstrate if the clinical
implementation of the sFit-1/PIGF ratio is useful to reduce maternal or
fetal adverse outcomes. It seems unlikely that the determination of
biomarkers by itself will impx 1-fetal but we do
belleve that the adequacy of medical care, with a prompt selection and
referral of early PE/FGR cases to experienced centers can help to im-
prove maternal and fetal safety.

5. Conclusion

‘We have observed that the implementation of the sFlt-1/PIGF ratio

itoring had a good adherence to our center. Secondly, the selection
process was centered in the second trimester of pregnancy, while the

pfDownloaded for Anonymous User (n/a) at Colu;n)& -9 de Sanidad de Madrid a-
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at 24-28 weeks of gestation in women selected by risk
factors and uterine artery Doppler, provides an prediction of
PE/FGR, especially for the early forms.
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Resumen del segundo articulo

Correlacion entre los cocientes sFlt-1/PIGF obtenidos mediante las plataformas Kryptor
y Elecsys® en el diagndstico de preeclampsia precoz y crecimiento intrauterino

restringido: estudio de casos y controles.

INTRODUCCION

La PE y el CIR se incluyen en el espectro de trastornos gestacionales derivados
de una DP subyacente (23). Ambas condiciones comparten factores de riesgo similares y
vias patogénicas comunes, y con frecuencia ocurren de manera simultanea. Esta
confluencia ocurre de manera mas frecuente en las formas precoces de PE/CIR,
responsables de aproximadamente la mitad de los partos pretérmino finalizados por
indicacion médica (95). Ademas, la PE aislada se encuentra involucrada en el 10-15% de
las muertes maternas directas (96). Afortunadamente, los estudios actuales muestran una
mejora considerable de estos resultados cuando los casos son diagnosticados de manera
precoz y manejados por expertos en unidades de tercer nivel (97, 98).

Recientemente, se han dado pasos decisivos en la prediccion y prevencion en los
casos de PE/CIR precoz (55). El empleo en la practica clinica del cociente sFlt-1/PIGF
(en combinacion con otros datos relevantes clinicos y ecograficos) ha demostrado mejorar
su deteccion precoz (41), superando las limitaciones de los criterios diagndsticos clasicos
para el diagnostico y la prediccion de los resultados adversos derivados de estas
patologias (13). Asi pues, el empleo racional de estos biomarcadores angiogénicos tiene
el potencial de mejorar los resultados gestacionales al facilitar la deteccion temprana y la
derivacion a los centros apropiados de las gestantes con riesgo incrementado de PE/CIR
(99, 17). En este sentido, nuestro grupo ha demostrado recientemente que una estrategia
basada en la medicion del cociente sFlt-1/PIGF en la semana 24-28 en gestantes
previamente catalogadas de alto riesgo permite una prediccion mas precisa de PE/CIR,
alcanzando una sensibilidad del 100% (IC 95%: 78,5-100%) y una especificidad del
80,6% (IC 95%: 75-85,2%) para las formas precoces de PE/CIR (96), resultado
concordante con el de otros grupos (51, 100). Elecsys® ha sido la plataforma mas
empleada para la determinacion del cociente sFlt-1/PIGF, disponiendo incluso de sus
propios puntos de corte para considerar la sospecha de PE (> 38) (64) y ayudar al

diagnéstico (=85) (79). Sin embargo, otras compafiias estdn desarrollando test
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diagnodsticos similares que deberian ser igualmente tenidos en consideracion. La
plataforma Kryptor, en particular, ofrece la posibilidad de medir los factores angiogénicos
circulantes en un dispositivo de mesa, sin necesidad de un laboratorio central (101).
Nuestro objetivo es evaluar la comparabilidad de los resultados del cociente sFIt-
1/PIGF y de los puntos de corte predeterminados de >38 y >85 con dos plataformas
(Elecsys® y Kryptor), empleando tanto casos de PE/CIR como controles seleccionados
dentro del escenario clinico de gestaciones de alto riesgo en la semana 24-28 de

embarazo.

METODOS
Disefio del estudio

Se trata de un estudio observacional de casos y controles que incluye 21 casos
consecutivos de gestaciones unicas complicadas con PE/CIR y 21 controles consistentes
en gestaciones unicas no complicadas con PE/CIR y con parto a término. Tanto los casos
como los controles fueron seleccionados de nuestro estudio previo prospectivo de
cohortes sobre la implementacion clinica del cociente sFIt-1/PIGF para identificar
PE/CIR que se llevo a cabo en nuestro centro entre 2014 y 2016 (96). En resumen, las
gestantes catalogadas de alto riesgo de PE/CIR en base a factores maternos y al estudio
Doppler de las resistencias en las AUt en la semana 19+0 a 22+0 fueron seleccionadas
para seguimiento intensivo desde la semana 24+0-28+6 en adelante. Esto incluia la
medicion del cociente sFIt-1/PIGF en el momento de inclusion. El resultado era abierto
para los clinicos con el fin de permitir establecer la frecuencia de visitas, pero no fue
empleado para la indicacion de finalizacion de la gestacion, viniendo determinada esta
ultima por los protocolos locales en vigor (22). Se excluyeron gestaciones multiples, fetos
con anomalias congénitas y aquellas participantes con resultados gestacionales
desconocidos. Se puede encontrar una descripcion completa de este protocolo en otra
publicacion (23).

Para cada caso de PE/CIR, se selecciond un control (parto a término sin PE/CIR)
del estudio mencionado mads arriba tras emparejarlos por las principales variables de
confusion para la interpretacion del cociente sFIt-1/PIGF: paridad e indice de masa
corporal (IMC) (102). Se selecciona para el presente estudio la muestra sanguinea
extraida tanto en los casos como en los controles en la semana 24-28 de gestacion. Se
determinaron de manera inmediata (< 6 horas) en las muestras en fresco los valores de

sFlt-1 y PIGF con la plataforma Elecsys ® y posteriormente se congeld una seleccion de
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cada muestra a -80° C. Las muestras de suero almacenadas durante < 3 afios (103) fueron
testadas nuevamente para sFlt-1 y PIGF en la plataforma Kryptor.
El estudio fue aprobado por el Comité Etico local, y todas las pacientes incluidas

en ¢l entregaron su consentimiento informado por escrito antes de su participacion.

Plataformas de ensayo

Tanto la plataforma Elecsys® (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) como la
plataforma BRAHMS sFlt-1 Kryptor/BRAHMS PIGF plus Kryptor PE ratio (Thermo
Fisher Scientific, Hennigsdorf, Germany) se basan en ensayos automatizados de
inmunofluorescencia tipo sandwich.

El método de determinacion de sFlt-1 de la plataforma Elecsys ® tiene un limite
de deteccion de 10 picogramos/ml (rango de medicion: 10-85.000 picogramos /ml) y un
limite de cuantificacion de 15 picogramos/ml. El método de determinacion de PIGF de la
plataforma Elecsys® tiene un limite de deteccion de 3 picogramos/ml (rango de medicion:
3-10.000 picogramos /ml) y un limite de cuantificacion de 10 picogramos/ml. El tiempo
de obtencion del resultado del cociente sFlt-1/PIGF con la plataforma Elecsys® es de unos
18 minutos.

El método de determinacion de sFlt-1 de la plataforma Kryptor tiene un limite de
deteccion de 22 picogramos/ml (rango de medicion: 22-90.000 picogramos /ml) y un
limite de cuantificacion de 34 picogramos/ml. El método de determinacion de PIGF plus
de la plataforma Kryptor tiene un limite de deteccion de 3,6 picogramos/ml (rango de
medicion: 3,6-7.000 picogramos /ml) y un limite de cuantificacion de 6,9 picogramos/ml.
El tiempo de obtencion del resultado del cociente sFlt-1/PIGF con la plataforma Kryptor

es de unos 29 minutos.

Variables del estudio

La PE se definio empleando los criterios de la National High Blood Pressure
Education Program Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy (33). Se
catalogd de CIR aquel PFE por ecografia (84) < p 3 o aquel PFE < p 10 asociado a un
estudio Doppler fetal alterado (IP de la AU > p 95, IP de la ACM < p 5 o indice cerebro-
placentario < p 5) (32).

La PE y el CIR se agruparon como un tnico resultado (PE/CIR) dado que ambas
condiciones se encuentran intimamente relacionadas, compartiendo un mismo sustrato de

DP, que es de hecho el que se detecta a través del cociente sFlt-1/PIGF (74).
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Adicionalmente, se subdividi6 la PE/CIR en precoz (cuando el parto ocurri6 antes de las
32 semanas de gestacion) y tardia (parto a las o a partir de las 32 semanas de gestacion)

(23).

Analisis estadistico

La publicacion de este estudio se ajusta a la declaracion STROBE (The
Strengthening the Reporting of Observational Studies in Epidemiology). Las
caracteristicas maternas basales se expresaron en media y desviacion estandar (DE) para
las variables continuas y en porcentaje (%) para las variables categoricas. Los valores de
sFlt-1 (pg/mL), PIGF (pg/mL) y del cociente sFlt-1/PIGF presentan una distribucion no
normal y por tanto han sido expresadas como mediana y rango intercuartilico (IQR). Las
comparaciones entre las caracteristicas basales de los casos y de los controles se
realizaron empleando test no paramétricos (test exacto de Fisher para variables
categoricas y U de Mann-Whitney para variables continuas). La correlacion entre las dos
plataformas se evalud con el indice de correlacion de Pearson, los coeficientes de
correlacion intraclase y los métodos Bland-Altman. Las ecuaciones de regresion se
estimaron mediante el método de Passing-Bablok. La precision de ambas plataformas
para la prediccion de PE/CIR precoz y tardio se evalu6 empleando las areas bajo las
curvas ROC, y se emplearon los puntos de corte del cociente sFlt-1/PIGF previamente
validados de > 38 (sospecha de PE) (64) y > 85 (ayuda al diagnostico de PE) (79) para
derivar sensibilidades, especificidades, precision diagndstica y razones de probabilidad.
Todas fueron calculadas con su intervalo de confianza al 95 %. Los datos fueron
analizados empleando el software Stata/IC 13.0 (Stata Corp., College Station, Texas,
USA).

RESULTADOS

Se incluy6 en el estudio un total de 42 mujeres con gestaciones Unicas, 21 casos
de PE/CIR y 21 controles apareados por paridad e IMC. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en ninguna caracteristica materna basal. En los casos de
PE/CIR las resistencias en las AUt fueron mayores en la semana 24-28 mientras que el
peso neonatal y la EG al parto fueron significativamente menores que en los controles.
Entre los casos, 9/21 (42,9%) dieron a luz antes de la semana 32 y 7/21 (33,3%) de los

recién nacidos fueron ingresados en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (Tabla

1).
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Tabla 1. Descripcion de las caracteristicas maternas basales y los resultados
perinatales de la poblacion de estudio, comparando los casos de gestantes que
desarrollaron preeclampsia (PE) y/o crecimiento intrauterino restringido (CIR) con

controles que no desarrollaron PE/CIR, emparejados por paridad e indice de masa

corporal.

Los datos se muestran como mediana (desviacion estandar) para variables continuas y n (%) para variables

categoricas. El analisis estadistico se realiz6 comparando casos y controles. * p < 0,05.

Caracteristicas Casos Controles
(n=21) (n=21)
Maternas (basales)
Edad (a) 33.6 (5.6) 31.7 (6.1)
IMC pregestacional (kg/m?) 25.6 (3.9) 25.6 (4.9)
Nuliparidad 14 (66.7) 14 (66.7)
Habito tabaquico activo 4(19.1) 3(14.3)
Raza o grupo étnico
Blanca o caucésica 16 (76.2) 15 (71.4)
Hispana 3(14.2) 4 (19.1)
Asiatica 1(4.8) 0(0.0)
Norteafricana 1(4.8) 0 (0.0)
Negra o afroamericana 0(0.0) 2(9.5)
Factores de riesgo de disfuncion
placentaria
Alto
PE previa 1(4.8) 1(4.8)
Hipertension cronica 6 (28.6) 2(9.5)
Diabetes pregestacional 0(0.0) 0(0.0)
Enfermedad renal cronica 1(4.8) 0 (0.0)
Trombofilia 0(0.0) 2(9.5)
LES 0(0.0) 0(0.0)
Moderado
Nuliparidad o intervalo gestacional 15(71.4) 17 (81.0)
>10a 2(9.5) 2(9.5)
Edad>40a 0(0.0) 0(0.0)
IMC pregestacional > 35 kg/m? 2(9.5) 2(9.5)
Historia familiar de PE* 8 (38.1) 9(42.9)
Al menos 1 factor de alto riesgo o 2
moderado
Concepcion
Espontanea 21 (100.0) 21 (100.0)
TRA 0(0.0) 0(0.0)
Doppler de arterias uterinas (indice de
pulsatilidad medio)
En semana 19+0 — 22+0 1.88 (0.33) 1.75 (0.28)
En semana 24+0 — 28+6 1.68 (0.31) 1.22 (0.27)*
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Toma de aspirina a bajas dosis (100
mg/dia)
No
Iniciada antes de la semana 16
Iniciada después de la semana 16

Profilaxis con heparina a bajas dosis
No
Iniciada en la semana 16 o antes

Resultados perinatales
Edad gestacional al parto (s)

Preeclampsia o crecimiento intrauterino
restringido

Parto precoz (<32 s)

Parto tardio (>32 s)

Peso neonatal (g)

Sexo femenino

Test de Apgar a los 5 min <7
pH arterial <7.00

Cesarea

Mortalidad perinatal

Ingreso en UCIN

Dias de estancia en UCIN

15 (71.4)
4(19.1)
2(9.5)

21 (100.0)
0 (0.0)

33.7(3.7)

9 (42.9)
12 (57.1)
1552 (735)
11 (52.4)
0 (0)

0 (0)

13 (61.9)
1 (4.8)
7(33.3)
25.4 (14.5)

18 (85.7)
3(14.3)
0 (0.0)

19 (90.5)
2(9.5)

39.1 2.1)*

0 (0)*
0(0)*
3035 (492)*
12 (57.1)
0 (0)

0 (0)
7(33.3)

0 (0)

1 (4.8)*
4(-)

a, afios; IMC, indice de masa corporal; LES, lupus eritematoso sistémico; PE, preeclampsia; s, semanas;

TRA, técnica de reproduccion asistida; UCIN, unidad de cuidados intensivos neonatales.

Se observaron valores sistematicamente inferiores de PIGF con Kryptor tanto en

los casos de PE/CIR precoz y tardio como en los controles, mientras que se observaron

valores inferiores de sFIt-1 inicamente en los casos de PE/CIR tardio y en los controles,

de modo que se obtuvieron resultados significativamente mayores del cociente sFlt-

1/PIGF en comparacion con Elecsys ® para los casos de PE/CIR precoz pero no asi para

los casos de PE/CIR tardio y los controles (Tabla 2).
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Tabla 2. Niveles de sFlt-1, PIGF y cociente sFlt-1/PIGF en la semana 24 + 0 — 28 + 6 en casos de PE/CIR precoz y tardio y en
controles, comparando las plataformas Elecsys® (Roche) y Kryptor (ThermoFisher).
Los datos se muestran como mediana (rango intercuartilico). EL anélisis estadistico se llevé a cabo comparando Elecsys® vs. Kryptor para

casos y controles. *p < 0,05.

PE/CIR precoz (n=9) PE/CIR tardio (n=12) Controles (n=21) Total (n=42)
Elecsys® Kryptor Elecsys® Kryptor Elecsys® Kryptor Elecsys® Kryptor
sFlt-1 9314 9525 2366.5 2253 1505 1233 2332.5 2165
(pg/mL) (6468.5 - 11252.5) (6923 —12605)  (1995-2713.2) (1566 -2699.3)*  (1241.5-2375.5) (1047 —2171.5)* (1439.3 — (1204.3 - 4007.5)
4268.3)
PIGF (pg/mL) 29 21 182.6 145 379 371 237.8 178
(21.7 - 46.0) (11 -27)* (62.9-2823)  (37.5-219.8)*  (251.2-722.4)  (199.5-627.5)%  (46.8-484.7)  (28.5-447.5)*
Cociente sFlt- 254.5 563.5 13.9 14.6 4.1 3.9 7.9 9.9
1/PIGF (141.7 - 470.8) (300.5-9083)*  (4.1-47.7) (4.9 -75.7) (2.0-6.5) (1.8-17.7) (3.6 -54.3) (3.5 - 115.6)*
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Las mediciones de sFlt-1 y PIGF con la plataforma Kryptor presentaron una
correlacion alta con aquellas tomadas con Elecsys ®. La correlacion fue 2 = 0,98 para
sF1t-1 (0,98 para los casos, 0,97 para los controles), r> = 0,99 para PIGF (0,99 para los
casos, 0,99 para los controles), r= 0,95 para el cociente sFIt-1/PIGF (0,94 para los casos,
0,99 para los controles). Esta correlaciéon optima entre los dos métodos de deteccion
también queda demostrada por una excelente concordancia reflejada en las correlaciones
intraclase y el analisis Bland-Altman (Fig. S1 del material suplementario, Anexo 4). Estos
muestran la mayoria de resultados dentro de los limites del acuerdo, a excepcion de los
valores mas elevados del cociente sFlt-1/PIGF obtenidos con la plataforma Kryptor. El
andlisis de regresion Passing-Bablok genera las ecuaciones requeridas para transformar
los resultados de Kryptor en los de Elecsys ® (Fig.1). En particular, la ecuacion de
transformacion del cociente es: Cociente (Kryptor) = 1,65 x Cociente (Elecsys ®) — 2,00.
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Fig. 1. Graficas Passing-Bablok para la comparacion de las plataformas Elecsys®

(Roche) y Kryptor (ThermoFisher). Se muestran las curvas de regresion para sFlt-1 (A), PIGF (B)

y cociente sFlt-1/PIGF (C). Se especifican para cada dato la ecuacion de transformacion, el coeficiente de

correlacion intraclase (ICC) absoluto con su intervalo de confianza al 95% y el coeficiente de correlacion

de Pearson.
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En la tabla 3 se detalla el rendimiento diagnostico de los puntos de corte > 38y >
85 al diagnostico de PE/CIR precoz y tardio cuando se mide el cociente sFlt-1/PIGF en
la semana 24-28. El mejor rendimiento fue alcanzado con el punto de corte > 85 para la
PE/CIR precoz, con una precision diagnostica del 95,24% (IC 95%: 83,84-99,42%). Para
la PE/CIR tardio, los puntos de corte > 38 y > 85 mostraron una alta especificidad, del
100% (IC 95%: 83,89-100) pero una sensibilidad muy baja (entre el 8% y el 33%) con
ambas plataformas. Las curvas ROC (Fig.S2 del material suplementario, Anexo 4)
mostraron la ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre el rendimiento

diagnostico de ambos métodos, tanto en la PE/CIR precoz como en la tardia.
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Tabla 3. Rendimiento diagndstico de los puntos de corte >38 y >85 del cociente sFIt-1/PIGF para preeclampsia y crecimiento

intrauterino restringido (PE/CIR) precoz (< 32 semanas) y tardio (> 32 semanas), medida en la semana 24 — 28 de gestacion con las

plataformas Elecsys® (Roche) y Kryptor (ThermoFisher).

Resultado Punto de corte  Plataforma Sensibilidad Especificidad Precision LR+ LR-
(%; 1C95%) (%; IC 95%) (%; IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
PE/CIR >38 Elecsys® 88.89 90.91 90.48 9.78 0.12
precoz (51.75-99.72) (75.67 — 98.08) (77.38 —97.34) (3.24-29.47) (0.02-0.78)
Kryptor 100 87.88 90.48 8.25 -
(66.37 — 100) (71.80- 96.60) (77.38 —97.34) (3.29-20.67)
>85 Elecsys® 88.89 96.97 95.24 29.33 0.11
(51.75-99.72) (84.24 - 99.92) (83.84-99.42) (4.20-204.91) (0.02-0.73)
Kryptor 100 93.94 95.24 16.50 -
(66.37 — 100) (79.77 — 99.26) (83.84-99.42) (4.31-63.22)
PE/CIR >38 Elecsys®™ 25.00 100 72.73 - 0.75
tardio* (5.49-57.19) (83.89 - 100) (54.48 — 86.70) (0.54-1.04)
Kryptor 33.33 100 75.76 - 0.67
(9.92-65.11) (83.89 - 100) (57.74 - 88.91) (0.45-0.99)
>85 Elecsys® 8.33 100 66.67 - 0.92
(0.21 —38.48) (83.89 - 100) (48.17 — 82.04) (0.77-1.09)
Kryptor 16.67 100 69.70 - 0.83
(2.09 —48.41) (83.89 — 100) (51.29 - 84.41) (0.65-1.07)

*Los casos de PE/CIR precoz fueron excluidos del analisis.
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DISCUSION
Hallazgos principales

Nuestro estudio de casos y controles demuestra que los puntos de corte del
cociente sFlt-1/PIGF de > 38 y > 85 descritos para Elecsys® presentan un rendimiento
diagnostico similar con Kryptor cuando se realiza la medicion en la semana 24-28 de
gestacion en mujeres con alto riesgo a priori de PE/CIR. Ambos métodos alcanzan una
excelente precision diagnostica de > 95% para PE/CIR precoz, pero resultados mas
pobres para PE/CIR tardio. Pese a que la correlacion entre Elecsys® y Kryptor es también
muy elevada para el PIGF aislado (1> = 0,95), los valores de PIGF obtenidos con Kryptor
son inferiores tanto en los casos como en los controles. Estos valores inferiores de PIGF
no se reflejan en diferencias estadisticamente significativas en el cociente sFlt-1/PIGF ni
en los controles ni en los casos tardios. Sin embargo, en los casos de PE/CIR precoces en
los cuales el sFlt-1 presenta un incremento mayor, los valores del cociente sFlt-1/PIGF
son significativamente mayores con Kryptor, y estas diferencias son alin mayores segin

se incrementa el cociente.

Interpretacion de los resultados

Nuestro grupo ha demostrado con anterioridad la utilidad del cociente sFlt-1/PIGF
en la semana 24-28 de gestacion para descartar/confirmar la sospecha de PE/CIR precoz
en gestaciones con alto riesgo a priori: en una estrategia de cribado basada en la historia
materna, el IPmAULt en el segundo trimestre y la medicion del cociente sFlt-1/PIGF en la
semana 24-28, los valores predictivos positivo y negativo del cociente sFlt-1/PIGF > 38
y > 85 fueron 55,0%/98,6% y 73,3%/98,6%, respectivamente, para los casos de PE/CIR
que requieran finalizar la gestacion antes de las 32 semanas (96). La importancia de este
diagnostico precoz de PE/CIR radica en la oportunidad de llevar a cabo un seguimiento
preciso, y de optimizar la atencidon prenatal. Nuestra investigacion se desarrollo
empleando la plataforma Elecsys®. En el presente estudio, comparamos los
inmunoensayos Elecsys® y Kryptor en aquellas pacientes que cumplieron los criterios de
inclusion de nuestro protocolo, con el fin de determinar si los puntos de corte
mencionados anteriormente pudiesen ser aplicados indistintamente. Con ello,
demostramos la comparabilidad y la validez de ambas plataformas, Elecsys® y Kryptor,
para la deteccion de PE/CIR, especialmente aquellos que ocurren en un estadio precoz.
Nuestros resultados muestran una alta correlacion entre las plataformas Elecsys® y

Kryptor (r> = 0,95). Esta alta correlacion (0,91 — 0,97) se ha observado previamente en
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estudios anteriores (104, 105, 106). La principal diferencia entre Elecsys® y Kryptor
radica en los valores de PIGF. Esto puede explicarse por los diferentes grados de
reactividad cruzada entre la isoforma PIGF-1 y su isoforma alternativa PIGF-2. El método
Kryptor presenta una reactividad cruzada inferior que la de Elecsys®, y por tanto niveles
inferiores de valores absolutos de PIGF. Esto podria afectar, en teoria, a la sensibilidad
de los tests, pero en la practica el rendimiento diagndstico de las diferentes plataformas
para la determinacion de PIGF se ha demostrado similar en la prediccion de PE/CIR (107,
108).

Al comparar ambas plataformas empleando los puntos de corte preestablecidos
para Elecsys®, esta plataforma presenta una sensibilidad ligeramente menor y una
especificidad mayor que la plataforma Kryptor para PE/CIR precoz. Para los puntos de
corte > 38 y > 85 para sFlt-1/PIGF, la sensibilidad / especificidad para Elecsys® vs.
Kryptor fue 88,9% / 90,9% vs. 100,0% / 87,9% y 88,9% / 97,9% vs. 100,0% / 93,9%,
respectivamente. Estas diferencias eran esperables, dado que los valores absolutos del
cociente sFIt-1/PIGF en la semana 24-28 de gestacion en PE/CIR precoces son
significativamente menores con Elecsys® que con Kryptor. Recientemente se han
publicado hallazgos concordantes por parte de Stepan y col., con una sensibilidad /
especificidad para el punto de corte > 85 para PE precoz de 88,1% / 100% vs. 90,5% /
96,2% con Elecsys® vs. Kryptor (109).

Los presentes resultados son igualmente similares a los descritos en estudios
comparativos previos de ambas plataformas Elecsys® y Kryptor: con la plataforma
Kryptor se obtienen de manera sistematica valores inferiores de PIGF y superiores de
sFIt-1/PIGF, pero el impacto clinico de estas diferencias es limitado y el rendimiento de
ambos métodos es equivalente en términos de precision diagnostica (104, 105, 106, 109).
Sin embargo, esta falta de precision derivada de la ausencia de puntos de corte
preestablecidos para la plataforma Kryptor puede resolverse de manera sencilla aplicando
la ecuacion de transformacion de los resultados del cociente sFlt-1/PIGF de Kryptor en

los de Elecsys®.

Fortalezas y limitaciones

Una de las principales fortalezas de nuestro estudio es que el reclutamiento de las
pacientes se ha llevado a cabo de entre las de nuestro estudio previo prospectivo de
cohortes acerca de la implementacion clinica del cociente sFlt-1/PIGF. Por lo tanto,

nuestros resultados reflejan la aplicacion de este cociente en un escenario clinico real en
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el cual ya se ha demostrado de utilidad, como es la identificacion de PE/CIR precoz. Mas
aun, el empleo de criterios diagnosticos uniformes para el diagnostico de PE/CIR y para
la seleccion de pacientes podria permitir facilitar la generalizaciéon de nuestras
conclusiones. Al contrario que en estudios comparativos previos, nuestros casos y
controles han sido emparejados por paridad e IMC, los cuales son las principales variables
potencialmente confusoras que pueden influir en los valores de sFlt-1 y PIGF (102).
Ademas, hemos diferenciado entre los casos de PE/CIR precoz y tardia al analizar los
datos recopilados. Este hecho resulta importante para la validez de nuestros resultados,
dado que esta clasificacion es ampliamente aceptada en la actualidad.

No obstante, reconocemos también ciertas limitaciones de nuestro estudio. En
primer lugar, se trata de una poblacion de estudio de pequeno tamafio, y ademas el disefio
del estudio es de baja evidencia, deficiencia también presente en otros estudios. Nos
vimos particularmente limitados por la necesidad de localizar controles para el
emparejamiento entre las muestras recopiladas en nuestro estudio previo, que en origen
no fue disenado para este andlisis. Por lo tanto, serian necesarios estudios de evidencia
superior con el fin de demostrar la aplicabilidad de la plataforma Kryptor en la practica
clinica diaria. En segundo lugar, no hemos validado nuestras formulas para la
transformacion de los resultados de Kryptor en los de Elecsys®, y por ello deberian ser
aplicadas en la rutina clinica con precaucion. En ultimo lugar, seria deseable llevar a cabo
estudios para establecer puntos de corte especificos para la plataforma Kryptor, asi como

para comparar el coste-efectividad de ambas plataformas.

CONCLUSION

Tanto la plataforma Roche como Kryptor para el estudio del cociente sFtl-1/PIGF
han demostrado ser comparables para la deteccion de PE/CIR precoz en la semana 24-28
de gestacion, empleando los puntos de corte preestablecidos de >38 y > 85, presentando

ambos una alta precision diagnostica.
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Fetal growth restriction Elecsys® platform, We aimed to compare the performance of these cut-offs between the Elecsys® and Kryptor
Proecumpsia platforms at 24-28 wecks.
¥ Seudy design: Observational trol study of si g1 ies at high risk for PE/FGR and sFle-1/PIGF
messurement at 24-28 weeks’ gestation: 21 cases (9 eany PE/FGR with delivery < 32 weeks) were 1:1 matched
for body mass index and parity with 21 controls. Correlations of the s¥1t-1, PIGF and sFit-1/PIGF values and
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nastic accuracy was obtained for early PE/FGR with the =85 cutoff (95.2%; 95%Cl: 83.8-99.4%) in both
platforms,
Conck sFIt-1/PIGE Jates well b Elecsys* and Kryptor platforms, and the cutoffs
of = 38 and =85 exhibit high diagnostic sccuracy for assessing early PE/FGR at 24-28 weeks with both
methods.
1. Introduction [4,5].
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I v show ble i when these women at greater risk to the appropriate care centres [9,10]. In this
cases are diag d early and d by expem in tertiary-level units sense, our group has recently demonstrated that a strategy based on
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Resumen del tercer articulo

Empleo del cociente sFlt-1/PIGF para la prediccion del parto en las siguientes 48 horas
y de los resultados adversos en casos de preeclampsia precoz manejada de manera

expectante.

INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es un trastorno hipertensivo gestacional de etiopatogenia
compleja y repercusion sistémica. Su prevalencia a nivel mundial se sitia en torno al 2 —
5%, y representando la principal causa de prematuridad iatrogénica y una de las
principales causas de mortalidad materna y perinatal (110, 96).

La PE de instauracion precoz (aquella diagnosticada antes de la semana 34 de
gestacion) es la forma de PE menos prevalente (0,3 — 0,5%), y sin embargo la forma mas
severa. Pese a que su etiologia aun no se comprende de manera completa, se cree que
subyace una placentacion defectuosa al inicio de la gestacion (40). Seglin progresa ésta,
la placenta hipoxica libera a la circulacion materna cantidades exageradas del factor
antiangiogénico “soluble fms-like tyrosine kinase-1” (sFlt-1), en un intento de
incrementar la presion arterial materna y mejorar asi la perfusion placentaria. Como
consecuencia, los niveles circulantes del factor pro-angiogénico “placental growth
factor” (PIGF) descienden y se altera la homeostasis vascular, induciendo una disfuncion
endotelial responsable de la HTA, la proteinuria y otras manifestaciones multiorganicas
maternas de la PE.

No existe tratamiento intrautero de la PE, siendo la tinica opcién terapéutica el
parto y la consecuente expulsion de la placenta. Para la PE precoz, la mayoria de guias
clinicas aboga por un manejo expectante al menos hasta la semana 34, siempre que la
situaciéon materna y fetal lo permitan. En esos casos, la indicacion de finalizacion de la
gestacion debe realizarse de manera muy cautelosa, sopesando los beneficios neonatales
de prolongar la gestacion frente a los potenciales riesgos maternos y fetales si la
enfermedad progresa y/o surgen complicaciones agudas (33). En centros especializados,
el tiempo desde el diagnostico hasta el parto puede extenderse un promedio de 7 dias con
pocas complicaciones maternas (111). Aun asi, resulta extremadamente dificil determinar
el curso de la PE y algunos profesionales pueden manifestar dudas respecto al manejo

expectante en estos casos. Los marcadores tradicionales de PE severa como la presion
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arterial media (PAM) y las pruebas de funcion hepatica y renal resultan pobres predictores
de los resultados maternos o perinatales (111, 112). Asi pues, son necesarias nuevas
herramientas prondsticas para una mejor seleccion de los casos en los que la prolongacion
de la gestacion pueda llevarse a cabo de manera segura. Se ha propuesto que el uso de los
biomarcadores angiogénicos, que presentan una fuerte correlacion con la patogénesis de
la PE, puede resultar de ayuda para los clinicos en la practica diaria (59, 113). El
incremento del cociente sFIt-1/PIGF (114) y el descenso del PIGF aislado (60) se han
asociado con las manifestaciones clinicas de la PE, especialmente en sus formas mas
severas y precoces (115, 12). Sin embargo, su papel como predictores de complicaciones
a corto plazo ha sido menos estudiado, pese a que se conoce que el cociente sFlt-1/PIGF
se incrementa segn progresa la PE y se acerca el momento del parto (116), y que valores
extremadamente elevados (>655) se han asociado con una alta tasa de resultados adversos
(117).

Nuestro objetivo es explorar si la determinacion del cociente sFlt-1/PIGF en el
momento de diagnostico de PE es mejor que otros parametros tradicionalmente
empleados para predecir en primer lugar la necesidad de finalizacioén de la gestacion en
las siguientes 48 horas tras el diagnostico, y en segundo lugar la apariciéon de

complicaciones maternas y perinatales.

METODOS
Disefio y poblacion de estudio

Presentamos un estudio observacional prospectivo de cohortes llevado a cabo en
nuestro centro entre enero de 2016 y diciembre de 2018. Se incluyeron todas las
gestaciones Unicas consecutivas diagnosticadas de PE precoz. De las 88 pacientes
inicialmente identificadas, 12 fueron excluidas, dejando una poblacion de estudio de 76
casos. Las razones de exclusion se encuentran detalladas en la Fig. 1. El estudio recibid
la aprobacién del Comité Etico Local (P113/02405), y se obtuvo consentimiento

informado de las participantes.
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Fig. 1. Diagrama de flujo que muestra los criterios de seleccion de los casos de

preeclampsia precoz incluidos en el estudio.

Casos de preeclampsia precoz (N=88)
- Hipertension arterial (> 140/90 mmHg)
- Proteinuria (cociente P/Cr > 0.3 o proteinas en orina > 300mg / 24h)
- 20 - 34 semanas de gestacion

Excluidos (n=12):
- Falta de determinacion del cociente sFIt-1/PIGF
(n=3)
- Contraindicacion para manejo expectante (n=7)
- Pérdida de seguimiento (n=2)

Parto en <48 h (n=19) Parto en = 48 h (n=57)

h., horas; P/Cr, proteinas/creatinina.

Variables de estudio y recopilacion de datos

Durante la primera visita ecografica de la gestacion, se registraron caracteristicas
maternas incluyendo la edad, la altura, el peso, el habito tabaquico, la raza, el método de
concepcion, la toma de aspirina a bajas dosis, la profilaxis con heparina y factores de
riesgo de PE y de otros trastornos relacionados con una placentacion insuficiente, de
acuerdo con las guias NICE (118). La EG se estimd de acuerdo al ACOG (la fecha de
ultima regla se corrigid por la longitud craneocaudal antes de la semana 14 + 0 de
gestacion o por el diametro biparietal entre la semana 14 + 0 y la 21 + 6 al objetivar una
discordancia significativa de > 7 dias o > 10 dias, respectivamente) (82).

Se defini6 la PE de acuerdo al National High Blood Pressure Education Program
Working Group on High Blood Pressure in Pregnancy (33). Como consta en nuestro

protocolo de estudio para seguimiento intensivo de los casos de PE descrito en
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publicaciones previas (119), se determind el valor del cociente sFIt-1/PIGF en el
momento del diagndstico (+/ - 3 dias) en una muestra sanguinea, conjuntamente con otros
parametros de laboratorio de rutina (hemograma, GOT/AST, GPT/ALT, plaquetas y
creatinina). Las determinaciones se llevaron a cabo en nuestro laboratorio central,
autorizado por la Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC). Las concentraciones de
sFlt-1/PIGF (picogramos por mililitro) en las muestras de suero materno se obtuvieron
empleando una plataforma automatizada (Cobas® 6000 €701 module, Roche Diagnostics,
Penzberg, Alemania). El cociente sFlt-1/PIGF se calcul6 y expreso en valores absolutos.
Para la interpretacion de resultados se emplearon los puntos de corte previamente
establecidos de 85 (ayuda al diagnostico de PE) (79) y 655 (riesgo incrementado de parto
inminente) (14). Del mismo modo exploramos el punto de corte de < 12 pg/mL para el
PIGF, establecido previamente como “muy bajo” (60).

El manejo de las pacientes se baso en el protocolo estandarizado de la SEGO (22).
Los obstetras eran conocedores de los resultados del cociente sFlt-1/PIGF obtenidos al
diagnostico, pero esta informaciéon no fue empleada para indicar una finalizacion
iatrogénica de la gestacion. El manejo estdndar inicamente se modifico en funcion de los
biomarcadores en cuanto a la decision de ingreso hospitalario (indicado en cualquier caso
con un cociente sFlt-1//PIGF > 655) (59, 119).

En resumen, se indico la finalizaciéon de la gestacion antes de la semana 24
unicamente por interés materno, entre las semanas 24 y 34 en caso de deteccion de signos
de complicacién inminente, y entre las semanas 34 y 37 ante la presencia de cualquier
criterio de severidad, y en cualquier caso al alcanzar el término la gestacion. Una vez
diagnosticada la PE precoz, la necesidad de parto inmediato fue evaluada de acuerdo a
los resultados de la evaluacién inicial, incluyendo ésta la anamnesis y exploracion
materna, la toma de tension arterial, la cuantificacion de la proteinuria (indice
proteinas/creatinina) y una analitica sanguinea materna con hemograma, enzimas
hepaticas, creatinina y lactico-deshidrogenasa. Al diagndstico se evalu6 de igual manera
el bienestar fetal mediante una ecografia de control de crecimiento y un registro
cardiotocografico no estresante. Se llevaron a cabo controles diarios en las primeras 48
horas tras el diagnostico, pudiendo éstos ser espaciados posteriormente a cada 48 — 72
horas en caso de estabilidad. Se recomend6 ingreso hospitalario en caso de identificarse
criterios de PE severa. Durante el manejo expectante, se evalud la existencia de
complicaciones maternas en cada visita, y en caso de identificacion de alguna de ellas, se

indicé la finalizacion inmediata de la gestacion. Los criterios para determinar una
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finalizacion iatrogénica de la gestacion sin considerar la EG fueron: HTA severa no
controlable (pese a la combinacion de dos fArmacos antihipertensivos a dosis maximas),
signos premonitorios de eclampsia refractarios al tratamiento profilactico con sulfato de
magnesio (hiperreflexia con clonus, cefalea intensa, alteraciones visuales, estupor), dolor
epigastrico, dolor a nivel de hipocondrio derecho con nauseas o vomitos, pérdida del
bienestar fetal o deterioro orgdnico materno progresivo (oligo-anuria persistente,
deterioro de la funcién renal, descenso progresivo de plaquetas o aparicion de
complicaciones maternas severas como hemorragia cerebral, edema pulmonar, rotura
hepatica) o abruptio placentae (definido como un desprendimiento de placenta previo a
la expulsion fetal, incluyendo la identificacion de un hematoma retroplacentario de al

menos el 20% de su superficie).

Variables principales

Se recopilaron complicaciones maternas incluyendo la presencia de sindrome
HELLP (hemdlisis, elevacion de transaminasas y trombocitopenia), eventos neuroldgicos
(eclampsia, infarto cerebral, ceguera cortical, desprendimiento de retina, sindrome de
encefalopatia posterior reversible), infarto agudo de miocardio, hematoma subcapsular
hepatico, edema de pulmodn, fracaso renal agudo (creatinina sérica > 1,2 mg/dL o
necesidad de didlisis), desprendimiento de placenta y muerte materna.

De igual modo se recopilaron datos perinatales, incluyendo el sexo y el peso del
recién nacido, el Apgar a los 5 minutos, el pH arterial de cordon umbilical, el ingreso o
no en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales y la duracion del mismo (en dias). La
existencia de complicaciones perinatales se definié como la presencia de al menos uno
de los siguientes criterios: muerte perinatal (intrauterina o neonatal), displasia
broncopulmonar, hemorragia intraventricular grado III o IV, enterocolitis necrotizante y
retinopatia de la prematuridad (grado III a V) (5). Todos los datos empleados para este
estudio fueron recopilados en nuestro programa de manejo clinico de datos (ViewPoint,

GE Healthcare, Milwaukee, Wisconsin, USA).

Calculo del tamafio muestral y andlisis estadistico

El tamafio muestral fue estimado para una significacion estadistica del 5% con
una potencia del 90%, basando nuestros calculos en la asuncién de que las gestaciones
diagnosticadas de PE precoz en que se lleva a cabo manejo expectante van a dar a luz en

las siguientes 48 horas en aproximadamente el 10% de los casos (120, 121), y en 48% de
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los casos cuando el cociente sFIt-1/PIGF supera 655 (118). De este modo, estimamos que
era preciso recopilar 56 casos para identificar diferencias de acuerdo a los marcadores
angiogénicos.

Para la recopilacion de resultados se sigui6 la declaracion Strengthening the
Reporting of Observational Studies in Epidemiology (STROBE). Se llevd a cabo un
analisis estadistico descriptivo de las caracteristicas basales y de los parametros obtenidos
al diagnostico de PE, diferenciando los casos en los cuales no era posible mantener un
manejo expectante mas alla de 48 horas (G1) de aquellos en que si fue posible un manejo
expectante (G2). Las variables continuas fueron expresadas como media (DS) o mediana
(rango intercuartilico) en caso de no seguir una distribucion normal.

Las comparaciones estadisticas de las variables independientes entre los dos
grupos de estudio se realizaron empleando los test correspondientes para variables
cualitativas (Chi-cuadrado o test exacto de Fisher) y cuantitativas (t de Student, U de
Mann-Whitney). Los valores de significacion estadistica se estimaron empleando test
bilaterales. El nivel de significacion estadistica se establecid para un valor p bilateral <
0,05.

El rendimiento diagnostico de los parametros predictivos de complicaciones se
analizd mediante las areas bajo las curvas Receiver-Operating Characteristic (ROC), a
partir de las cuales se calcularon su sensibilidad, especificidad, valores predictivos
positivo y negativo, y su razon de probabilidad positiva. Se llevéd a cabo un analisis de
supervivencia empleando curvas de Kaplan-Meier para representar la incidencia
acumulada de parto a lo largo del tiempo tras el diagnostico de PE.

El anélisis de los datos se realizé empleando la version 20.0 del paquete estadistico

Statistical Packages for the Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

RESULTADOS

En 19 de los 76 casos (25%) no fue posible llevar a cabo un manejo expectante
mas alla de las 48 horas tras el diagndstico debido a la progresion de la enfermedad. Las
razones para finalizar la gestacion en este grupo fueron: sindrome HELLP (n = 4),
desprendimiento de placenta (n = 3), HTA refractaria (n = 3), progresion del CIR a estadio
III o IV (n = 3), sintomatologia neuroldgica prodromica (n = 2), oligo-anuria (n = 3) y
muerte intrauterina (n = 1).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en las caracteristicas

basales maternas entre los grupos G1 y G2 (Tabla 1). Sin embargo, si se observaron
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diferencias estadisticamente significativas en los niveles de transaminasas, del cociente
sFIt-1/PIGF y del PIGF aislado. Valores extremadamente elevados del cociente sFlt-
1/PIGF (> 655) fueron objetivados con mas frecuencia en G1 que en G2 (47,4% vs. 5,3%,
p <0,01), asi como valores muy bajos de PIGF (< 12 pg/mL; 15,8% vs. 0%, p = 0,01).

Tabla 1. Caracteristicas basales y al diagndstico de los 76 casos de gestaciones
unicas complicadas con preeclampsia de instauracion precoz y planteamiento de manejo
expectante, estratificadas por la necesidad de finalizacion de la gestacion en las primeras

48 horas.
Las variables cuantitativas se expresan como mediana (desviacion estandar) o como mediana (IQR) si asi
se especifica, y las variables cualitativas como n (%). G1, parto < 48 horas tras el diagnostico. G2, parto >

48h tras el diagnostico.

Tiempo hasta el parto

G1 (<48h) n=19 G2 (= 48h) n=57 ’

Caracteristicas maternas basales
Edad materna al diagndstico (a) 33.4 (4.8) 33.9(6.5) 0.78
Edad materna > 40 anos 1(5.3) 14 (24.6) 0.06
Altura (cm) 162.4 (5.0) 160.1 (6) 0.16
Peso pregestacional (kg) 72.3(12.4) 69.9 (14.6) 0.54
IMC (kg/m?)

Media (SD) 27.4 (4.1) 274 (6.1) 0.99

>35 0(0) 7(12.3) 0.11
Fumadora 2 (10.5) 1(1.8) 0.09
Nulipara 11 (57.9) 43 (75.4) 0.14
Raza

Blanca 16 (84.2) 35(61.4)

Hispana 2 (10.5) 18 (31.6)

Magreb 1(5.3) 1(1.8) i

Negra 0 (0) 3(5.3) 016

Asiatica 0(0) 0(0)
Tipo de concepcion

Espontanea 17 (89.5) 45 (78.9) 0.28

FIV/ICSI 2 (10.5) 5(8.8)
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Donacion ovocitaria
Hipertension cronica
Nefropatia cronica
Diabetes mellitus pregestacional
Trombofilia
Preeclampsia previa
Historia familiar de
preeclampsia’

Toma de aspirina a bajas dosis
(100-150mg/d)
Desde < 16 semanas
Desde > 16 semanas

No

0 (0)
3 (15.8)
1(5.3)
2 (10.5)
0 (0)
3 (15.8)

0 (0)

3(15.8)
0 (0)
16 (84.2)

Caracteristicas al diagnostico de preeclampsia

Edad gestacional (semanas)
CIR al diagnostico

Presion arterial sistolica
(mmHg)

Presion arterial diastolica
(mmHg)

Presion arterial media (mmHg)
P/Cr (mg/mg)

AST (U/L)

ALT (U/L)

Plaquetas (x1000/mcL)

Creatinina sérica (mg/dL)
sFlt-1 (ng/mL), mediana (IQR)

PIGF (ng/mL), mediana (IQR)
sFlt-1 /PIGF

mediana (IQR)

> 85

> 655

28.5 (3.8)
13 (68.4)

149 (12.8)

90.4 (10.2)

109.9 (8.3)
1.5 (1.9)
64.1 (95.3)
55.9 (89.6)
237.3 (153.4)
0.62 (0.2)
11887
(8199-17827)
18 (13-45)

609 (319-1243)

17 (89.5)
9 (47.4)

7 (12.3)
9 (15.8)
1(1.8)
1(1.8)
1(1.8)
6 (10.5)

4(7.0)

11(19.3)
5(8.8)
38 (66.7)

30.1 (2.7)
35 (61.4)

148.3 (13.1)

94.6 (8.9)

112.5 (8.4)
1.7 (2.4)
24.8 (22.9)
22.8 (26.2)
226.9 (58.3)
0.64 (0.22)
10248
(8692-12948)
42 (32-63)

232 (139-420)

53 (93.0)
3(5.3)

0.99
0.40
0.09
0.56
0.72

0.50

0.32

0.05
0.58

0.83

0.09

0.27
0.79
<0.01
0.02
0.67
0.70

0.08

0.02

<0.01

0.63
<0.01
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a, aflos; ALT, alanina amino transferasa (glutamico piravico transaminasa); AST, aspartato amino
transferasa (glutdmico oxalacético transaminasa); CIR, crecimiento intrauterino restringido; FIV,
fecundacion un vitro; ICSI, inyeccion intracitoplasmica de esperma; IMC, indice de masa corporal; IQR,
rango intercuartilico; P/Cr, cociente proteinas/creatina; PIGF, placental growth factor; sFlt -1, soluble fms-
like tyrosine kinase-1.

*Tras correccion de Bonferroni.

"Madre o hermana.

En G1, comparado con G2, tanto la EG al parto como el peso al nacimiento fueron
menores (28,6 vs. 32,1, p < 0,01, y 967 vs. 1.514 g, p < 0,01, respectivamente). La
supervivencia perinatal fue igualmente menor en G1 que en G2 (78,9% vs. 94,7%, P <
0,01). La ocurrencia de complicaciones maternas (57,9% vs. 24,6%) y perinatales (40,0%

vs. 13,0%) también fue mayor en. G1 que en G2 (p < 0,05), como muestra la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados del parto y complicaciones maternas y perinatales de los 76
casos de gestaciones Unicas complicadas con PE de instauraciéon precoz y con
planteamiento de manejo expectante, estratificadas por la necesidad de finalizacion de la

gestacion en las primeras 48 horas.

Tiempo hasta el parto

Resultados perinatales
G1 (<48h)n=19 G2 (>48h) n=57

Edad gestacional al parto (semanas) 28.6 (3.7) 32.1(3.0) <0.01
Maduracion fetal con corticoesteroides 16 (84.2) 49 (86.0) 0.58
CIR al parto 13 (68.4) 35(61.4) 0.32
Cesarea 15 (78.9) 49 (86.0) 0.64
Género femenino 9(47.4) 25 (43.9) 0.80
Peso neonatal (g) 966.8 (529.8) 1514.5(710.7)  <0.01
Apgar 5 min <7 4 (21.1) 6 (10.5) 0.17
Ingreso en UCIN 14 (73.7) 41 (71.9) 0.90
Dias de estancia en UCIN 35.6 (31.8) 25(16.22) 0.11
Enfermedad de membrana hialina 13 (86.7) 36 (64.3) <0.01
Muerte perinatal

IVE 2 (10.5) 0(0) 0.06

Intrauterina 1(5.3) 0(0) 0.25
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Neonatal 1(5.3) 3(5.3) 0.99

No 15 (78.9) 54 (94.7) 0.03
Complicaciones maternas
Sindrome HELLP 5(26.3) 4 (7.0) 0.03
Abruptio placentae 4 (21.1) 2(3.5) 0.04
Hipertension refractaria 4 (21.1) 11(19.3) 0.92
Edema pulmonar 0(0) 3(5.3) 0.30
Hematoma subcapsular hepatico 0(0) 1(1.8) 0.56
Fracaso renal (Cr>1,2 mg/dL) 0(0) 2(3.5) 0.40
Evento neurolégico 0(0) 0(0) NA
Infarto agudo de miocardio 0(0) 0(0) NA
Muerte materna 0(0) 0(0) NA
Cualquiera 11(57.9) 14 (24.6) <0.01
Complicaciones perinatales
Displasia broncopulmonar 6 (40.0) 2(3.7) <0.01
Leucomalacia periventricular 0(0) 1(1.9) 0.60
Hemorragia intraventricular > III 0(0) 0(0) NA
Enterocolitis necrotizante 0(0) 1(1.9 0.60
Retinopatia de la prematuridad 0(0) 3(5.5) 0.35
Al menos una complicacion 6 (40.0) 7(13.0) 0.02

G1, parto < 48 horas tras el diagnostico. G2, parto > 48h tras el diagnodstico. CIR, crecimiento intrauterino
restringido; Cr, creatinina sérica; g, gramos; IVE, interrupcion voluntaria de la gestacion; min, minutos;

NA, no aplicable; UCIN, unidad de cuidados intensivos neonatales.

La Fig. 2 muestra las curvas ROC de los principales parametros biofisicos y
bioquimicos (incluyendo el cociente sFlt-1/PIGF) obtenidos al diagnostico de PE en
relacion con la ocurrencia de eventos adversos maternos y perinatales. Ninguno de estos
pardmetros demostrdé una buena capacidad predictiva (material suplementario 1 y 2,

Anexo 5).

Fig. 2. Curvas “Receiver operating characteristic’ (ROC) de los principales
pardmetros biofisicos y bioquimicos obtenidos al diagndstico de preeclampsia para la
prediccion de resultados adversos maternos (sindrome HELLP, abruptio placentae, HTA

refractaria edema pulmonar, hematoma subcapsular hepéatico, fracaso renal, eclampsia u
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otros eventos neuroldgicos severos, infarto agudo de miocardio o muerte materna) y para
la prediccion de resultados adversos perinatales que sobrepasan el periodo perinatal
(displasia broncopulmonar, leucomalacia periventricular, hemorragia intraventricular

severa, enterocolitis necrotizante o retinopatia de la prematuridad).

__ Ratio sFIt-1/PIGF

Cociente proteinas/Creatinina en
orina

++ Recuento de plaquetas

= Creatinina sérica

+ Presion arterial media

** AST-GOT

Sensibilidad (%)
Sensibilidad (%)

1- Especificidad (%) 1- Especificidad (%)

Complicaciones maternas Complicaciones perinatales

Se observo una correlacion inversa entre el cociente sFlt-1/PIGF y el tiempo hasta
el parto, como muestra el diagrama de Box-plot de la Fig. 3. En casos con valores del
cociente sFlt-1/PLGF al diagnostico > 655 e < 655, el tiempo medio (DS) hasta el parto
fue de 4,4 (7,5) dias vs. 12,1 (9,3) dias respectivamente, p < 0,01. El riesgo relativo de
parto en < 48 horas con un valor > 655 fue de 5,3 (IC 95%: 2,7 - 10,6), p < 0,01 (Material

suplementario 3, Anexo 5).
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Fig. 3. Diagrama Box plot que representa la distribucién de los valores del
cociente sFIt-1/PIGF en casos de preeclampsia de instauracion precoz en los que la

gestacion precisé ser finalizada en un periodo < 48 horas, 48 horas — 7 dias y > 7 dias.
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DISCUSION
Hallazgos principales

Los parametros bioquimicos y biofisicos tradicionalmente empleados para el
diagnostico de PE y la determinacion de su severidad, como la proteinuria, la presion
arterial, las transaminasas, las plaquetas y la creatinina sérica, han demostrado tener un
valor limitado para la prediccion de aparicion de resultados adversos maternos o
perinatales en cualquier momento de una PE de instauracion precoz. Los nuevos
marcadores bioquimicos (cociente sFlt-1/PIGF) tampoco han sido capaces de predecirlos.
Sin embargo, valores extremadamente elevados (> 655) del cociente sFIt-1/PIGF se
relacionan intimamente con la necesidad de finalizacion de la gestacion en las siguientes
48 horas, debido a la aparicion a corto plazo de resultados adversos maternos o signos de

complicacién inminente.
Interpretacion de resultados

La PE de instauracion precoz representa una minoria de los casos de PE, pero

plantea un gran reto dado que es el grupo de pacientes con el mayor riesgo de
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complicaciones maternas segun avanza la gestacion. Asimismo, éstos son los casos en los
que el recién nacido puede beneficiarse mas del hecho de mantener un manejo expectante.
En la practica clinica, resulta dificil determinar cuanto es posible prolongar la gestacion
sin comprometer la seguridad de la madre, dado que no existen herramientas que permitan
predecir la evolucion de la PE. La finalizacion iatrogénica de la gestacion suele estar con
frecuencia indicada en base a datos clinicos subjetivos como la presencia de cefalea,
fotopsias o epigastralgia, o en base a pardmetros bioquimicos y biofisicos como la HTA
y la proteinuria, que no han demostrado ser predictores fiables de los resultados adversos
maternos (122).

Los biomarcadores angiogénicos sFlt-1 y PIGF estan relacionados con el
desarrollo de PE y han sido introducidos en la préctica clinica diaria, especialmente en
situaciones de sospecha de PE, dado su alto valor predictivo negativo (VPN) (64). Valores
normales del cociente sFlt-1/PIGF tienen el potencial de reducir el nimero de ingresos
innecesarios y de disminuir el nimero de evaluaciones en pacientes con bajo riesgo,
mientras que valores elevados permitirian evitar altas inadecuadas asi como facilitar la
derivacion de pacientes de riesgo a centros especializados, lo cual resulta una medida
coste-efectiva (123). Sin embargo, la capacidad predictiva de estos marcadores a la hora
de guiar el manejo de la PE establecida ha sido menos explorada.

Pocos estudios han encontrado una asociacion entre los niveles de sFlt-1 y PIGF
y las subsiguientes complicaciones maternas y perinatales, con diversos resultados.
Algunos autores no han conseguido demostrar una asociacion entre los biomarcadores
angiogénicos y la severidad de la PE o el grado de HTA y proteinuria al diagndstico (124).
Sin embargo, otros grupos si han confirmado estas afirmaciones en una cohorte de
pacientes con sospecha de PE (13). El estudio PELICAN demostré que la medicion
aislada de PIGF también presentaba un gran VPP para la necesidad de finalizacion de la
gestacion en los siguientes 14 dias en mujeres con sospecha de PE entre las semanas 20
y 34 de gestacion (60). No obstante, nosotros preferimos la utilizacion de la combinacion
de ambos biomarcadores (cociente sFlt-1/PIGF) dado que el sFlt-1 se incrementa de
manera mas dindmica en relacion con el estado materno, mientras que descensos en los
valores de PIGF no siguen a los cambios clinicos de manera tan cercana (117). Ademas,
escogimos el intervalo de 48 horas tras el diagnostico de PE precoz ya que es el periodo
mas critico para implementar una de las principales acciones para mejorar la
supervivencia perinatal como es la administracion efectiva de corticoides para la

maduracion fetal (125). Mdas aln, esto nos permite realizar una comparacién con otros
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estudios que también han empleado este intervalo, como el estudio PIERS (Preeclampsia
Integrated Estimate of RiSk), cuyo objetivo fue el predecir resultados adversos en PE a
las 48 horas del ingreso mediante pardmetros de facil utilizacion (disnea, saturacion de
oxigeno, recuento de plaquetas, creatinina y GOT/AST).

Este estudio proporciona nueva evidencia sobre el uso del cociente sFlt-1/PIGF
en caso de PE precoz ya diagnosticada. Nuestros resultados no apoyan el empleo del
cociente sFlt-1/PIGF o de cualquier otro parametro analitico de rutina de manera aislada
para predecir la aparicion de resultados adversos maternos, dado que el AUC para todos
ellos fue pobre, con valores < 0,6. Al considerar su valor para la prediccion de
complicaciones perinatales, el cociente sFlt-1/PIGF fue el Gnico parametro que presentd
una capacidad moderada con una AUC de 0,75 (0,62 — 0,88). Parece razonable creer que
esta relacion entre valores extremadamente elevados del cociente sFIt-1/PIGF y la
obtencion de malos resultados perinatales pudiera estar mediada, al menos en parte, por
la relacion inversa entre estos valores y el tiempo hasta el parto (117). Por ello, valores
elevados del cociente sFlt-1/PIGF se encuentran expuestos a mayor prematuridad y por
tanto a mayor riesgo de complicaciones perinatales. Estos pobres resultados de los
biomarcadores angiogénicos pueden explicarse porque en este estudio inicamente se ha
tenido en cuenta un valor aislado de los mismos al momento del diagnéstico. Esto ocurre
asi también en el modelo PIERS, que muestra un buen rendimiento en mujeres ingresadas
con PE precoz para la deteccion de eventos adversos en 48 horas (AUC de 0,80, IC 95%:
0,75 — 0,86) pero sus resultados empeoran ligeramente al extender su capacidad de
prediccion de aparicion de complicaciones a los 7 dias (0,74, IC 95%: 0,70 — 0,79) (126).
Dado que el cociente sFlt-1/PIGF incrementa a medida que la enfermedad progresa, es
posible que su medicion seriada fuese de mayor utilidad para guiar la evolucion de la
enfermedad y su manejo expectante. Por otro lado, hemos demostrado que existe un
riesgo relativo 5 veces mayor de precisar finalizar la gestacion en las primeras 48 horas
tras el diagndstico de PE precoz cuando se sobrepasa el valor de 655 al diagndstico. Por
ello, ante estos valores se hace especialmente recomendable la administracion de
corticoides para la maduracion fetal asi como la hospitalizacion en un centro

especializado (59).

Fortalezas y limitaciones:
Una de las principales limitaciones de nuestro estudio es el pequefio tamaio

muestral, y que nuestras conclusiones presentan menor potencia para la evaluacion de
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eventos raros. Ademds, dado que se trata de un estudio observacional, no permite
demostrar el impacto real de la incorporacion del cociente sFIt-1/PIGF a la practica
clinica. Sin embargo, aun considerando estas limitaciones, debemos recalcar que todos
los casos fueron cuidadosamente diagnosticados y manejados bajo el mismo protocolo de
actuacion y por los mismos expertos en medicina fetal durante el periodo de estudio.
Finalmente, no podemos estar seguros de la influencia que pudo tener el conocimiento
del resultado de los biomarcadores sobre la interpretacion del curso clinico de los casos

estudiados.

CONCLUSIONES

El cociente sFIt-1/PIGF > 655 resulta util para predecir complicaciones a corto
plazo, dado que se asocia con un riesgo 5 veces mayor de necesidad de finalizar la
gestacion en < 48 horas. Sin embargo, ninguno de los pardmetros analiticos evaluados al
diagnostico de PE precoz ha resultado ser buen predictor de complicaciones maternas o
perinatales en cualquier momento de la enfermedad. Contintia siendo necesario llevar a
cabo ensayos clinicos que determinen en qué medida el empleo del cociente sFlt-1/PIGF

presenta un impacto en el pronostico materno y fetal en la practica clinica diaria.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Objective: To analyze if sFlt-1/PIGF ratio is more useful than other parameters at diagnosis of early-onset

#1t] (=< 34 weeks) preeclampsia (PE) in the predi of delivery within 48 h and adverse maternal and perinatal

PIGF outcomes.

Fetal growth restriction Method: Observational retrospective study of a cobort of 76 singleton pregnancies with early-onset PE and ex-

:m-’::mm clon pectant mmagtmem. The predictive value of sFlt-1/PIGF ratio, blood p liver

ymes and at diagnosis for delivery < 48 h and adverse outcomrs was determined.

Results: M I and perinatal adverse d in 25/76 (32.9%) cases and 13/69 (18.8%) live.
births, respectively. Areas under the curve (AUC) for sFIt-1/PIGF ratio were 0.59 (95%CI 0.42-0.75) and 0.75
(95%CI 0,62-0.88) for maternal and perinatal I ively, Mean (standard deviation) time to
delivery for a sFIt-1/PIGF ratio > 655vs. = 655wasof44(75)vs. 12.1(9.3) days, p < 0.01. Redative risk for
delivery within 48 h for a sFIt-1/PIGF ratio > 655 was 5.3 (95% confidence interval 2.7-10.6), p < 0.01.
Conclustors: sFIt-1/PIGF ratio > 655 at diagnosts was associated with & 5-fold incressed risk of delivery
in = 48 h. None of the parameters were good predictors of adverse maternal or perinatal outcomes,

1. Introduction angiogenic factor “soluble fms-like tyrosine kinase-1* (sFlt-1) into ma-

ternal circulation, in an pt Lo raise 1 blood p and

Preeclampsia (PE) is a hyp preg! disorder with com- p pl I perfusion. Asa the lating levels of
plex etiopathog: and sy i P Its prevak the pr genie factor "pl gmmh factor* (PIGF) decrease and
worldwide is around 2-5%, rep ing the leading cause of iatrog the vascular h is altered, inducing an endothelial dysfuncti
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8 DISCUSION

La PE y el CIR son dos entidades poco frecuentes, cuyos factores de riesgo y
sustratos fisiopatologicos comunes hacen que con frecuencia coexistan. Ambas entidades
se relacionan intimamente con altas tasas de morbimortalidad tanto materna como fetal,
asi como de prematuridad iatrogénica. Hasta la fecha, el diagndstico precoz, el manejo en
centros especializados y la optimizacion de la decision de finalizar el embarazo han sido
las tunicas medidas capaces de mejorar el prondstico de estas enfermedades,
disminuyendo el riesgo de complicaciones maternas y perinatales. La incorporacion de
los marcadores angiogénicos a la evaluacion de las gestantes ha permitido que la
posibilidad de un diagndstico precoz sea una realidad: su desequilibrio, y la elevacion
secundaria del cociente sFlt-1/PIGF, pueden objetivarse semanas antes de que debute el
cuadro clinico tradicional. Es cierto que dicha alteracion en los biomarcadores refleja una
DP que no es especifica de PE o de CIR, y por tanto no es capaz de discriminar ambas
entidades. No obstante, ambas se benefician de un diagnostico precoz, y con frecuencia
aparecen asociadas, por lo que desde la perspectiva de los marcadores angiogénicos
pueden entenderse como distintas caras de un mismo sindrome (127). Pese a lo ventajoso
de este nuevo descubrimiento, es aun necesario estandarizar su aplicacion en la poblacion
general ya que su determinacidn sistematica en todas las gestantes no resultaria coste-
eficiente, y generaria en ellas incertidumbres con frecuencia innecesarias. Es esencial por
tanto esclarecer qué pacientes se ven mas beneficiadas de su estudio, asi como cuando y
coémo llevarlo a cabo.

Con el fin de esclarecer el primero de los aspectos planteamos una propuesta de
implementacion de la determinacion del cociente sFlt-1/PIGF (articulo 1): en una
poblacion de gestantes previamente seleccionada en base a su historia clinica y al estudio
Doppler de las AUt en el segundo trimestre, la determinacion del cociente sFlt-1/PIGF en
la semana 24 — 28 de gestacion permite mejorar la estratificacion del riesgo real de
PE/CIR en base a puntos de corte preestablecidos. Con los resultados obtenidos se
constata que la obtencion de resultados normales del cociente sFlt-1/PIGF (< p95 para la
EG) permite descartar PE/CIR hasta la semana 32, lo que hace posible disminuir la
frecuencia de visitas. Por el contrario, la obtencion de resultados alterados se asocia en la
mayoria de los casos a la futura aparicion de PE/CIR, lo que se debe traducir en un
incremento de la frecuencia de seguimiento y una adecuacion de las actuaciones en

funcion de la evolucion. Esta estrategia integral se ha demostrado relativamente sencilla
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de aplicar y util en la practica habitual, permitiendo diagnosticar la mayoria de los casos
de PE/CIR en nuestra poblacion general de gestantes. Ademas, el algoritmo planteado
permite realizar una optimizacion del uso de biomarcadores, ya que inicamente se precisa
su determinacion en el 4-5% de la poblacion.

En cuanto al momento de determinacién de los marcadores angiogénicos, la
semana 24-28 de gestacion es una etapa crucial desde el punto de vista fisiopatologico y
perinatal. Por una parte, se trata del momento en que la invasion trofoblastica y la
remodelacion de las arterias espirales se han completado, y por tanto la placenta muestra
a partir de entonces su comportamiento definitivo. Por otra parte, es a partir de la semana
24 de gestacion cuando la supervivencia perinatal se incrementa de manera significativa
en centros especializados. A estas edades gestacionales, el feto, y més aiun el CIR, se
beneficia enormemente de prolongar la gestacion tanto como sea posible. Y para poder
llevar a cabo este manejo expectante de la gestacion, se vuelve imprescindible ser capaces
de determinar qué pacientes presentan un riesgo incrementado de complicaciones y cudles
no. La determinacion del cociente sFlt-1/PIGF en estos casos permite cribar aquellas
gestaciones con margen de seguridad para realizar dicho manejo expectante. Es mas, ser
capaces de catalogar a las pacientes en funcion de su riesgo de complicaciones permitiria
seleccionar qué gestantes remitir a centros terciarios, y determinar el momento 6ptimo
para su derivacion de cara a un manejo lo més precoz posible.

En cuanto a los puntos de corte empleados para la valoracion de los resultados, se
han establecido valores de referencia en funcion de la EG, tanto para descartar como para
confirmar una sospecha de PE/CIR, en base a la plataforma mas cominmente empleada
(Elecsys®). Sin embargo, nuestro estudio demuestra que la plataforma Kryptor presenta
un rendimiento diagnoéstico similar en pacientes catalogadas como de alto riesgo a priori,
con una excelente precision diagnéstica (articulo 2). Unicamente presentan diferencias
significativas en los valores del cociente sFlt-1/PIGF en casos de PE/CIR precoz, que
podrian salvarse con una sencilla ecuacioén de transformacion. Una vez completados los
estudios de validacion de dicha ecuacion de transformacién, asi como de coste-
efectividad, esta comparabilidad de diferentes plataformas permitiria generalizar los
protocolos de implementacion del cociente independientemente de la disponibilidad de
recursos y plataformas empleadas.

Pero el cociente sFIt-1/PIGF no solo ha demostrado su utilidad para el diagnodstico
precoz de PE/CIR. Se trata de una herramienta que, ademas, permite orientar la actitud

clinica en el seguimiento de una PE precoz ya establecida, principalmente en cuanto a la
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inmediatez de la necesidad de finalizar la gestacion (articulo 3). Valores extremadamente
elevados de la misma (>655) se relacionan con un riesgo 5 veces mayor de necesidad de
finalizacion de la gestacion en las siguientes 48 horas, dada la aparicion a corto plazo de
resultados adversos maternos o signos de complicacion inminente. Este aspecto resulta
prometedor, ya que abre la puerta a otras aplicaciones del cociente sFlt-1/PIGF, incluido
su empleo para determinar la necesidad de finalizar la gestacion anticipandose a las
complicaciones maternas y perinatales.

En cualquier caso, el cociente slt-1/PIGF también presenta sus limitaciones. A dia
de hoy, sus resultados son muy ttiles para detectar casos de PE/CIR, pero no permiten
predecir cudles de ellos presentardn complicaciones en algin momento de la gestacion.
Tampoco son capaces de dilucidar qué complicaciones apareceran, ya que el cociente
refleja un estado de DP que puede dar origen a multiples tipos de complicaciones. Por
otra parte, se ha observado que los valores del cociente sFlt-1/PIGF se incrementan a
medida que la enfermedad progresa, por lo que seria interesante valorar si su medicion
seriada pudiese tener mayor utilidad que un valor aislado en la toma de decisiones
respecto a la gestacion. Por ultimo, son necesarios estudios para determinar en qué
medida la inclusion de la determinacion del cociente en la practica clinica diaria presenta
per se un impacto real en el pronostico materno y fetal, aunque durante la elaboracion de
esta tesis ya se han publicado al menos dos ensayos clinicos que indican que su uso es
beneficioso para disminuir complicaciones maternas (128, 129). Por tanto, el uso del
cociente sFIt-1/PIGF en la practica clinica es ya una realidad y sus aplicaciones cada vez
mas amplias para mejorar el diagnostico y el tratamiento de las complicaciones del

embarazo relacionadas con la DP.
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CONCLUSIONES

. La implementacion de la determinacion del cociente sFlt-1/PIGF en la semana 24-
28 de gestacion en gestantes seleccionadas como de alto riesgo a priori de
desarrollo de PE, en base a su historia clinica y al valor del IPmAUt en el segundo
trimestre, permite detectar los casos de PE/CIR precoz (< 32 semanas) con alta
sensibilidad (100%) y especificidad (80,6%). Estos resultados se consiguen usando
como punto de corte el p. 95 del cociente sFlt-1/PIGF para la EG (correspondiente
a un cociente sFlt-1/PIGF = 10).

. Las plataformas de validacion del cociente sFlt-1/PIGF Elecsys® y Kryptor son
superponibles en términos de precision diagndstica en los casos de PE/CIR
precoces, con una alta correlacion entre ambas (1> = 0,95 para el cociente sFlt-
1/PIGF). Por ello, los puntos de corte preestablecidos para la primera plataforma
pueden ser aplicables para la segunda. No obstante, la plataforma Kryptor presenta
unos niveles significativamente inferiores de PIGF, y por tanto unas cifras
significativamente mas elevadas del cociente sFlt-1/PIGF en casos de PE/CIR
precoz. Este aspecto, sin embargo, no interfiere en su rendimiento diagndstico y
podria en cualquier caso subsanarse facilmente aplicando las ecuaciones de
transformacion apropiadas de Kryptor a Elecsys®.

. En casos de PE precoz, ni los parametros biofisicos y bioquimicos clasicos de
diagnostico de PE ni el cociente sFIt-1/PIGF han demostrado su capacidad para
predecir el riesgo de aparicion de complicaciones maternas o perinatales. No
obstante, niveles del cociente sFlt-1/PIGF > 655 se asocian de manera significativa
a la necesidad de finalizacion de la gestacion en las siguientes 48 horas (riesgo

relativo de 5,3, IC al 95% [2,7-10,6], p <0,01).
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10 ANEXOS

10.1 Certificado del comité de ética para la realizacion de la tesis
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INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Dia. MARIA UGALDE DIEZ, Secretaria del Comité Etico de Investigacién Clinica (CEIC) del Hospital
Universitario Doce de Octubre.

CERTIFICA:

Que este Comité, en la reunion celebrada el dia 26/11/2013, ha evaluado los aspectos éticos del
Proyecto de Investigacion P113/02405 titulado:

INCORPORACION CLINICA DE LOS BIOMARCADORES DE ANGIOGENESIS (RATIO SFIT-1/PIGF) PARA LA
DETECCION PRECOZ Y EL SEGUIMIENTO DE LA PREECLAMPSIA

Del cual el Dr. Alberto GALINDO IZQUIERDO,
Del Servicio de OBSTETRICIA Y GINECOLOGIA es el Investigador Principal

Entendiendo que dicho estudio se ajusta a las normas éticas esenciales y criterios deontolégicos que
rigen en este Centro, cumpliendo los requisitos metodolégicos necesarios, este Comité INFORMA

FAVORABLEMENTE a la realizacién de dicho proyecto en este Centro,

Lo que firmo en Madrid, a 26 de noviembre de 2013,
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Firmado: Dra. Mario Ugalde Diez
Secretaria CEIC Hospital 12 de Octubre.

Comité Etico Investigacion Chimica Mospital 12 de Octubre e Av. de Cordoba s/n 28041 Madrid
Centro Actividades Ambulatoria, Blogue D, Planta 60  Telf. 91 779 26 15 ¢ e-maik: ceic@h120.e3
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Investigador Principal: GALINDO IZQUIERDO, Alberto

D* MARIA UGALDE DIEZ, SECRETARA DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO 12 DE OCTUBRE

DE MADRID
Hace constar que:
1. En 3 reunién ordinaria celebrada el dia 26/11/2013, se decidié emitir ol informe correspondiente al proyecto de
Investigacion de referencia.
2. EICEXC del Hospital Universitario 12 de Octubre, tanto en su composicién como en sus PNTs, cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH/135/95)

3. Lacomposicién del Ceic del Hospital Universitario 12 de Octubre que evalud el proyecto fue & sigulente:

PRESIDENTE | Dra. M ded Puy Goyache Goll ¥ # djunto de
SECRETARM | Dra. Maria Ugalde Diex Ora. en Ciencias Biokgicas
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Dr. Alberto Galindo trquierdo Jefe de Seccion Obstetricia y Ginecologia
Dr. Eduardo Gutidrrez Martinez Medico Nefrologia
Dra. Crmen smenet Lopez-Guarch Medico Cardiciogla
Dr. José Antonio Lopes Martin Medko Oncologha Medica

Dr. Cesar Mingé Lorenzo Médico de Familia de Atencién Primaria

Dr. Jose Maris Morales Cerdan Medico Nelrologla

Dr. José Maneel Moreno Vilares Medico Pediatria

Dra. Glorla Ovegdn de Luna Pediatra do Asencidn Primaris
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Dra. Belen Rue Antoranz Farmacdloga dinica (Olinica Puerta de Mierra)

D? Rosa M* Vega Viaka CAIBER

Dr. Alberto Villarejo Galende Maedico Neurclogla
Que en el caso de que se evaluara algin proyecto del que un miembro sea investigador/colaborador, este se de la o
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10.2 Expediente de financiacion de la investigacion marco de esta

tesis doctoral

La presente tesis doctoral se enmarca dentro del proyecto de investigacion
“Incorporacion clinica de los biomarcadores de angiogénesis (ratio sFlt-1/PIGF) para la
deteccion precoz y el seguimiento de la preeclampsia” llevado a cabo en el Hospital
Universitario 12 de Octubre y financiado por el Instituto de Salud Carlos III (ISCIII),
proyecto del cual la autora de esta tesis es miembro colaborador del equipo de
investigacion.

Ii\ii' RESULTADO EXPEDIENTE - PI13/02405
‘GOBIERNO MINSTERIO ’
{'i* DEBMRA| DRfcoNoMA |/ Instituto
Sal
Carlosill

Centro Solicitante: FUNDACION INVESTIGACION BIOMEDICA HOSPITAL 12 DE OCTUBRE
Centro Realizador: FUNDACION INVESTIGACION BIOMEDICA HOSPITAL 12 DE OCTUBRE

Titulo: Incorporacion clinica de los biomarcadores de angiogénesis (ratio sFlt-1/PIGF) para la deteccién precoz y el seguimiento de la
preeclampsia

4 RESOLUCION PROVISIONAL DE CONCESION

Ayuda susceptible de ser cofinanciada por el FEDER

Estado de Resolucion Provisional de Concesion : CONCEDIDO

PRESUPUESTO CONCEDIDO PROVISIONAL

12 ANUALIDAD 22 ANUALIDAD 32 ANUALIDAD TOTAL
BIENES/SRV 17.850,00 14.450,00 0,00 32.300,00
PERSONAL 0,00 0,00 0,00 0,00
VIAJES 0,00 0,00 1.500,00 1.500,00
SUBTOTALES 17.850,00 14.450,00 1.500,00 33.800,00
Costes ind. 21,00 % 3.748,50 3.034,50 315,00 7.098,00
TOTALES 21.598,50 17.484,50 1.815,00 40.898,00
4 PERSONAL CONCEDIDO PROVISIONAL CON CARGO AL PROYECTO
Titulado superior 0
Titulado medio 0
Técnico FP 0
4 EQUIPO DE INVESTIGACION
Apellido 1 Apellido 2 Tipo Ded.
ANTONIO GARCIA BURGUILLO Colaborador UNICA
IGNACIO HERRAIZ GARCIA Colaborador UNICA
ELENA ANA LOPEZ JIMENEZ Colaborador UNICA
ALBERTO GALINDO IZQUIERDO IP UNICA
PAULA ISABEL GOMEZ ARRIAGA Colaborador UNICA
ELISA SIMON SAN JOSE Colaborador UNICA

4 RESOLUCION PROVISIONAL DE CONCESION

El Organo instructor, visto el informe emitido por la Comisién de Seleccién (BOE N° 140 de 12 de junio de 2013) en su reunién de 14 de
octubre de 2013 y, de acuerdo con las disponibilidades presupuestarias, propone la financiacion de la ayuda solicitada para la realizacion
de su proyecto en los términos econdmicos indicados anteriormente.El presupuesto solicitado se ha modificado en el proceso de
evaluacion de acuerdo con la valoracién econdmica de los objetivos propuestos. Su ajuste final ha tenido en cuenta este hecho, la
prioridad de su proyecto respecto a otras propuestas y, las limitaciones presupuestarias de la presente convocatoria.
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10.3 Permisos para la publicacion de los articulos originales en la tesis

doctoral

Permiso de la revista:

Permissions Helpdesk 30 de marzo de 2021, 17:45
Re: Copyright obtention of 3 articles for publishing in a PhD thesis [210329-020389]
Para: Elisa Simon

PR SART 45 7
ELSE
Dear Elisa Simo6n San José,

Thank you for your query.

Please note that, as one of the authors of this article, you retain the right to reuse it in your thesis/dissertation. You do not require formal
permission to do so. You are permitted to post this Elsevier article online if it is embedded within your thesis. You are also permitted to post
your Author Accepted Manuscript online.

However posting of the final published article is prohibited.

“As per our Sharing Policy, authors are permitted to post the Accepted version of their article on their institutional repository — as long as
it is for internal institutional use only.

It can only be shared publicly on that site once the journal-specific embargo period has lapsed. For a list of embargo periods please
see: Embargo List.

You are not permitted to post the Published Journal Article (PJA) on the repository.”
Please feel free to contact me if you have any queries.
Regards,
Kaveri

Permissions Helpdesk
ELSEVIER |Operations

From: Administrator
Date: Monday, March 29, 2021 04:41 PM GMT
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Permiso de los coautores para la utilizacion del primer articulo:

Autorizacidn de los coautores para la utilizacidn del articulo “Clinical
implementation of the sFit-1/PIGF ratio to identify preeclampsia and fetal
growth restriction: a prospective cohort study” como parte integrante de

la tesis doctoral

Por el presente documento, los abajo firmantes autorizan a Elisa Simdn San
José para la utilizacion y publicacion del articulo “Clinical implementation of the sFit-
1/PIGF ratio to identify preeclampsia and fetal growth restriction: a prospective cohort
study”, del cual son coautores, en el marco de su tesis doctoral.

\/'vv

\

| Herraiz Pl Gémez-Arriaga MS Quezada

A Garcia-Burguillo EA Lopez-liménez A Galindo |
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Permiso de los coautores para la utilizacion del segundo articulo:

Autorizacion de los coautores para la utilizacién del articulo “Correlation
of Kryptor and Elecsys immunoassay sFlt-1/PIGF ratio on early diagnosis of
preeclampsia and fetal growth restriction: a case-control study” como
parte integrante de la tesis doctoral

Por el presente documento, los abajo firmantes autorizan a Elisa Simén San
José para la utilizacién y publicacion del articulo “Correlation of Kryptor and Elecsys
immunoassay sFlt-1/PIGF ratio on early diagnosis of preeclampsia and fetal growth

restriction: a case-control study”, del cual son coautores, en el marco de su tesis
doctoral.

| Herraiz C Villalain Pl Gémez-Arriaga

MS Quezada EA Lépez-Jiménez A Galib’do
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Permiso de los coautores para la utilizacion del tercer articulo:

Autorizacion de los coautores para la utilizacién del articulo “sFlt-1/PIGF

ratio for the prediction of delivery within 48 hours and adverse outcomes

in expectantly managed early-onset preeclampsia” como parte integrante
de la tesis doctoral

Por el presente documento, los abajo firmantes autorizan a Elisa Simdén San
José para la utilizacidn y publicacién del articulo “sFlt-1/PIGF ratio for the prediction of
delivery within 48 hours and adverse outcomes in expectantly managed early-onset
preeclampsia”, del cual son coautores, en el marco de su tesis doctoral.

C Permuy L Sacristan MJ Zamoro-Lorenci

i

C Villalain A Galindo | Herraiz
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10.4 Material suplementario del primer articulo.

Tabla S1. Descripcion de las caracteristicas maternas de la poblacion de estudio,

comparando las mujeres con resultados completos disponibles con aquellas en las que se

perdi6 el seguimiento.

Poblacion de

Casos con pérdida de

Caracteristicas basales maternas estudio seguimiento
(n=5601) (n=1293)
Edad (a) 31.2 (6.0) 30.9 (6.0)
Altura (cm) 161.9 (6.6) 162.4 (6.7)
Peso pregestacional (kg) 63.8 (12.8) 63.0 (12.1)
IMC pregestacional (kg/m?) 24.3 (4.6) 23.9 (4.3)
Habito tabaquico activo 624 (11.1) 132 (10.2)
Raza o grupo étnico
Blanca o caucésica 3741 (66.8) 897 (69.4)
Hispanica 1309 (23.4) 280 (21.7)
Asiatica 211 (3.8) 44 (3.4)
Norteafricana 270 (4.8) 54 (4.2)
Negra o afroamericana 64 (1.1) 16 (1.2)
Otras / Desconocida 6 (0.1) 2(0.1)
Factores de riesgo de disfuncion placentaria
Alto
PE previa 88 (1.6) 6 (0.5
Hipertension cronica 75 (1.3) 7(0.5)
Diabetes pregestacional 42 (0.8) 4(0.3)
Enfermedad renal cronica 27(0.5) 2(0.2)
Trombofilia 61 (1.1) 7(0.5)
LES 14 (0.3) 3(0.2)
Moderado
Nuliparidad 2652 (47.3) 603 (46.6)
Edad>40a 313 (5.6) 56 (4.3)
IMC pregestacional > 35 kg/m? 179 (3.2) 30 (2.3)
Historia familiar de PE* 144 (2.6) 26 (2.0)
Al menos 1 factor de alto o 2 de moderado riesgo 554 (9.9) 70 (5.4
Concepcion
Espontanea 5322 (95.0) 1,117 (86.4)
Ovocito propio 163 (2.9) 47 (3.6)
Donacioén ovocitaria 52(0.9) 5(0.4)
Desconocido 64 (1.1) 124 (9.6)

134



Toma de aspirina a bajas dosis (100 mg/dia)

No 5390 (96.2) 1275 (98.6)
Iniciada en o antes de las 16 semanas 202 (3.6) 18 (1.4)
Iniciada después de las 16 semanas 9(0.2) 0(0.0)
Heparina profilactica a bajas dosis
No 5533 (98.8) 1293 (99.4)
Iniciada en o antes de las 16 semanas 63 (1.1) 7(0.5)
Iniciada después de las 16 semanas 5(0.1) 1(0.1)
IPmAUt en la ecografia de la semana 19-22 1.01 (0.54) 0.96 (0.26)
Gestantes elegibles para seguimiento intensivo
IPmAUt > percentil 95 en la semana 19-22 y
bajo riesgo a priori 288 (5.1) 19 (1.5)*
e IPmAUt > percentil 95 en la semana 24-28 122 (2.2) 3 (0.2
e IPmAUt < percentil 95 en la semana 24-28 149 (2.6) 10 (0.8)*
e IPmAUt no evaluado en la semana 24-28 17(0.3) 6 (0.5)
IPmAUt > percentil 75 en la semana 19-22 y alto
riesgo a priori 13424 5(0.4)

Los datos se muestran como media (desviacion estandar) para variables continuas y n (%) para variables

categoricas. El analisis estadistico se realizd comparando el grupo de la poblaciéon de estudio con el grupo

de pérdida de seguimiento. Para diferencias significativas, se realizaron contrastes entre grupos empleando

el test de Chi-cuadrado o el test exacto de Fisher para variables categoricas y el T-test o el test no

paramétrico U de Mann-Whitney para variables continuas. *p < 0.05.

A, afios; IMC, indice de masa corporal; PE, preeclampsia; LES, lupus eritematoso sistémico; IPmAUt,

indice de pulsatilidad medio de las arterias uterinas.
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Tabla S2. Resultados maternos y perinatales de las mujeres seleccionadas para
seguimiento intensivo que desarrollaron PE o CIR que requirié finalizacion de la
gestacion <32 semanas (PE/CIR precoz), 32 -<36 semanas (PE/CIR intermedio) o >36

semanas (PE/CIR tardio), comparado con gestantes que no desarrollaron PE o CIR (No

PE/CIR).

PE/CIR PE/CIR PE/CIR
o ) No PE/CIR ] )
Caracteristicas de las pacientes (1=169) precoz intermedio tardio
n:
(n=14) (n=21) (n=37)

Edad gestacional al parto (s) 38.7(1.9) 29.1 (1.6)* 34.0 (1.2)* 38.0 (1.5)
Peso al nacimiento

En gramos 3050 (533) 874 (199)* 1738 (353)* | 2486 (478)*

Percentil customizado, mediana 35 (40) 1 (4) 6 (10 7 (23)

(IQR)

< percentil 10 customizado 20 (11.8) 14 (100.0) 14 (66.7) 22 (59.5)
Sexo femenino 70 (41.4) 8 (57.1) 8 (38.1) 19 (51.4)
Test de Apgar a los 5 min. <7 0(0.0) 0(0.0) 1 (4.8) 0(0.0)
pH arterial <7.00 6 (3.6) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Cesarea 59 (34.9) 14 (100.0)* 13 (61.9) 14 (37.8)
Muerte intrauterina 2(1.2) 1(7.1) 0 (0.0) 0(0.0)
Mortalidad neonatal 0 (0.0) 1(7.1) 0 (0.0) 0(0.0)
Morbilidad materna

Hipertension refractaria 0(0.0) 0(0.0) 2 (9.5 0(0.0)

Sindrome HELLP (completo o 0 (0.0) 1(7.1) 1 (4.8) 1(2.7)

incompleto)

Edema pulmonar 0(0.0) 1(7.1) 0 (0.0) 0(0.0)

Oliguria 0(0.0) 1(7.1) 0(0.0) 0(0.0)

Abruptio placentae 2(1.2) 3(21.4) 0 (0.0) 0(0.0)

Eclampsia 0 (0.0) 0(0.0) 0 (0.0) 0(0.0)

Muerte 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

Cualquier morbilidad materna 2(1.2) 6 (42.9) 3(14.3) 1(2.7)
Morbilidad neonatal entre los
supervivientes perinatales

DBP 0(0.0) 3(21.4)y 0(0.0) 0(0.0)

HIV grado Il 0o IV 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)

LPV grado IT o 11 0(0.0) 1(7.1) 0(0.0) 0(0.0)

Enterocolitis necrotizante 0 (0.0) 2 (14.3)* 0 (0.0) 0(0.0)

Retinopatia de la prematuridad 0 (0.0) 1(7.1) 0 (0.0) 0(0.0)

Cualquier morbilidad neonatal 0 (0.0) 6 (42.9) 0 (0.0) 0(0.0)

Dias en UCIN 3.8(1.5) 33.9(18.9* | 13.1(15.9) 0(0.0)

Los datos se muestran como media (desviacion estandar), excepto si se menciona en la tabla de otro modo,
para variables continuas y como n (%) para variables categoricas. El analisis estadistico se realizo
comparando cada grupo de PE/CIR con el grupo de No PE/CIR. Para las diferencias significativas, los
contrastes entre grupos se realizaron empleando el test de Chi cuadrado o el test exacto de Fisher para
variables categoricas y el T-test o el test no paramétrico U de Mann-Whitney para variables continuas,

todas ellas con correccion post-hoc de Bonferroni. * Nivel critico de significacion estadistica p < 0.017.
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PE, preeclampsia; CIR, crecimiento intrauterino restringido; s, semanas; HELLP, hemdlisis, elevacion de
enzimas hepaticas y plaquetopenia (completo: 3 criterios; incompleto: 2 criterios); DBP, displasia
broncopulmonar (definida como necesidad de oxigeno en la semana 36); HIV, hemorragia intraventricular
(grado III: con dilatacion de los ventriculos laterales; grado IV: hemorragia intraparenquimatosa); LPV,

leucomalacia periventricular quistica; UCIN, unidad de cuidados intensivos neonatales.
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Tabla S3. Descripcion de las caracteristicas maternas de la poblacion de estudio,
comparando las gestantes que no desarrollaron PE o CIR (No PE/CIR) con aquellas que
desarrollaron PE/CIR precisando finalizacion de la gestacion <32 semanas (PE/CIR

precoz), en la semana 32 - <36 (PE/CIR intermedio) o > 36 semanas (PE/CIR tardio).

PE/CIR PE/CIR PE/CIR
No PE/CIR
Caracteristicas maternas basales Precoz Intermedio tardio
(n=5365)
(n=17) (n=37) (n=182)
Edad (a) 31.2 (6.0) 34.3 (5.6) 33.0(5.4) 32.5(5.7)¢
Altura (cm) 162.0 (6.6) 159.4 (5.1) 158.4 (6.4)* 161.4 (6.4)
Peso pregestacional (kg) 63.7 (12.7) 67.6 (11.9) 65.8 (15.5) 64.9 (15.0)
IMC pregestacional (kg/m?) 24.3 (4.5) 26.6 (4.8) 26.1 (5.4)* 24.9 (5.3)
Habito tabaquico activo 580 (10.8) 2(11.8) 8 (21.6) 34 (18.7)
Raza o grupo étnico
Blanca o Caucasica 3584 (66.9) 8(47.1) 21 (56.8) 128 (70.3)
Hispana 1249 (23.3) 6 (35.3) 12 (32.4) 42 (23.1)
Asiatica 202 (3.8) 1(5.9) 2(54) 6(2.9)
Norteafricana 265 (4.9) 0(0.0) 1(2.7) 4(2.2)
Negra o afroamericana 59 (1.1) 2 (11.8) 1(2.7) 2(1.1)
Otros / Desconocido 6 (0.1) 0 (0.00) 0(0.0) 0(0.0)
Factores de riesgo de disfuncion
placentaria
Alto
PE previa 68 (1.3) 2 (11.8) 6 (16.2) 12 (6.6)*
Hipertension cronica 53 (1.0) 2 (11.8) 7 (18.9) 13 (7.1
Diabetes pregestacional 37(0.7) 1(5.9) 2(54)y 2 (L.1)
Enfermedad renal cronica 25(0.5) 0(0.0) 2(54)y 0(0.0)
Trombofilia 60 (1.1) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.5)
LES 14 (0.3) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
Moderado
Nuliparidad 2740 (51.1) 14 (82.4) 22 (59.5) 129 (70.9)
Edad>40a 293 (5.5) 3 (17.6) 4 (10.8) 13 (7.1)
IMC pregestacional> 35 164 (3.1) 1(5.9) 3.1 11 (6.0)
kg/m? 133 (2.5) 2(11.8) 4 (10.8) 5@2.7)
Historia familiar de PE? 490 (9.1) 7 (41.2) 14 (37.8) 43 (23.6)*
Al menos 1 factor de alto 2 de
moderado riesgo
Concepcion
Espontanea 5108 (95.2) 14 (82.3) 33(89.2) 167 (91.8)
TRA (ovocito propio) 149 (2.8) 1(5.9) 4 (10.8) 9(5.0)
TRA (donacidn ovocitaria) 48 (0.9) 1(5.9) 0(0.0) 3(1.6)
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Desconocida 60 (1.1) 1(5.9) 0(0.0) 3(1.6)

Toma de aspirina a bajas dosis (100

mg/dia)
No 5185 (96.6) 14 (82.35) 28 (75.7) 163 (89.6)
Iniciada en o antes de 16 173 (3.2) 3(17.6) 8 (21.6) 18 (9.9
semanas 7(0.1) 0 (0.00) 1(2.7) 1(0.5)
Iniciada después de 16 semanas

Profilaxis con heparina a bajas

dosis 5299 (98.8) 17 (100.0) 37 (100.0) 180 (98.9)
No 61 (1.1) 0(0.0) 0(0.0) 2(1.1)
Iniciada en o antes de 16 5(0.1) 0(0.0) 0(0.0) 0(0.0)
semanas
Iniciada después de 16 semanas

Los datos se muestran como media (desviacion estandar) para variables continuas y como n (%) para

variables categoricas. El analisis estadistico se realizé comparando cada grupo de PE/CIR con el grupo de

No PE/CIR. Para las diferencias significativas, los contrastes entre grupos se realizaron empleando el test

de Chi cuadrado o el test exacto de Fisher para variables categoricas y el T-test o el test no paramétrico U

de Mann-Whitney para variables continuas, todas ellas con correccion de Bonferroni post-hoc. * Nivel

critico de significacion estadistica p <0.017.

PE, preeclampsia; CIR, crecimiento intrauterino restringido; a, afios; IMC, indice de masa corporal; LES,

lupus eritematoso sistémico; TRA, técnica de reproduccion asistida.
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Tabla S4. Resultados maternos y perinatales de nuestra poblacion de estudio,
comparando las gestantes que no desarrollaron PE o CIR (No PE/CIR) con aquellas que
desarrollaron PE/CIR precisando finalizaciéon de la gestacion <32 semanas (PE/CIR

precoz), en la semana 32 - <36 (PE/CIR intermedio) o > 36 semanas (PE/CIR tardio).

No PE/CIR PE/CIR PE/CIR
Caracteristicas de las pacientes PE/CIR precoz intermedio tardio
(n=5365) (n=17) (n=37) (n=182)
Edad gestacional al parto (s) 39.5(1.8) 28.5(2.4)% 34.4(1.2)2 38.1(1.2)2
Peso al nacimiento
En gramos 3280 (483) 817 (264)? 1904 (439)* | 2657 (514)*
Percentil customizado, mediana (IQR) 48 (43) 1 (3)? 7 (19)? 13 (36)*
< percentil 10 customizado 295 (5.5) 17 (100)2 21 (56.8) 77 (42.3)
Sexo femenino 2694 (50.2) 10 (58.8) 15 (40.5) 99 (54.4)
Test de Apgar a los 5 min. <7 52 (1.0) 1(5.9) 2(5.4) 2 (1.1)
pH arterial <7.00 46 (0.9) 0(0.0) 0(0.0) 3(1.6)
Cesarea 1170 (21.8) 16 (94.1)? 23 (62.2)% 60 (33.0)?
Muerte intrauterina 22 (0.4) 2(11.8)% 0(0.0) 1 (0.5)
Mortalidad neonatal 6 (0.1) 2 (11.8)? 0(0.0) 1(0.5)
Morbilidad materna
Slndrome HELLP (completo o 0(0.0) 3 (17.6)% 4(10.8)" 3 (1.6)°
incompleto) 14(0.3) a 0(0.0 2 (11
Abruptio placentae 0(0 0 3 (17.6) (0.0) (1.1)
Eclampsia (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 1(0.5)

Los datos se muestran como media (desviacion estandar), excepto si se menciona en la tabla de otro modo,
para variables continuas y como n (%) para variables categoricas. El analisis estadistico se realizo
comparando cada grupo de PE/CIR con el grupo de No PE/CIR. Para las diferencias significativas, los
contrastes entre grupos se realizaron empleando el test de Chi cuadrado o el test exacto de Fisher para
variables categoricas y el T-test o el test no paramétrico U de Mann-Whitney para variables continuas,
todas ellas con correccion de Bonferroni post-hoc. * Nivel critico de significacion estadistica p <0.017.

PE, preeclampsia; CIR, crecimiento intrauterino restringido; s, semanas; HELLP, hemdlisis, elevacion de

enzimas hepaticas y plaquetopenia (completo: 3 criterios; incompleto: 2 criterios).
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10.5 Material suplementario del segundo articulo.

Fig S1. Estudio de concordancia Bland-Altman entre Roche (Elecsys®) y Kryptor para

(A) sFlt-1, (B) PIGF y (C) ratio sFIt-1/PIGF.
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Fig S2. Curvas Receiver—operating characteristics (ROC) de sFlt-1, PIGF y cociente sFlt-
1/PIGF con Roche (Elecsys®) y Kryptor para la deteccion de PE/CIR precoz (<32
semanas) y tardio (>32 semanas).
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restringido; ROC, Receiver—operating characteristics.
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10.6 Material suplementario del tercer articulo.

Material suplementario 1. Precision diagndstica, con una especificidad fijada del 90%,

para el cociente sFlt-1/PIGF y para otros parametros bioquimicos y biofisicos obtenidos

al diagndstico de PE precoz para la prediccion de resultados adversos maternos.

Punto
. AUC Sn (%) VPP (%) | VPN (%) LR (+)
: e
Parametro (IC95%) | (IC95%) | (IC95%) | (IC95%) | (IC95%)
corte
Presion arterial | 122.6 0.42 53.0 72.2 79.3 5.3
media (mmHg) 7 (0.26-0.59) | (31.3-72.2) | (51.1-86.6) | (71.6-85.3) | (2.1-13.2)
P/Cr en orina 479 0.49 11 37.5 67.7 1.2
(mg/mg) ' (0.32-0.65) | (2.6-31.2) | (13.5-70.0) | (63.8-71.3) | (0.3-4.7)
Creatinina 081 0.55 11 37.5 67.7 1.2
sérica (mg/dL) ' (0.40-0.70) | (2.6-31.2) | (13.5-70.0) | (63.8-71.3) | (0.3-4.7)
Recuento
. 0.37 53 16.7 65.7 0.41
plaquetario 308.5
(0.21-0.52) | (0.1-20.4) | (2.4-61.9) | (62.9-68.4) | (0.1-3.3)
(plaquetas/pL)
0.53 16 44 4 68.7 1.63
AST (U/L) 32.5
(0.36-0.70) | (4.5-36.1) | (19.0-73.1) | (64.4-72.7) | (0.5-5.6)
Cociente sFIt- 294 0.59 26.3 58.3 71.9 2.9
1/PIGF (0.42-0.75) | (12.1-49.4) | (33.0-79.9) | (66.3-76.8) | (1.0-8.1)

AUC, area bajo la curva; LR (+), razén de probabilidad positiva; VPN, valor predictivo negativo; P/Cr,

indice proteinas/creatinina; Sn, sensibilidad; VPP, valor predictivo positivo; IC 95%, intervalo de confianza

al 95%.
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Material suplementario 2. Precision diagndstica, con una especificidad fijada del 90%,

para el cociente sFlt-1/PIGF y para otros parametros bioquimicos y biofisicos obtenidos

al diagnodstico de PE precoz para la prediccion de resultados adversos perinatales.

Punto AUC Sn (%) VPP (%) VPN (%) LR (+)
Parametro
de corte | (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%) (IC 95%)
Presion arterial
0.40 0 0 64.8 0
media 122.7
(0.22-0.58) | (0.0-13.7) ) (62.7-66.8) )
(mmHg)
P/Cr en orina 43 0.38 10 37.5 67.7 1.2
(mg/mg) ' (0.19-0.58) | (2.5-31.2) | (13.5-69.8) | (63.8-71.3) (0.3-4.7)
Creatinina 08 0.46 (0.26- 10 (2.5- 37.5(13.5- | 67.7 (63.8- 1.2 (0.3-
sérica (mg/dL) ' 0.65) 31.2) 69.8) 71.3) 4.7)
Recuento
0.45 10 37.5 67.7 1.2
plaquetario 304.5
(0.25-0.64) | (2.5-31.2) | (13.5-69.8) | (63.8-71.3) (0.3-4.7)
(plaquetas/pL)
0.68 40 66.7 75.4 4.1
AST (U/L) 30.5
(0.49-0.88) | (21.1-61.3) | (43.3-83.9) | (68.7-81.1) | (1.6-10.7)
Cociente sFlt- 8414 0.75 30 61.5 73.0 33
1/PIGF ' (0.62-0.88) | (14.9-53.5) | (36.8-81.5) | (67.1-78.2) (1.2-8.9)

AUC, area bajo la curva; LR (+), razén de probabilidad positiva; VPN, valor predictivo negativo; P/Cr,

indice proteinas/creatinina; Sn, sensibilidad; VPP, valor predictivo positivo; IC 95%, intervalo de confianza

al 95%.
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Material suplementario 3. Curvas Kaplan-Meier de supervivencia hasta el parto en

casos de PE precoz con valores del cociente sFlt-1/PIGF por encima del punto de corte

de 655.
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