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ADVP: Adicto a drogas por via parenteral.

APP: Amenaza de parto pretérmino.

Cl: Cociente de inteligencia

Cl: Intervalo de confianza

CIR: Crecimiento intrauterino restringido

DNA: Acido desoxirribonucleico

DS: Desviacion estandar

FIRS: Sindrome de respuesta inflamatoria fetal
FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

HLA: Complejo de histocompatibilidad

IL-6: Interleuquina 6

IL-8: Interleuquina-8

INF gamma: Interferén gamma

INE: Instituto nacional de estadistica.

ITU: Infeccion del tracto urinario

LGL: Linfocitos granulosos grandes

LIF: Factor inhibidor de leucocitos

MMP: Metaloproteinasas

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

NK: Natural Killer

OR: Odd ratio

PAPP-A: Proteina plasmatica A asociada al embarazo
PIGF: Factor de crecimiento placentario

RPM: Rotura prematura de membranas

SEGO: Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia
TGF: Factor de crecimiento transformable

TLR: Toll like receptor

TNF alfa: Factor de necrosis tumoral alfa

VEGF: Factor de crecimiento endotelial vascular
VPN: Valor predictivo negativo

VPP: Valor predictivo positivo
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INTRODUCCION

1. PARTO PRETERMINO.

1.1 DEFINICION Y CONCEPTO DE PARTO PRETERMINO.

Se considera parto pretérmino aquel que tiene lugar antes de la semana 37 de
gestacion. Existen diferentes clasificaciones del parto pretérmino. En funciéon del
criterio clinico de la edad gestacional en el momento del parto, definimos: *

* Prematuridad extrema: parto pretérmino que ocurre antes de las 28 semanas de
gestacion. Representa un 5% de los partos prematuros.

* Prematuridad severa: parto pretérmino que se produce entre las 28-31
semanas de embarazo. Representa el 15% de los partos pretérmino.

* Prematuridad moderada: parto pretérmino que se produce entre las 32-33
semanas de gestacion. Representa el 20% de los partos prematuros.

* Prematuridad leve: representa la mayoria de partos pretérminos, 60-70% vy

define a aquel parto que se produce entre las 34-36 semanas de gestacion.

El parto pretérmino también se clasifica en: 1
* electivo cuando se finaliza de forma prematura por indicaciones maternas o
fetales; suponen un 30-35%.
* espontdaneo con membranas integras, 40-45%

* espontaneo secundario a rotura prematura de membranas, 25-30%.

B ELECTIVO

B ESPONTANEO CON MEMBRANAS
INTEGRAS

B ESPONTANEO CON ROTURA
PREMATURA DE MEMBRANAS

Figura 1: Clasificacion del parto pretérmino.
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INTRODUCCION

1.2 RELEVANCIA DEL PARTO PRETERMINO.

Se estima que cada afio nacen unos 15 millones de nifios prematuros. La
frecuencia de los partos pretérminos es del 13% en EEUU y del 6-8% en nuestro
medio.? El nacimiento prematuro es la principal causa de mortalidad entre los recién
nacidos (durante las primeras cuatro semanas de vida) y la segunda causa de muerte

entre los nifios menores de cinco afios, después de la neumonia.

Si bien mas del 60% de los nacimientos prematuros se producen en Africa y
Asia meridional, se trata de un verdadero problema mundial. En los paises de ingresos
bajos, una media del 12% de los nifios nace antes de tiempo, frente al 9% en los paises
de ingresos mas altos. Dentro de un mismo pais, las familias mas pobres corren un

mayor riesgo de parto prematuro.

Aproximadamente un milldon de nifos mueren cada afio debido a las
complicaciones de la prematuridad. La mitad de los nifios nacidos a las 24 semanas
sobreviven en los paises desarrollados mientras en los paises subdesarrollados la

mitad de los nifios nacidos a las 32 semanas contintan falleciendo.

Figure 1: Preterm births by gestational age and region for 2010

6000 )
I Preterm births <28 weeks

M Preterm births 28 to <32 weeks

Preterm 32 to <37 weeks

5000
4000

3000

2000
z I
1000

Number of preterm births (thousands)

. _— e e I N
Northern Latin Developed Central South- Sub- Southern
Africa & America & Eastern Eastern Saharan Asia
Western & the Asia Asia & Africa
Asia Caribbean Oceania
Total number
of births in
region n=8,400 n=10,800 n=14,300 n=19,100 n=11,200 n=32,100 n=38,700
(thousands) 8-9% 8.6% 8.6% 7.4% 13.5% 12.3% 13.3%

% preterm

Figura 2: Parto prematuro por edad gestacional y area en 2010.
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Paises con mayor numero de nacimientos
prematuros

India 3.52m

China 1.17M

Nigeria

Pakistan

Indonesia

EUA

Bangladesh

Filipinas

Repudblica
Demeocratica ...

Brasil

1T

-~

773.6K

748.1K

B675.7K

S517.4K

424 1K

279.3K

™

800K

1.6M

2.4M

3.2M

Numero de nacimientos prematuros

Figura 3: Paises con mayor numero de nacimientos prematuros.

Los 3 paises con las tasas mas elevadas de nacimientos prematuros por cada

100 nacidos vivos son Malawi, Congo y Comoras.

11 countries with
preterm birth rates
over 15% by rank:

1. Malawi

Congo

Comoros

Zimbabwe

Equatorial Guinea

Mozambique
Gabon
Pakistan

o
°

QIN|[@ oM ®N

Preterm birth rate, year 2010
<10%

W 10-<15%

I 15% or more
Data not available

Not applicable

9. Indonesia

10. Mauritania

11. Botswana

0 1500 2,500 5,000 kilometers
N

Figura 4: Distribucién mundial de la prematuridad segun datos de la OMS.

En Espafa, en torno a un 6,5-7,5% del total de partos son pretérmino y los
nacidos con un peso igual o inferior 1.500 gramos suponen el 1,5-1,9% de todos los

neonatos. Entre el afos 1996 y 2010, segun datos del INE, el nimero de nacidos
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prematuros se ha incrementado un 48% vy el de los nacidos con peso inferior 1.500

gramos lo ha hecho un 13%.

La tasa de partos prematuros se ha incrementado en los ultimos anos en los
paises desarrollados, al parecer, debido al incremento del parto prematuro de tipo
electivo indicado como consecuencia de complicaciones maternas y fetales y el
aumento de los embarazos multiples consecuencia de las técnicas reproductivas.1 Las
cifras de prematuridad en nuestro pais a principios de los afios 80, segun los datos de
la Seccién de Medicina Perinatal de la SEGO, se situaban en el 8,16%. En el afio 2004
hubo un total de 13.601 partos prematuros. Un total de 859 (6,32%) de los partos
prematuros ocurrieron entre las 22 y las 27 semanas de gestacién, 2.238 (16,45%)
entre las 28 y las 32 semanas, y 10.504 (77,23%) se produjeron entre las 33 y las 36

semanas. 3

Tabla 1: Distribucién en funcion de la edad gestacional. Base de Datos Perinatal Nacional 2004.

Seccidn Espaiiola de Medicina Perinatal de la SEGO

ANO 2000 2002 2004
N2 de partos
L. 150.648 136.976 159.857
pretérmino
Partos pretérmino
9,31 8,08 9,47

(%)

22-27 semanas

633 (5,95%)

541 (6,49%)

859 (6,32%)

28-32 semanas

1.829 (16,91%)

1.215 (14,56%)

2.238 (16,45%)

33-36

8.352 (76,23%)

6.586 (78,95%)

10.504 (77,23%)

TOTAL

10.814

8.324

13.601
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INCIDENCIA DE PREMATURIDAD EN ESPANA

35000
30000 = m— B N
25000 e | -

15000 —
10000 - —
5000 A —

20000 - —

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

[032-36 semanas M28-31 semanas <28 semanas

Figura 5: Incidencia de la prematuridad en Espaia. Datos del INE.

La prematuridad es un importante problema de Salud de nuestro tiempo por su
morbimortalidad y su frecuencia y afecta en nuestro medio a un 10 % de los recién
nacidos. La prematuridad es la causa mas frecuente de discapacidad infantil
moderada-severa y representa el 85% de la morbilidad y mortalidad neonatal

excluyendo las malformaciones.”

1.2.1. MORBILIDAD A CORTO PLAZO DEL PARTO PRETERMINO

El parto pretérmino es responsable de uno de cada cinco nifios con retraso
mental, uno de cada tres nifios con alteraciones visuales, y casi la mitad de todos los
nifios con paralisis cerebral®>. Ademdas de estas graves secuelas los neonatos
pretérmino sufrirdn alteraciones neonatales precoces derivadas de la inmadurez de
gran parte sus parénquimas. Los nifios nacidos en el limite inferior de la viabilidad
tienen las mayores tasas de mortalidad y las tasas mas altas de todas las

complicaciones.

Las complicaciones del parto prematuro surgen de la inmadurez de sus 6rganos

gue aun no estan preparados para afrontar la vida extrauterina.
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Alteraciones respiratorias:

La funcién pulmonar del pretérmino esta comprometida por diversos factores
entre los que se encuentran la inmadurez neuroldgica central y la debilidad de la
musculatura respiratoria, asociada a un pulmon con escaso desarrollo alveolar, déficit
de sintesis de surfactante y aumento del grosor de la membrana alveolo-capilar. La
vascularizacién pulmonar tiene un desarrollo incompleto con una capa muscular
arteriolar de menor grosor y disminucion del numero de capilares alveolares. Ademas,
existe una probable hiposensibilidad de los quimiorreceptores responsables del

control respiratorio.

La patologia respiratoria es la primera causa de morbi-mortalidad del
pretérmino y viene representada por el distrés respiratorio por déficit de surfactante o
enfermedad de Membrana Hialina, seguida de las apneas del pretérmino y la displasia
broncopulmonar. Otras pneumopatias que se dan con mayor frecuencia en el neonato
pretérmino son el neumotorax, la hipertensiéon pulmonar, atelectasia, enfisema
intersticial, neumatoceles, edema de pulmoén, neumonias infecciosas o aspirativas,

etc.

La administracion de corticoides prenatales y el uso del surfactante exdgeno,
han cambiado el pronostico de los recién nacidos pretérminos. Otros farmacos que
también han ayudado en el manejo de la patologia neumoldgica del pretérmino ha
sido el uso de cafeina que no solo mejora las apnea del pretérmino sino que ademas
ha demostrado ser eficaz para reducir la tasa de broncodisplasia y aumentar la
supervivencia libre de secuelas del desarrollé neumoldgico.® La restriccion de la
oxigenoterapia parece contribuir a una reduccion significativa en la incidencia de
retinopatia de la prematuridad y a la integridad de mecanismos antioxidantes en los

recién nacidos de riesgo.’

La enfermedad de las membranas hialinas en el pulmodn afectara
aproximadamente al 1% de todos los recién nacidos y al 60% de los que nacen antes
de la semana 30. Esta enfermedad continuda siendo la causa de muerte mas frecuente

durante el periodo neonatal.
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Hemorragia peri-intraventricular y leucomalacia periventricular:

La estructura anatémica del SNC del prematuro esta caracterizada por la
fragilidad de la estructura vascular, la escasa migracion neuronal, la pobre
mielinizacion de la sustancia blanca y el crecimiento exponencial de la sustancia gris.
La susceptibilidad a la hipoxia, a los cambios de la osmolaridad y tensionales, hacen
gue el sangrado a nivel subependimario sea frecuente con la consiguiente produccién
de la hemorragia intraventricular . Su frecuencia en pretérminos con peso inferior a

750 gr. supera el 50%, mientras que baja al 10% en los de peso superior a 1250 gr.?

La hemorragia intraventricular generalmente comienza con sangrado dentro de
la matriz germinal justo por debajo de los ventriculos laterales. Durante el segundo y
tercer trimestres, la matriz germinal subependimaria apoya el desarrollo de
precursores de células neuronales y gliales corticales, que migran a las capas corticales.
La matriz germinal esta altamente vascularizado, con una rica red capilar y una matriz
de apoyo relativamente pobre. La incidencia y severidad de hemorragia
intraventricular aumentan con la disminucién de la edad gestacional y el peso al nacer.
Los factores que contribuyen a la hemorragia intraventricular incluyen hipotension,
hipertension, presion arterial fluctuante, pobre autorregulacién del flujo sanguineo
cerebral, trastornos de la coagulacién, hiperosmolaridad, y lesién del endotelio
vascular por los radicales libres de oxigeno. En el 10-15% por ciento de los bebés una
hemorragia de la matriz germinal obstruird el retorno venoso y conducir a infarto
venoso del tejido cerebral.’ La hemorragia intraventricular grave puede llevar a la
dilataciéon ventricular y la hidrocefalia posthemorragica si hay una obstruccién para el

flujo de liquido cefalorraquideo, con aumento de la presién intracraneal.

La hemorragia intracraneal ha descendido en relacién con el uso de corticoides
prenatales y la mejoria en el manejo del neonato pero continua siendo la causa mas

importante de lesidon cerebral y de secuelas neuroldgicas.

La lesién de la sustancia blanca periventricular es un signo de lesién del SNC y

es una complicacion de parto prematuro. La lesidon de la sustancia blanca incluye un
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amplio espectro de lesiones del SNC, lesiones necréticas quisticas focales, dilatacion
ventricular con bordes ventriculares irregulares o atrofia cerebral (como resultado de
la resorcion del tejido cerebral lesionado) y lesiones de sustancia blanca extensas y
bilaterales. Una compleja interaccién de factores etioldgicos predispone a la materia
blanca del recién nacido prematuro a las lesiones, pero la materia gris puede ser
danada también. La mala perfusion cerebral debido a la obstruccion, la presion arterial
baja o un sistema vascular inmaduro, mala autorregulacién del flujo sanguineo
cerebral, hipoxia, la vulnerabilidad de preoligodendrocitos, neurotransmisores
excitadores y sustancias inflamatorias nocivas trasportadas por la sangre pueden
contribuir a la lesion cerebral. Los nifios con leucomalacia periventricular quistica
tienen un alto riesgo de discapacidades del desarrollo neuroldgico, y cuanto mas

101112 Eetos nifios también

extensa sea, mayor serd el riesgo que tienen los ninos.
tienen un alto riesgo para el desarrollo de la paralisis cerebral, que tiende a ser mas
severa cuanto mas amplia es la leucomalacia periventricular; deterioro cognitivo; y
deterioro del cortex visual con problemas de percepcion visual. Los nifios con
leucomalacia periventricular mas focal o unilateral quistica también tienen una alta

incidencia de paralisis cerebral, hasta un 74%, pero tiende a ser un trastorno motor

mas suave.™

La leucomalacia periventricular representa el dano hipdxico de la sustancia
blanca y su incidencia es del 1-3 % en los pretéminos de muy bajo peso. Existe una
relacion estadisticamente significativa entre la corioamnionitis clinica y el riesgo de
leucomalacia periventricular en prematuros (Riesgo relativo 3.0, Intervalo Confianza al

95%, 2.2-4.0) y de pardlisis cerebral (RR 1.9; IC 95% 1.4-2.5)110

Con RMN se puede observar en los prematuros afectos de leucomalacia
periventricular una reduccion en el volumen de la sustancia blanca y de la gris, lo que

podria explicar las alteraciones motoras y cognitivas de estos nifios.

Persistencia del conducto arterioso:

La persistencia del ductus arterioso es una patologia prevalente en los

pretérmino debido, por una parte a la insensibilidad al aumento de la oxigenacién y
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por otra parte a la caida anticipada de la presién pulmonar que hace que el shunt
izquierda derecha se establezca precozmente. Aproximadamente el 5% de los nifios
nacidos con menos de 1500 gr son tratados por un conducto arterioso persistente.14 La
persistencia del conducto arterioso permeable puede conducir a la insuficiencia
cardiaca y la reduccién del flujo sanguineo a organos vitales como los rifiones o el

tracto gastrointestinal.

Enterocolitis necrotizante:

La enterocolitis necrotizante se produce en el 3% de los bebés nacidos antes de
las 33 semanas de gestacion y en el 7% de los recién nacidos con peso al nacer menor
de 1500 gr. La causa exacta de esta entidad es desconocida y posiblemente
multifactorial. El 90% de los neonatos que sufren esta enfermedad son prematuros y
sobre todo se desarrollara en aquellos en los que haya un peso inferior de 1500 gr. al

nacimiento.

El revestimiento intestinal del recién nacido prematuro es fragil y su lesiéon
puede progresar hacia la perforacion vy la sepsis neonatal. Las bacterias Gram
negativas que colonizan el tracto gastrointestinal secretan toxinas que pueden causar
enfermedad sistémica severa y muerte. Los supervivientes pueden experimentar
morbilidades significativas a corto y largo plazo. Los pacientes con gran afectacion
pueden desarrollar estenosis intestinales lo que puede requerir intervenciones a largo
plazo. En algunas ocasiones la lesion desarrollada es tan extensa que conlleva
ileostomias, colostomias, procedimientos quirdrgicos repetidos, nutricion parenteral
prolongada, insuficiencia hepatica, sindromes de malabsorcion y retrasos de

crecimiento.

Retinopatia de la prematuridad:

La detencién de la vascularizacion de la retina que produce el nacimiento pretérmino y
el posterior crecimiento desordenado de la neovascularizacion, es el origen de la

retinopatia del pretérmino.
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La retinopatia del recién nacido es la anomalia ocular mas comun en los
prematuros. Es un trastorno de la neovascularizacion de la retina y su incidencia
aumenta con la disminucion de la edad gestacional y la disminucion del peso al nacer.
Es multifactorial con el determinante principal de la inmadurez de una retina
avascular. Los factores ambientales, incluyendo la hipoxia, la hiperoxia, las variaciones
en la presidn arterial, la sepsis y la acidosis, pueden lesionar el endotelio de los vasos
sanguineos de la retina inmadura que entra en una fase de reposo durante dias y
semanas formando una estructura patognomodnica en forma de cresta de células
mesenquimales entre la zona vascularizada y las regiones avasculares de la retina. En
algunos nifos esta cresta retrocede y la retina restante es vascularizada. En otros
neonatos, los vasos sanguineos anormales proliferan a partir de esta cresta y la
enfermedad progresa pudiendo causar exudacion, hemorragia y fibrosis con la
posterior cicatrizacion o desprendimiento de la retina. La retinopatia ocurre en el 16-
84% de los recién nacidos con edad gestacional inferior a 28 semanas, el 90% de los
nacidos con un peso de menos de 500-750 gramos, y 42-47% de los nacidos con un

peso inferior a 1000-1500 gramos.

La tasa de retinopatia desciende conforme aumenta la edad gestacional, las
formas severas aparecen con edades gestacionales inferiores a 28 semanas y pesos
inferior a 1000gr. Existe algun grado de retinopatia en el 11% de los pretérminos con

peso inferior a 1500 gr, pero solo requiere tratamiento quirurgico un 4,4 %.

1.2.2. MORBILIDAD A MEDIO Y LARGO PLAZO DEL PARTO PRETERMINO

Si se comparan nifios cuyo parto se produjo de forma prematura con aquellos
nacidos a término se observa que los primeros tienen mayores tasas de ingresos
hospitalarios debido a enfermedades respiratorias en los primeros afios de vida.
Ademas, conforme avanzan en edad se ha comprobado que desarrollaran una menor
funcién pulmonar y menor tolerancia al ejercicio. Una gran proporcién de estos nifios
tendran un retraso en el desarrollo motor. Durante la escolarizacidon, ciertas
discapacidades cognitivas en el aprendizaje y problemas de comportamiento ocurriran

mas frecuentemente en ellos.’”
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Patologia Respiratoria :

Multiples estudios reflejan la alta incidencia de patologia respiratoria en los dos
primeros afnos de vida en nifios prematuros. Estos procesos respiratorios son la causa
mas importante de reingreso hospitalario tras ser dados de alta de la Unidad de
Neonatologia. El Virus Respiratorio Sincitial es el principal agente causal de la infeccién
de vias respiratorias bajas, bronquiolitis y/o neumonia en nifios prematuros, lo que se
ha asociado epidemioldgicamente a la aparicidn de sibilancias recurrentes y asma en
una fase posterior de la infancia. Varios estudios muestran una mayor incidencia de
tos crénica y/o sibilancias en nifios prematuros en edad preescolar o en edad escolar.*®
Los estudios de funcién pulmonar muestran mejoria en la complianza pulmonar con el
tiempo aunque hayan presentado un curso grave en los primeros meses de vida.16 '’
Sin embargo, muestran una limitacion sustancial del flujo espiratorio forzado durante
los 3 primeros afios™® hechos que también se constatan en nifios prematuros sin
displasia broncopulmonar, reflejando la influencia de la prematuridad en el desarrollo
del pulmén.®® En un estudio, Greenough® y colaboradores encuentran en una revision
realizada a los 6 y 12 meses de edad corregida, en un grupo de 492 prematuros con
edad gestacional inferior a 29 semanas, que mas del 40% de nifios muy prematuros

presentaron sibilancias o tos y mas del 20% habian recibido broncodilatadores.

Paralisis Cerebral:

La Pardlisis Cerebral es la secuela mas frecuente en nifilos de bajo peso o
extremado bajo peso al nacimiento, o nifios muy prematuros o extremadamente
prematuros. En un estudio en el que estan involucrados varios paises europeos,’’ se
muestra una tendencia al descenso en la incidencia de paralisis cerebral en los ultimos
afos, pasando de un 60,6 por mil de los recién nacidos de muy bajo peso nacidos vivos
en el ano 1980 a un 39.5 por mil en 1996. En este mismo estudio, considerando la
edad de gestacion, encuentran un paralelismo con el peso, de modo que en los nifios
de 28 a 31 semanas la incidencia global descendié del 80 al 50 por 1000 nacidos vivos.
Por el contrario en los de menos de 28 semanas la tasa de 40 por mil nacidos vivos se
mantuvo estable de 1980 a 1996, probablemente en relacion con la mayor

supervivencia de los mas inmaduros. En el estudio EPIPAGE reportan una incidencia de

29



INTRODUCCION

paralisis cerebral del 9% en 1817 prematuros nacidos entre las 22 y la 32 semanas de

gestacion.

Alteraciones motoras leves o no discapacitantes:

En nifos a término sin pardlisis cerebral ni alteraciones sensoriales o intelectuales, es
posible encontrar alteraciones motoras leves en un 5-15%. En los nifios prematuros
con inteligencia normal y sin paralisis cerebral se observa una mayor prevalencia de
disfuncion neuromotora y una pobre coordinacion, en relacion con la poblacién
general. En el estudio EPICURE describen que las alteraciones tanto en destrezas
motoras simples como en las mas complejas, habilidades visoespaciales o
sensomotoras, son mas prevalentes en nifios extremadamente prematuros.?” Se cree
gue la base neuropatoldgica de estos trastornos esté probablemente ligada a una

lesidn de la sustancia blanca.

Hipoacusia:

La prevalencia de los trastornos auditivos neonatales aumenta de 10 a 50 veces
en lactantes de riesgo, lo que incluye a los prematuros. En el estudio EPIPAGE la
incidencia de hipoacusia grave (<70dB) es del 0,4% a los 5 afios en nifios nacido entre
las 24 a 32 semanas de gestacidn, frente al 0% en el grupo control de nifios a término;

la presencia de hipoacusia es mas frecuente a menor edad de gestacion®

Alteraciones visuales:

La discapacidad visual grave o ceguera se produce en un 0,4% de los nifios con
edades gestacionales de 27 a 32 semanas, de 1-2% de los nifilos con edades
gestacionales de menos de 26 o0 27 semanas, 4% de los nifios con edades gestacionales

de 24 semanas, y 8% de los nifios con edades gestacionales de menos de 24 semanas

En el estudio EPIPAGE presentan déficits visuales de mas de 3 dioptrias un 2,7%
de los nifios nacidos de forma prematura frente al 0,3% en el grupo control de nifios a
término.23 El 15% de los nifios prematuros (por debajo de 26 semanas de gestacion)

recibieron crioterapia o tratamiento con laser en el periodo neonatal, un 2% estaban
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ciegos en el seguimiento a los 6 afios, el 5% tenian déficit visual severo y el 29%
presentan estrabismo o defectos de refraccién. 2* Los defectos de refraccion
(hipermetropia, miopia, astigmatismo y anisometropia) a los 10 afios son 4 veces mas
frecuentes en prematuros que en nifios a término y los nifos que recibieron
crioterapia por retinopatias del prematuro son los que tienen mas riesgo de
presentarlos.”” Hay una creciente evidencia de que las alteraciones visuales de los
nifos prematuros, sin secuelas neuroldgicas mayores, se asocian a déficits motores,
déficits cognitivos (peores puntuaciones en test de inteligencia Wechsler) y a menor
perimetro cefdlico. El hecho de que dichas alteraciones no se relacionen con los
hallazgos en las ecografias cerebrales neonatales hace que se especule con la
posibilidad de que la causa sea una lesién difusa de la corteza cerebral y no una lesion

focal.?®

Alteraciones cognitivas:

Entre un 10% a un 25% de los nifios muy prematuros presentan graves
alteraciones cognitivas (Cl<-2 DS) comparado con el 2,3% de la poblacién normal, en
estrecha relacion con la edad de gestacién.?”’ Respecto al Cociente de inteligencia, la
puntuacion conseguida por los nifios muy prematuros o extremadamente prematuros
es en todas las series fue inferior a la obtenida por los nifios a término con diferencias

que oscilan de 7 a 24.%8

Alteraciones del comportamiento:

En edad escolar, los nifios que han sido muy prematuros o con muy bajo peso al
nacimiento presentaban una mayor incidencia de conductas de internalizacion
(ansiedad, depresidn, aislamiento) o bien de externalizacién (TDAH, conductas de
oposicién o enfrentamiento) comparados con nifios de su medio nacidos a término. En
un metaandlisis, Bhutta y cols. encuentran que los nifios prematuros tienen un riesgo
2,65 veces superior de desarrollar un Trastorno por Déficit de Atencidn e
Hiperactividad en la edad escolar.?® Estos nifios ademds, presentan otros problemas de
conducta (conductas agresivas, destructivas, de enfrentamiento y similares), tendencia

al aislamiento, timidez, ansiedad, depresién y otras alteraciones psiquiatricas.*
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Alteraciones de crecimiento:

La mayoria de los nifios prematuros alcanzan su talla diana familiar, es decir, el
potencial genético de crecimiento se pone de manifiesto a pesar de la influencia

3132 se han observado 2 patrones

negativa de la prematuridad en el crecimiento.
basicos de recuperacién o catch-up: un catch-up insuficiente que se relaciona con
problemas neuroldgicos y un catch-up excesivo que se asocia a problemas metabdlicos
(diabetes, sindrome metabdlico) y alteraciones cardiovasculares (hipertension,

arterioesclerosis) en la edad adulta.® 34 3°36 373839

1.2.3. MORTALIDAD SECUNDARIA AL PARTO PRETERMINO

Los nifios nacidos de forma prematura tienen mas probabilidades que los
nacidos a término de morir durante el periodo neonatal y la infancia y las tasas de
mortalidad aumenta proporcionalmente con la disminucién de la edad gestacional o el
peso al nacer. La mortalidad neonatal es aun elevada en el recién nacido pretérmino, a
pesar de la mejoria de la asistencia perinatal con valores globales del 4-6%, con una
gran variacion dependiente del grado de prematuridad. La mortalidad neonatal
analizada en nuestro medio, en la ultima década del siglo XX, fue del 4,22%, el 87 %
estaba constituida por recién nacidos pretérmino y mas del 50% de los neonatos

fallecidos presentaban un peso al nacimiento inferior a 1500 gr.

En los datos del 2006 la mortalidad varia segun el peso y la edad gestacional,
alcanzando en los extremos mortalidad superior al 90% para los pretérminos con una
edad gestacional de 24 semanas que desciende conforme avanza la edad gestacional.
En la semana 28 es del 13% e inferiores al 7% con edades gestacionales superiores a
29-30 semanas. Cuando se establece el peso al nacimiento como referencia, la tasa de
mortalidad neonatal es superior al 70 % por debajo de los 750 gr., del 19% entre los

750-1000 gr. y desciende al 5,3 % entre los 1001-1500 gr.

Cuando se buscan los factores predictivos de mortalidad en la poblacion de
pretérminos, se encuentran como significativos: el acortamiento de la edad
gestacional, el sexo vardén y el peso bajo para su edad gestacional (el peso inferior al

percentil 3 aumenta el riesgo de muerte ocho veces).
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1.2.4. CONSIDERACIONES SOCIOSANITARIAS

El nifo prematuro precisa un gran soporte asistencial, no sélo en el periodo
neonatal inmediato, sino también a lo largo de su vida, ya que la inmadurez condiciona
en algunos casos secuelas que requieren atencion sanitaria continuada, con
implicacion de multiples profesionales. Estos aspectos deben ser tenidos en cuenta de
cara a una adecuada planificacion sanitaria. En EEUU se ha comprobado que los nifios

prematuros generan un gasto de 26,2 billones de délares al afio.*
1.3. AMENAZA DE PARTO PRETEMINO

Amenaza de parto pretérmino (APP) es el proceso clinico sintomatico que sin
tratamiento, o cuando éste fracasa, podria conducir a un parto pretérmino. Se basa en
la aparicion de contracciones uterinas y modificaciones cervicales,
independientemente de que se asocie o no rotura prematura de membranas o
hemorragia genital. La APP constituye la primera causa de ingreso por patologia
durante la gestacion*!, ya que alrededor del 9% de las mujeres embarazadas tienen un
ingreso hospitalario por amenaza de parto prematuro, lo que representa un alto coste
social y econdmico. No obstante, la mayoria de las pacientes que ingresan por APP
(70-80%) no presentan finalmente un parto prematuro. Actualmente se considera que
este grupo de pacientes que tras el ingreso y tratamiento nacen a término, han tenido
un episodio de “falsa amenaza de parto pretérmino”, y son considerados como

gestaciones sin riesgo para el desarrollo fetal.*?

No existe un acuerdo unanime sobre el nUmero de contracciones necesarias
para definir APP. Generalmente se consideran necesarias 4 en 20-30 minutos o bien 8
en 60 min. Lo que si parece importante es que sean dolorosas, palpables y de mas de

30 segundos de duracion.

Es importante sefalar que la contractibilidad uterina existe en muchos
embarazos, de tal forma, que en ocasiones es dificil diferenciar las contracciones de

comienzo del parto, del incremento de contracciones uterinas durante la tarde vy
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primeras horas de la noche, en el Ultimo trimestre de la gestacién (contracciones de

Braxton-Hicks).

Las modificaciones cervicales son la base del diagndstico de la APP y el método
mas usado para la valoracion del cuello sigue siendo el tacto vaginal®. En él debe
valorarse la dilatacion, borramiento, posicion y consistencia del cuello, asi como la
altura de la presentacién. Para objetivar los hallazgos se puede utilizar el test de
Bishop. La valoracion digital del cérvix es subjetiva, tiene variaciones importantes
interobservador y suele infraestimar su longitud real. Como consecuencia de lo
inespecifico de los sintomas y de la imprecision del tacto vaginal en la evaluacién del
cérvix, estos criterios tienen una baja capacidad diagndstica, con una alta tasa de
falsos positivos (un 40% de las mujeres con diagndstico de amenaza de parto
prematuro tratadas con placebo, dan a luz a término, lo cual conduce a la aplicacién de
tratamientos innecesarios a miles de mujeres, alguno de ellos no exentos de efectos
secundarios) y falsos negativos (un 20% de las mujeres que no son tratadas tienen

posteriormente un parto prematuro).

Tabla 2: Test de BISHOP

0 1 2 3
CONSISTENCIA DURA MEDIA BLANDO
POSICION POSTERIOR CENTRAL ANTERIOR
BORRAMIENTO 0-30% 40-50% 60-70% 80%
DILATACION 0 1-2 cm 3-4 cm 5-6 cm
SOBRE PRIMER SEGUNDO TERCER
PRESENTACION ESTRECHO PLANO DE PLANO DE PLANO DE
SUPERIOR HODGE HODGE HODGE

La valoracion ecografica del cérvix disminuye las variaciones interobservador
gue presenta la valoracion clinica mediante tacto vaginal. Puede ayudar a excluir la
presencia de parto prematuro y a aumentar la sensibilidad del diagndstico, ademas de

aclarar la causa en el caso de existir sangrado vaginal de origen incierto.
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La medicién de la longitud cervical mediante ecografia transvaginal es una
técnica facil, no invasiva, reproducible y de bajo coste. Permite apreciar de forma
precisa y objetiva las modificaciones cervicales que ocurren a lo largo del embarazo. La
técnica consiste en la realizaciéon de una ecografia transvaginal, con la vejiga vacia,
colocando la sonda vaginal de forma que pueda verse la longitud del canal cervical en
su totalidad y sin presionar sobre el cuello. Una vez identificado el canal cervical en un
corte en el que se vea tanto el orificio cervical interno como el orificio cervical externo,
se medirda la longitud del canal, la existencia de embudo (“funneling”) y su

profundidad.

El cérvix uterino tiene una longitud media en el segundo trimestre de 3,5 cmy
comienza a borrarse desde el orificio cervical interno hacia el externo. Se considerara
como anormal un cérvix menor de 20 mm y presencia de “Funneling”. Un cérvix con
una longitud superior a 30 mm tiene alto valor predictivo negativo, lo que ayuda a
evitar muchos tratamientos que podrian ser innecesarios dado que estas pacientes
tienen un bajo riesgo de desarrollar un parto pretérmino. Una longitud de 25 mm es el
parametro que conjuntamente ha demostrado mejor capacidad de discriminar la

verdadera de la falsa APP.*

Otra forma de cribado del parto pretérmino es la utilizacion de marcadores
bioquimicos. La principal utilidad de la determinacion de fibronectina fetal en el
diagndstico de APP, es intentar identificar a aquellas pacientes con resultado negativo.
Dado el alto valor predictivo negativo del test, estas gestantes con fibronectina
negativa, tienen un reducido riesgo de tener un parto pretérmino (inferior al 1% en las
dos semanas siguientes). Si el resultado es positivo, el riesgo de parto pretérmino se
triplica, sobre todo si la gestante presenta contracciones uterinas y modificaciones

cervicales, aunque su VPP (valor predictivo positivo) sigue siendo bajo.*

Tanto la fibronectina fetal como la ecografia vaginal presentan una alta
precision para descartar el parto pretérmino debido a su alto VPN (valor predictivo
negativo). Por el contrario, su bajo VPP (valor predictivo positivo) las hacen

inadecuadas para la valoracion de mujeres asintomaticas. Por estas caracteristicas,
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ambas pruebas sirven para seleccionar qué pacientes no necesitan ser tratadas ni

ingresadas en un centro hospitalario (evidencia llb).

Los dos predictores mas importantes de parto pretérmino son la deteccién de
un cérvix corto en segundo trimestre*®y el antecedente de parto pretérmino en la

gestacién previa.

Para la prevencién, la administracion de progesterona vaginal a mujeres
asintomaticas con cérvix corto en segundo trimestre reduce la probabilidad de parto
pretérmino antes de las 33 semanas hasta un 45%."" En mujeres con antecedente de
parto pretérmino la administracion de 17 alfa hidroxiprogesterona caproato reduce el
ratio de parto pretérmino antes de la semana 37 hasta un 34%.*® El cerclaje cervical en
pacientes con parto pretérmino previo y acortamiento cervical reduce la ratio de parto
pretérmino antes de la semana 35 en un 30% aunque en este grupo de pacientes la
progesterona es tan eficaz como el cerclaje sin precisar anestesia ni procedimiento

quirurgico

1.4 ETIOPATOGENIA DEL PARTO PRETERMINO.

A pesar del progreso en la endocrinologia, la bioquimica y la biologia molecular,
gue se ha producido en los ultimos 50 afios, el mecanismo fisiologico del

desencadenamiento del parto es desconocido®.

El paso que se produce en el miometrio de un estado de reposo a otro de
contractilidad se acompafia por la activaciéon de sefiales anti-inflamatorias y pro-
inflamatorias, que incluyen quimioquinas, citoquinas y proteinas asociadas a la
contraccion. La progesterona mantiene el Utero en reposo mediante la represion de la
expresion de los genes de estas sustancias pro y anti-inflamatorias. Incrementos en la
expresion de la familia de miR-200 cerca del término pueden activar la expresion de

los genes que estimulan la contraccién y promover el catabolismo la progesterona.™
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Figura 6: Mecanismos implicados en el inicio del parto.

En la actualidad, el parto pretérmino se considera un sindrome con multiples

mecanismos causales, que incluyen:

* (Causas iatrogénicas, entre las que se encuentras mas frecuentemente la

preeclampsia grave, la placenta previa y el retardo de crecimiento fetal

intrauterino.

* Gestaciones multiples: se considera un factor de riesgo de parto pretérmino
posiblemente desencadenado por la sobredistensidon de las fibras uterinas.
Los mecanismos por los que la sobredistension uterina podria conducir a un
parto prematuro no se conocen bien. El estiramiento uterino induce la

expresion de proteinas de la unién gap, tales como CX-43 y CX-26, asi como
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otras proteinas asociadas a la contraccién, tales como los receptores de
oxitocina. El estiramiento del musculo del segmento uterino inferior se ha
demostrado que aumenta los niveles de IL-8 y la produccién de colagenasa,
gue a su vez facilita la maduracién cervical. El aumento de la expresion del
miometrio de PGHS-2 e IL-8 parece estar mediada por la activacion del

sistema de MAPK.>*

* Antecedente de parto pretérmino. El hecho de haber dado a luz de forma
prematura se considera un factor de riesgo muy importante en las

gestaciones subsiguientes.

* Alteraciones congénitas del feto: se ha observado que a medida que avanza
el embarazo, las malformaciones congénitas fetales, a menudo
incompatibles con la vida, son un factor importante de riesgo de parto

pretérmino.

* Alteraciones congénitas en el Utero materno conllevan un alto riesgo de
parto pretérmino, sobre todo cuando la cavidad uterina es demasiado

pequefia, como en las situaciones con doble Utero.

* Factores genéticos. Existen polimorfismos genéticos asociados con el parto
pretérmino espontdneo entre los que destacan los de las regiones
promotoras de TNF alfa e IL-6. En Mayo de 2010, Romero R. y cobls.*?
publicaron un estudio en el que trataban de identificar si algunos
polimorfismos de nucledtidos identificados en determinados genes se
relacionaban con el parto pretérmino. Concluyeron que existen una serie
de polimorfismos implicados en el control de la inflamacion fetal (receptor
1 de la IL-6) y algunas variantes en el DNA materno de genes que codifican
proteinas involucradas en el metabolismo de la matriz extracelular, que

tienen el doble de riesgo de desarrollar un parto pretérmino.

* Factores demograficos y sociales. Entre estos se encuentran: bajo peso
materno, bajo nivel socioecondmico, tabaquismo, ADVP, cocaina,

infecciones vaginales, malnutricidn materna, violencia etc. También existen
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evidencias de que aquellas mujeres cuyo nacimiento fue pretérmino tienen
significativamente mas riesgo de sufrir en sus gestaciones partos
prematuros (OR 1,49; 95% ClI 1,12-1,99).53 Entre los factores conductuales
y psicosociales estudiados, el que muestra la evidencia mas consistente de
tener un impacto adverso en el riesgo de parto prematuro es el consumo
de cocaina. La dieta ha mostrado una evidencia mixta sobre los beneficios
potenciales del aumento niveles de hierro, acidos grasos de cadena larga,
acido fdlico y vitamina C. Aunque en ninguno de estos componentes de la
dieta esta bien establecida como pueden impedir el nacimiento prematuro,
todos merecen una mayor evaluacién. El tiempo dedicado al ocio y la

actividad fisica se ha asociado con un menor riesgo de parto prematuro.

Drogas vasoactivas enddgenas: El riesgo de parto pretérmino espontaneo
esta incrementado en aquellas pacientes que tienen niveles de epinefrina,
norepinefrina y dopamina en orina elevados. La elevacion de las
catecolaminas en orina materna puede ser un indicativo de exceso de
estrés y predisposicion a una activacion elevada del sistema simpatico que

contribuye al incremento del riesgo de parto pretérmino.>*

Patologia placentaria. Entre las alteraciones mas claramente asociadas con
el parto pretérmino estan las alteraciones inflamatorias, corioamnionitis,
villitis y funisitis, generalmente de origen infeccioso. Los tejidos
placentarios con infiltracion inflamatoria producen muchas mas
prostaglandinas que los tejidos normales, lo que puede desencadenar

contracciones uterinas.

El retardo de crecimiento del feto como factor de riesgo suele estar

asociado con alteraciones isquémicas en la placenta.

Las hemorragias anteparto conllevan un alto riesgo de parto pretérmino,
probablemente debido a la interaccién de sustancias como la trombina y

otros péptidos uterotdnicos liberados por el codgulo retroplacentario.
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Gestantes que presentan un incremento evidente en la formacién de

trombina tienen un riesgo elevado de parto pretérmino.

Aproximadamente el 30% de los pacientes que tienen un parto pretérmino
presentan lesiones placentaria consistentes en un hipoperfusién vascular y
otro 30% presentan un fallo en la invasion de las arterias espiroideas en el

miometrio. >

Envejecimiento decidual: Durante la implantacion, el endometrio sufre
cambios para decidualizarse lo que es crucial para el éxito de la
implantacion, la gestacion y el parto. El factor supresor de tumores p53
juega un importante papel en el desarrollo decidual y su deleccién causa
fallos de la implantacién e inadecuada decidualizacién. El envejecimiento
prematuro de la decidua esta implicado en los fallos de implantacion, la
muerte fetal y el parto prematuro. En ratones, la deleccion de Trp53
conlleva el parto pretérmino hasta en el 50% de los casos®® asociado a un
envejecimiento precoz decidual por el incremento de la sefial mTORC1, los
niveles de p21 y las cadenas de b-galactosidasa. La administracion de un
inhibidor de mTOR o progesterona atenua el envejecimiento precoz de la
decidua y el parto pretérmino. El envejecimiento precoz de la decidua ha
sido demostrado en la cara materna de la placenta de los partos

pretérmino pero nunca en los producidos a término.>’

Rotura de membranas: La rotura de membranas es por si solo un

importante factor etioldgico para el desencadenamiento del parto.

Disminucién de la funcion de la progesterona: La disminucién de la accidn
de la progesterona precede al parto en muchas especies. La administracion
de un antagonista del receptor de |la progesterona induce el borramiento
cervical, el aborto y el trabajo de parto. Los efectos de la progesterona
durante el embarazo promueven la relajacion miometrial mediante la
reduccidon en la expresidn de proteinas asociadas a las contracciones y las
citoquinas inflamatorias ( IL-1, IL-8...).>® Conforme la gestacidn se aproxima

al término se produce un incremento en la expresion miometrial de la
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familia de miR-200 contrarrestando muchas acciones de la progesterona,
incrementando su catabolismo e induciendo la expresion de citoquina y

guimiocinas proinflamatorias y la prostaglandina sintasa. >0

DNA fetal libre en sangre materna: La células libres fetales estan presentes
en el plasma materno y su concentracién incrementa en funcién de la edad
gestacional siendo maximo hacia el final del embarazo. El DNA fetal libre,
en contraste con las células del adulto, esta hipometilado pudiendo atraer
TLR-9 e induciendo una respuesta inflamatoria.” Las pacientes con una
elevacion de DNA fetal libre en segundo trimestre tienen un riesgo
incrementado parto prematuro y aquellas con un episodio de APP tienen
mayores niveles de DNA libre fetal en sangres materna y por tanto también

un mavyor riesgo de parto prematuro.

Infeccion: De las causas conocidas implicadas en el parto prematuro, la mas
frecuente es la infeccidn intraamnidtica, responsable en un 10-12% de los
casos del parto prematuro espontdneo con bolsa integra y hasta en un 30-

50% de los casos secundarios a rotura prematura de membranas.2 #% % %

Las toxinas producidas por los microorganismos activan, a nivel de las

membranas fetales la produccién de citoquinas.

Interrupcion en la tolerancia materno-fetal: La tolerancia inmunitaria
materno fetal es necesaria para el éxito de la gestacion. La corioamnionitis
cronica es la lesiéon placentaria mas frecuente en los pretérminos tardios y se
caracteriza por la infiltracion de la cara materna del corion por células T
maternas con apoptosis del trofoblasto, asimilandose al rechazo de un
aloinjerto. ® La sensibilizacion materna al HLA fetal se encuentra
frecuentemente en pacientes diagnosticadas de corioamnionitis crénica.®®
En los fetos con corioamnionitis crénica se ha descrito una inflamacidn
sistémica caracterizada por la sobreexpresion de quimicinas producidas por

células T. &
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1.5 INFECCION Y PARTO PRETERMINO:

Hasta en un 31-40% de los casos, segun las series,’>* la causa mas frecuente de
parto pretérmino espontdneo continda siendo la idiopatica. Probablemente, la
infeccidn es el factor mas influyente en el parto pretérmino espontdneo o idiopatico.
Uno de cada tres prematuros nacen de madres con infeccién intraamniotica
subclinica.®® Las fuentes de infeccidon que se han relacionado con el parto prematuro
incluyen infecciones intrauterinas, infecciones del tracto genital inferior, infecciones

maternas sistémicas, bacteriuria asintomatica, y periodontitis maternas.

Infeccion Infeccion Infeccion Infeccion
ascendente hematogena retrograda iatrogénica
\\»‘\\_ \i "/ /_,—"’ —_
iy s

Infeccion intraamniotica

Liberacion de endotoxinas

bacterianas

SIRS materno $ FIRS
Sepsis materna y/o fetal
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Citoquinas Citoquinas
roinflamatorias roinflamatorias
b [L-6-8-1; MMp 8-9; TNF b
m Cambios estructurales en Daifio sustancia
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!
I
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Figura 7: Desarrollo de la infeccidn intraamnidtica.

Las infecciones intrauterinas son responsables de hasta el 50% de los nacimientos
prematuros extremos de menos de 28 semanas de gestacion, en los que las tasas de la
mortalidad neonatal y la morbilidad neonatal son altos. La prevalencia de la invasidon
microbiana del corion-amnios es del 73% en mujeres con un parto prematuro
espontaneo antes de las 30 semanas de gestacion y sélo el 16% entre las mujeres con

parto pretérmino yatrogénico.®
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La prevalencia de la corioamnionitis histoldgica estd inversamente relacionada con
la edad gestacional y se produce en un 60- 90% de las gestaciones que terminan entre
la semana 20 y 24 de gestacion; la infeccion microbiana del corion-amnios se produce
en el 60% de los pacientes con parto prematuro.’® Por otra parte, las infecciones, en
una alta proporcion de las mujeres con APP y evidencia de invasion microbiana del

liguido amnidtico, son refractarias al tratamiento tocolitico estandar.

La infeccidon Urinaria:

La infeccidn del tracto urinario (ITU), en la forma de bacteriuria asintomatica, o
pielonefritis estd asociada con el parto pretérmino.”” ' > El 6% de las gestantes
desarrollara bacteriuria asintomatica durante el embarazo, y aproximadamente un
tercio de las no tratadas presentard una pielonefritis. Las mujeres con bacteriuria
asintomatica que no son tratadas tienen un riesgo aumentado de parto pretérmino y

neonatos con bajo peso al nacer.”2

Infeccidn cérvico-vaginal:

Las infecciones de las vias genitales estan fuertemente asociados con el parto

3 ™ Estas por lo general representan infecciones bacterianas que

prematuro.®
ascienden desde el tracto genital inferior; las infecciones virales no se han implicado

como una causa importante de parto prematuro.

La bacteriuria asintomatica, la vaginosis bacteriana y la colonizacion por
Trichomonas vaginalis son factores de riesgo infeccioso asociado a parto pretérmino.
Sin embargo, la colonizacién del tracto genital inferior por Mycoplasmas genitales,
Candidas y Streptococcus agalatiae no han demostrado ser causa de parto prematuro

segun algunos estudios.”

La vaginosis bacteriana se ha asociado con parto prematuro, infeccion del
liguido amnidtico, corioamnionitis y endometritis en el postparto. Esta asociacion
aumenta las tasas de parto prematuro al doble en mujeres con vaginosis bacteriana.’®
Se han identificados microorganismos asociados a vaginosis bacteriana en el liquido

amniotico del 30% de las mujeres con membranas fetales integras con parto
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prematuro e infeccién subclinica.”” Se ha estimado que hasta un 6% de los casos de
parto prematuro en los que el recién nacido tiene un bajo peso al nacer puede ser
atribuible a la vaginosis bacteriana.’® Por lo tanto, la vaginosis bacteriana representa
una importante y potencialmente evitable causa de prematuridad. Algunos
microorganismos frecuentes que se aislan comiUnmente en cuadros de vaginosis
bacteriana son el Peptostretococci y el Bacteriodes species. Otros gérmenes comunes
del tracto genital inferior, son el Streptococcus agalactiae, la Escherichia coli, el

Fusobacterium species y la Gardnerella vaginalis122 124,

El tratamiento antibidtico de la bacteriuria asintomatica durante la gestacion es
la Ginica intervencién asociada a una reduccién en el porcentaje de parto pretérmino’”.
El tratamiento de la Trichomonas vaginalis en pacientes asintomaticas no ha

80, 81

demostrado reducir el riesgo de parto prematuro. En cuanto a la vaginosis

bacteriana, son contradictorios los resultados de diversos ensayos clinicos acerca de la

82:8%: 8 Una revisién Cochrane que incluye 15

eficacia del tratamiento antibidtico.
ensayos clinicos sobre 5888 mujeres® concluye que, aunque el tratamiento antibidtico
pueda erradicar la vaginosis bacteriana, éste no reduce el riesgo de parto pretérmino o
rotura prematura de membranas antes de las 37 semanas, en la poblacién general o
en aquellas gestantes con historia previa de parto pretérmino. Eliminar la colonizacién
de Mycoplasmas genitalis en la vagina, considerados los gérmenes que con mas

frecuencia se aislan en la infeccion intraamnidtica, Streptococcus agalactiae o Candidas

no ha demostrado reducir ni el riesgo de infeccion ni las tasas de prematuridad. 80 81

En septiembre de 2008, Rombaldi RL y colbs.®® publicaron en Virol Journal un
estudio en el que tras analizar muestras bioldgicas tomadas en placenta, sangre de
corddn y neonato se evidenciaba infeccidn placentaria por virus del papiloma humano
en un 23,3% de los casos y transmision transplacentaria del virus en el 12,2%. El mismo
afio, otro grupo encabezado por Gomez LM et colbs.®” publicé en Human Reproduction
un estudio en el que se relacionaba la presencia del virus del papiloma humano en el

trofoblasto y en la sangre de corddn con el parto prematuro.

El por qué algunas mujeres desarrollan una infeccién intraamnidtica

ascendente mientras que otras no, parece relacionarse con la mucosa del tracto
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genital inferior y el ecosistema microbiano. La deteccidn de la vaginosis bacteriana en
el primer trimestre del embarazo es un factor de riesgo para la presencia posterior de
un trabajo de parto prematuro. Cuanto mas temprano se detecta la flora genital
anormal, existe mayor riesgo de prondstico adverso.®® Sin embargo el tratamiento de
la vaginosis bacteriana asintomatica no ha disminuido el porcentaje de parto

pretérmino.

La infeccion viral ha demostrado recientemente alterar la inmunidad de la
mucosa de el tracto genital inferior y predisponer a una infeccion bacteriana
ascendente.® La colonizacién del tracto genital femenino y la respuesta inflamatoria

secundaria estan implicadas en el parto prematuro.”

Estudios recientes de la microbiota vaginal sugieren que esta es diferente y mas
estable en las mujeres no gestantes.’® Aunque aun se desconoce cudl es la causa
responsable en estos cambios de la microbiota vaginal parece que las hormonas
sexuales podrian estar involucradas, ya que los estrégenos inducen la acumulacion de
glucégeno en el epitelio vaginal siendo esto un factor determinante para la adherencia

de las bacterias en las células de tracto genital inferior.’?

El inicio del parto, se debe en parte, a la liberacion de prostaglandinas
localmente en la interfase corio-decidual que actuan sobre el miometrio provocando
contracciones uterinas. Estas prostaglandinas proceden del amnios, de la decidua y en
el caso de infeccién, por gérmenes productores de Fosfolipasa A2 que las liberan al
actuar sobre el acido araquiddnico, y también del sistema inmune monocito-
macrofago que se activa en la infeccién. De hecho, la colonizacion del tracto genital
inferior por determinados gérmenes como Estreptococo beta-hemolitico, Bacteroides
Fragilis, Neisseria Gonorreae, Gardnerella Vaginalis, Chlamydias, Trichomonas y
anaerobios se relaciona con una mayor incidencia de RPM (rotura prematura de

membranas) y parto pretérmino.”?

Enfermedad periodontal:

El parto prematuro también se ha asociado con la infeccidn sistémica materna

(y es en gran parte atribuible a la gravedad de la enfermedad materna) y, mas
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recientemente, con la enfermedad periodontal materna. La enfermedad periodontal
es una infeccion bacteriana anaerdbica de la boca que afecta hasta el 50% de la
poblacidn, incluidas las mujeres embarazadas. La enfermedad periodontal materna se
ha asociado con varios resultados adversos del embarazo, incluyendo parto

.94 9% En una revision reciente de 25

prematuro, preeclampsia, y la pérdida feta
estudios, 18 encuentran una asociacion entre la enfermedad periodontal y los
resultados adversos de embarazo, con odds ratios para el parto prematuro o de bajo
peso al nacer de 1,1 a 20.”” Ademds, tres ensayos clinicos de tratamiento periodontal
sugiere una reduccion del 50 por ciento en el riesgo de parto prematuro. Los
mecanismos responsables de parto prematuro en asociacion con la enfermedad
periodontal no se entienden completamente. Estudios con conejos sugiere que los
patégenos orales asociados con periodontitis puede tener acceso a la circulacion
sistémica y puede ser identificados en liquido amnidtico o su ADN puede ser

recuperado de la placenta.”® Un estudio multicéntrico, también ha demostrado que el

tratamiento de la enfermedad periodontal no reduce el riesgo de parto pretérmino.*®

Corioamnionitis:

Por transmision hematégena se puede desencadenar una APP. Como ocurre en
la primoinfeccidn por Listeria Monocitogenes, la periodontitis materna o la infeccion

por adenovirus y mycoplasma.

En el 15% de las pacientes que desarrollan un parto prematuro se identifica

corioamnionitis silente.?°

Respecto a la infeccidn en el liquido amnidtico, se sabe que
es capaz de desencadenar un parto prematuro, bien directamente o a través de una
RPM por los mecanismos anteriormente expuestos. Aunque la interfase materno-fetal
se ha considerado tradicionalmente estéril, se han identificado bacterias y virus en la
decidua de gestaciones de primer y segundo trimestre. Ademas, se ha descrito una

microbiota placentaria usando técnicas de secuenciacidn, siendo diferentes entre

pacientes nacidos a terminoy pretérmino.101

La infeccidn intraamniodtica es la causa mas frecuentemente identificada de

parto prematuro, es la responsable en un 10-12% de los casos del parto prematuro
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espontaneo con bolsa integra y hasta en un 30-50% de los casos secundarios a rotura
prematura de membranas.Z 2 63 La mortalidad neonatal relacionada directamente con

102,103 | 3 infeccién

la infeccidén intraamnidtica es superior al 10% en estos prematuros.
intraamnidtica es causa no solo de parto pretérmino, sino también de rotura
prematura de membranas, corioamnionitis clinica, corioamnionitis histoldgica,
funisitis, test de Apgar mds bajo, mayor porcentaje de admision a Unidades de
Cuidados Intensivos Neonatales, distrés respiratorio neonatal, neumonia, sépsis,
hemorragia intraventricular, displasia broncopulmonar, bajo peso al nacimiento y
morbilidad a largo plazo como la paralisis cerebral, diversas alteraciones cognitivas y la

enfermedad crénica pulmonar,100 102 104 105,106,107, 108, 109, 110, 111

A nivel materno, la infeccidn intraamnidtica incrementa el riesgo de hemorragia
posparto y de otras complicaciones quirurgicas como la infeccidon de herida quirurgica,

el absceso pélvico y la endometritis postparto.*** 1> 114

En pacientes con amenaza de parto pretérmino y bolsa integra, el porcentaje
de invasién microbiana del liguido amnidtico es del 10-12% mientras que si las
membranas se encuentran rotas el porcentaje asciende al 30-50%.2 En pacientes con
un cuadro clinico sugestivo de insuficiencia cervical, la prevalencia de invasion

microbiana es superior al 51%'"

. En los casos de pacientes con longitud cervical
medida por ecografia transvaginal inferior a 25 mm, la infeccién intraamnidtica ocurre
en el 9% de los casos''®. Finalmente, en gestaciones gemelares, el riesgo es del

11.9%Y.

Los microorganismos pueden alcanzar la cavidad amnidtica y al feto a través de
diferentes vias de entrada.123 La via mas comun es la via ascendente procedente de la
vagina y el cérvix pero también pueden acceder a la cavidad mediante la via
hematogena, a través de la placenta demostrada por el hallazgo de bacterias envueltas
en la enfermedad periodontal en el liquido amniético,**®y la via retrégrada desde la
cavidad peritoneal a través de las trompas de Falopio o la inoculacién accidental en el

momento de un procedimiento invasivo (via yatrégena).
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Los mecanismos por los cuales la infeccidon intraamnidtica provoca un parto

prematuro se relacionan con la activacion del sistema inmune innato80.

Inicialmente, se genera un sobrecrecimiento de determinados
microorganismos en el tracto genital inferior debido a alteraciones en la flora
microbiana normal vagino-cervical y/o por modificaciones en las propiedades
bioquimicas del fluido vaginal. Estos cambios microbioldgicos y bioquimicos generan
un sobrecrecimiento microbiano, responsable de la invasién bacteriana posterior.
Como alteraciones bioquimicas se describen la elevacién en el pH vaginal y el
incremento en la concentracién de diamidas, poliaminas y diversas enzimas tipo

mucinasas, proteasas y fosfolipasas.80

Las toxinas producidas por estos microorganismos alcanzan via ascendente la
decidua y activan, a este nivel y en las membranas fetales, una respuesta inflamatoria
local a través del reclutamiento de leucocitos, que se traduce en la produccién de
citoquinas proinflamatorias (IL1, L2, IL6, IL18, IL8, IFN-y, TNFa) y mediadores
inflamatorios, metaloproteinasa-8 (MMP-8), factores de activacién plaquetar,

prostaglandinas, leucotrienos, éxido nitrico, etc.

Estos factores inflamatorios estimulan |la produccién de prostaglandinas en el
amnios, corion y decidua, y acimulo de polimorfonucleares y otros granulocitos en el
miometrio que permiten la contractibilidad uterina, la dilatacion cervical y la

exposicion de las membranas a la entrada de microbios en la cavidad uterina.

En los espacios extrauterinos, las prostaglandinas regulan la liberacion de
citoquinas inflamatorias que actuan de forma sinérgica con la IL.-8 aumentando la
guimiotaxis de los neutrdfilos y estimulando la liberacion de metaloproteinasas. Las
metaloproteinasas estan implicadas en los procesos de borramiento cervical y en la
degradacion de las membranas fetales. El tejido conectivo se degrada permitiendo la
ruptura de las membranas e induciendo el parto pretérmino. Los microorganismos, al
atravesar las membranas amnidticas, estimulan la produccion de mediadores
inflamatorios por parte de macrofagos y otras células imnunoldgicas, procedentes del

corionamnios-liquido amnidtico, que entran a la circulacién fetal y desarrollan una
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respuesta inflamatoria en el feto conocida como sindrome de respuesta inflamatoria

fetal.63 119 115

Gomez y colbs.108 definieron FIRS en fetos como sindrome de respuesta
inflamatoria fetal (FIRS) por primera vez en 1998 usando como parametro bioquimico,
la elevacién de la concentracidén de IL6 en sangre fetal (IL6 > 11 ng/mL). El FIRS se
asocia a fallo multisistémico fetal que afecta al sistema hematopoyético (incremento
del niumero de hematies, leucocitosis, etc.), induce hiperactividad de la glandula
adrenal, disfuncién cardiaca, inmunodeficiencia y dafio endotelial. Los fetos con FIRS
presentan mayor morbilidad en forma de distrés respiratorio, sépsis, neumonia,
displasia broncopulmonar, hemorragia intraventricular, leucomalacia periventricular y
enterocolitis necrotizante. Como morbilidad a largo plazo, presentan un mayor riesgo

de paralisis cerebral y de enfermedad pulmonar crénica.108

El FIRS estimula la produccién de citoquinas fetales que atraviesan la barrera
hematoencefalica y facilitan la entrada de productos microbianos y citoquinas al
cerebro’®. La infeccién intraamnidtica es causa de encefalopatia hipoxicoisquémica de
tipo infeccioso. Las citoquinas tienen un efecto neurotdxico por diferentes acciones:

1. Tienen un efecto citolitico directo sobre las neuronas y los precursores de los
oligodendrocitos, los cuales son sensibles a los efectos de la isquemia y la
infeccion, provocando una desmielinizacion de la sustancia blanca
Inducen la liberaciéon de aminodcidos excitadores
Inducen apoptosis

Alteran la cascada de la coagulacion

v A N

Producen hipotensién fetal

Esta neurotoxicidad se ve incrementada por otros factores maternos, como son la
pirexia, que incrementan el metabolismo cerebral fetal y hacen al cerebro mas

vulnerable a la hipoxia.

En el 30% de los casos de infeccidon intraamnidtica se identifican bacterias en la
circulacion fetal dando como resultado una respuesta sistémica inflamatoria fetal.

Estos fetos tienen un alto riesgo de complicaciones a largo plazo. La encefalopatia
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hipoxico-isquémica secundaria a la infeccion se puede objetivar en la presencia de
procesos de resorcion y gliosis que dan lugar a la necrosis de la sustancia blanca en la
region periventricular produciendo un cuadro de atrofia de la sustancia blanca,
ventriculomegalia y formacion de quistes, que dan lugar a la leucomalacia
periventricular. La leucomalacia periventricular es considerada la principal causa de
dano isquémico en los neonatos prematuros y es causa de paralisis cerebral, déficit

motores espasticos o epilepsia.100

Se ha demostrado que no sélo la infeccion sino también la inflamacion
intraamnidtica, definida por la presencia de niveles altos de citoquinas en el liquido
amnidtico, se asocia a un mayor riesgo de pardlisis cerebral a largo plazo **!. No
obstante, a pesar de considerarse factor de riesgo clasico de encefalopatia hipdxico-
isquémica, la frecuencia de estas alteraciones neuroldgicas en los cuadros de

infeccidn/inflamacidn intraamniodtica es relativamente baja.

En el 50% de los pacientes, la infeccion es polimicrobiana, provocada por una

combinacién de microorganismos aerobios y anaerobios.'?% 2% 124

El microorganismo
mas frecuentemente implicado en la infeccidon intraamnidtica es el Mycoplasma
genital y en particular el Ureaplasma urealyticum, presente en el tracto genital inferior

en mas del 80% de las mujeres embarazadas.122 12

Son gérmenes de baja virulencia
gue debutan con poca clinica sistémica materna. Existen estudios que indican que
Ureaplasma contribuye al desarrollo del parto pretérmino y produce dafio cerebral y

pulmonar en el feto'?.

Algunos estudios también demuestran la asociacién entre la deteccion del
genoma del adenovirus en la placenta y la corioamnionitis y el parto pretérmino. En él
se concluye que la corioamnionitis esta presente mas frecuentemente en la placentas
de partos pretérmino que son positivas a adenovirus en comparacién con aquellas que
en las mismas condiciones son adenovirus negativas (75% vs. 36%; P = 0.026). Este
estudio demuestra que la infeccién placentaria por adenovirus esta fuertemente

asociada con la corioamnionitis histoldgica y el parto pretérmino.*?’
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Algunos estudios recientes que usan técnicas moleculares y cultivos sugieren que
la inflamacion intraamniotica se asocia con el parto pretérmino en ausencia
demostrable de microorganismos, sugiriendo que puede existir un papel para la

“inflamacién intraamniética estéril.*?®
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2. LA PLACENTA.

2.1. FORMACION Y FUNCIONES

La placenta humana presenta una organizacidén progresiva y funcional, que de
manera sincrénica se adapta a las necesidades del desarrollo de los compartimientos
embrionario/fetal y maternos. Los patrones tiempo-espacio de adaptacién estan
controlados por diversos factores como la capacidad invasora de las células del
trofoblasto y la proliferacion y diferenciacién celular en la adquisicion de capacidades
de transferencia placentaria, asi como la capacidad de adaptacién a procesos

patoldgicos que puedan interferir con su fisiologia.
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Figura 8: Embriologia del desarrollo placentario.

El desarrollo de la placenta se realiza a partir del cigoto y se diferencian dos

fases: periodo prevelloso y periodo velloso.

El primer periodo se extiende hasta el dia 13 postovulacion, aparecen en el
trofoblasto lagunas que se originan por invaginaciones del sincitiotrofoblasto de
capilares del endometrio y que aumentan de tamafio por fusién. En el periodo velloso

las lagunas trofoblasticas se fusionan y daran lugar al espacio intervelloso.
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Entre los dias 14 y 20 aparecen proliferaciones del citotrofoblasto primitivo que
penetran en el interior de las columnas de sincitiotrofoblasto y que alcanzan la placa
basal constituyendo las columnas citotrofoblasticas; posteriormente en el interior de
estas columnas aparecen un eje conjuntivo procedente del mesénquima

extraembrionario.

Entre los dias 18 y 21 aparecen vasos en el eje conjuntivo de las columnas
citotrofoblasticas, lo que constituyen los troncos vellositarios primarios. A partir de
estos troncos vellositarios primarios se originan proliferaciones constituidas primero
solo por sincitiotrofoblastro, pero posteriormente se rellenan de citotrofoblasto y
aparece en el centro un eje conjuntivo con vasos. Son vellosidades libres que flotan
libremente en el espacio intervelloso, que posteriormente originan los cotiledones

fetales.

Entre el dia 21 y el cuarto mes aparecen hechos fundamentales. Se diferencia
dos zonas, el corion liso y el corion frondoso. A partir del corion frondoso dard origen

a la placenta definitiva y se formaran los cotiledones fetales.*

La angiogénesis requiere de una adecuada interaccion de los factores de
crecimiento y sus receptores, principalmente el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) y el factor de crecimiento placentario (PIGF) que actuan a través de
receptores de tirosina-cinasa. PIGF actia también como un factor antiapoptédtico para
el trofoblasto in vitro. La hipoxia promueve la angiogénesis y la expresién de VEGF y la

disminucién de PIGF.

Estudios morfolégicos que muestran un pobre desarrollo vascular en la
placenta y un incremento en el indice mitético del citotrofoblasto en asociacién a CIR,
han mostrado niveles de PIGF significativamente altos. Su RNAm se expresa en el
tejido coriodecidual, por lo que se postula como causante de la proliferacién del

trofoblasto y de la inhibicién del crecimiento de las células endoteliales.**

Los factores de crecimiento endotelial vascular tienen un papel importante

como mitégenos de las células endoteliales™ y se expresan en diferentes tejidos,

132 133

incluyendo la placenta .Otros factores bien estudiados involucrados en los
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procesos de vasculogénesis son los factores de crecimiento de fibroblastos acido y

basico (FGF-1, FGF-2) **y el factor de crecimiento placentario (PIGF) ***.

Hasta ahora, han sido descritos cuatro diferentes subtipos de VEGF *3°.

* VEGF-A, es una glicoproteina homodimérica unida a un bisulfito que juega un
papel importante en la vasculogénesis, angiogénesis, permeabilidad vascular y
vasodilatacién **’ 13

* El VEGF es un factor de crecimiento unido a la heparina que actua a través de
los receptores de superficie.

* Los receptores para el VEGF, VEFGR-1 y VEFGR-2, son receptores tipo Il de
tirosincinasa. Diferentes estudios han demostrado claramente que ambos
receptores estan involucrados en la formacion de capilares y el desarrollo

139 140

vascular durante la embriogénesis . EI VEGF y sus receptores se expresan

en el endotelio de los vasos sanguineos y contribuyen al desarrollo y regulacion

de la permeabilidad vascular*** 12,

El VEGF-A, pequenas cantidades de VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y otros miembros de la

familia VEGF han sido detectados en la placenta **3.

Los receptores de VEGF (VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3) se han identificado en
los tejidos placentarios .*** EI VEGFR-1 es el receptor para PIGF, VEGF- A y VEGF-B ***;
mientras que el VEGFR-2 es el receptor para VEGF-A, VEGF-C y VEGF-D **°. El VEGFR-3
es el receptor para VEGF-C y VEGF-D, el cual parece jugar un papel importante en la

regulacion de la angiogénesis y linfangiogénesis **’.

Estudios in vitro han demostrado que las células del trofoblasto responden a la
reduccion de la tensién de oxigeno por activacion del VEGF, de sus dos receptores

VEGFR-1y VEGFR-2 y disminucion de la secrecién de PIGF. *8 14°
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Figura 9: VEGF, tipos y receptores.

Las alteraciones en el desarrollo vascular placentario pueden ser evidentes por
las alteraciones de varios factores angiogénicos y en la morfologia de las vellosidades y

130 151 | os cambios morfoldgicos pueden afectar las ramificaciones y

sus capilares
dimensiones de los capilares (volumen total, superficie, longitud y diametro
promedio), la capilarizacidon vellosa (volumen relativo, superficie y longitud) y el

desarrollo del arbol velloso51.

Los factores de crecimiento de fibroblastos representa una gran familia de
factores de crecimiento y diferenciacién con por lo menos 18 miembros. Los dos mas
importantes son el FGF-1 (FGF acido) y FGF-2 (FGF basico), que comparten mas del
50% de similitud estructural. Ambos factores estimulan la proliferaciéon y modulan la
funcién de las células endoteliales, inhiben la apoptosis y son quimiotacticos. Tienen
alta y baja afinidad por los receptores de FGF. La familia de receptores de alta afinidad
es representada por los receptores de FGF 1-4, los cuales son receptores tirosincinasa
y son responsables de las funciones de sefializacién. También se presentan en una

forma soluble en los liquidos bioldgicos y la matriz extracelular *>* *3.
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La placenta es un drgano altamente especializado que sirve de conexion entre
la madre y el feto desde la implantaciéon hasta su separacion definitiva. De modo

general desarrolla tres aspectos funcionales:

- funcién de barrera
- funcién de transporte e intercambio

- funcién endocrina

Funcion de barrera: La funcion de barrera fisica de la placenta se basa en la
interposicion de distintas membranas entre la sangre materna y la sangre fetal, estas
membranas son la pared del capilar vellositario, el mesénquima de la vellosidad, el

citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto.

Funcion de transporte e intercambio: Esta supone una funcién esencial de
placenta que permite el paso de oxigeno y nutrientes de la madre al feto y productos
catabdlicos del feto a la madre. Esta funcion se realiza por diferentes mecanismos:

difusion simple, difusion facilitada, transporte activo, picnocitosis y paso directo.

Funcion respiratoria: El transporte de oxigeno a través de la placenta es
limitado por el torrente sanguineo. El drgano aporta casi 8 ml 02/min/kg de peso fetal
y debido a que las reservas de oxigeno de la sangre fetal son suficientes para solo 1 6 2
minutos dicho aporte debe ser continuo. Debido al paso continuo de oxigeno de la
sangre materna en el espacio intervelloso hacia el feto, su saturacion de oxigeno se
parece a la de los capilares maternos. La saturacién promedio de oxigeno en la sangre
intervellosa se calcula de 65 a 75% con una presion parcial de casi 30-35 mmHg. En
general, el transporte del diéxido de carbono fetal se logra por difusién. La placenta es
altamente permeable al didxido de carbono, que atraviesa la vellosidad coridnica mas
rapido que el oxigeno. La sangre fetal tiene menos afinidad por el didxido de carbono
qgue la materna y, por tanto, favorece el transporte de este del feto a la madre.
También la hiperventilacion leve de la embarazada produce un detrimento de la PCO2
qgue favorece el transporte de didoxido de carbono del compartimento fetal al

materno.154
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Funcién endocrina®®: La placenta, al actuar como un érgano endocrino, forma
diferentes hormonas, que guardan similitud con hormonas hipofisarias y también
hormonas similares a las hormonas hipotalamicas, a demas de producir las hormonas

esteroideas 17-B estradiol, estriol y progesterona.

Las hormonas similares a las hormonas hipofisarias son la gonadotropina
coridnica humana, somatomamotrofina coriénica humana, hormona de crecimiento

coridnica humana y tirotropina coriénica humana.

Las hormonas similares a los hipotaldamicas son: Hormona liberadora de
gonadotropina coridnica, hormona liberadora de corticotropina coridnica, hormona

liberadora de tirotropina coridnica y somatostatina.

También elabora péptidos, como: Factores de crecimiento (factor de
crecimiento similar a insulina, factor de crecimiento epidermal), inhibinas, activinas y

citoquinas (IL-1, IL-6, TNFa)

La decidua elabora las siguientes hormonas: prolactina, relaxina,

prostaglandinas e integrinas.
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3. INMUNOLOGIA Y GESTACION

3.1. CONCEPTOS INMUNOLOGICOS.

La placenta de los mamiferos ha estado sujeta a dos presiones opuestas
durante la evolucidn, eliminar los patégenos mientras al mismo tiempo protege al feto

del rechazo inmunitario.

Los aloantigenos fetales son reconocidos por el sistema inmune materno, pero
este reconocimiento induce tolerancia en los linfocitos T y los linfocitos B especificos

maternos.

El feto, es un injerto de semi-alogénico, que crece y se desarrolla dentro de la
madre sin sucumbir al rechazo inmunoldgico, un proceso que depende del
establecimiento adecuado de tolerancia feto-materna. Esta tolerancia se inicia
mediante la presentacidén del antigeno paterno fetal del semen y se ve facilitada por
factores del plasma seminal que se procesa por las células dendriticas y luego son
presentados a las células T en el Utero en los ganglios de drenaje linfatico. Como
resultado, las células T reguladoras especificas de antigeno proliferan para crear la
tolerancia periférica hacia los antigenos fetales y permitir la implantacién del embrién.
Se crea un estado antiinflamatorio hiporreactivo hacia antigenos paternos hasta el
final de la gestacion. Durante el final del embarazo, se ha propuesto que los leucocitos
circulantes maternos son reclutados en los tejidos reproductivos (cuello uterino vy
miometrio) y en la interfaz materno / fetal por procesos quimiotacticos, donde se

desarrolla un estado pro-inflamatorio que lleva al parto.
Inmunoldgicamente existen dos tipos de respuesta: la innata y la adquirida.

La inmunidad innata o natural carece de especificidad, es constante en el
tiempo porgue no tiene memoria y es la primera linea de defensa. Estd conformada
por las barreras frente a la infeccion: fisicas, quimicas, celulares (macréfagos,
neutrdfilos, células Natural Killer) y mediadores (sistema del complemento, citosinas y

reactantes de fase aguda).
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Los macréfagos reciben también el nombre de histiocitos (en tejidos) o
monocitos (en sangre). Se activan por lipopolisacaridos, el interferon gamma, y
el factor de necrosis tumoral alfa. Secretan IL-1, IL-6, TNFa, INFa y beta. Se
encargan de la presentacion de antigenos tras procesarlos y de fagocitar y

eliminar los residuos tanto celulares como tisulares.

Los neutrdfilos solo tienen funcion fagocitadora. El numero de neutréfilos es
mayor en sangre periférica de la mujer gestante con trabajo de parto activo

16 |a presencia de neutrdfilos en los tejidos

qgue en la que no lo esta.
reproductivos a término y su capacidad para migrar hacia estas zonas durante
el trabajo de parto han sido bien documentadas. Los neutréfilos participan en
el trabajo de parto secretando citoquinas proinflamatorias vy
metaloproteinasas. El numero de neutrdfilos a nivel cervical no varia entre las
mujeres que no presentan trabajo de parto y aquellas que sufren el proceso de
borramiento cervical. En la decidua, el numero de neutréfilos es mayor en el

parto pretérmino asociado a coriamnionitis que en las mujeres a término en

fase activa de parto y sin ella y que en los partos pretérminos sin infeccion.

Las células Natural Killer son linfocitos granulares grandes, no B no-T, con
receptores para la IL-2, IL-12 y el INFa y TNFa. Entre sus funciones se encuentra
la inmunidad celular en el compartimiento vascular, la produccién de TNFa, la
citotoxicidad inespecifica mediada por IL-12 (atacan a células indiferenciadas
gue no expresan HLA-l)y la citotoxicidad especifica mediada por IL-2 y por

anticuerpos Ig G.

La inmunidad adquirida se suma a la innata. Estd basada en linfocitos y necesita

una sensibilizacion previa y produce una respuesta especifica variable con el tiempo y

bajo la cooperacion del sistema mardfago-monocitico. Esta respuesta produce

memoria. Dentro de la inmunidad adquirida hay dos clases de respuestas segun el

proceso que la desencadene:

La repuesta celular: Desencadenada por infeccion intracelular, células

tumorales y macrofagos cargados de productos de dificil digestion.
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* La respuesta humoral: Especializada en la eliminacién de antigenos presentes

en el suero o en los tejidos y fluidos de nuestro organismo.

Los linfocitos B se producen en el higado fetal desde la octava semana hasta el
qguinto mes de vida intrauterina y a partir de este momento es la médula dsea la que
se encarga de su elaboracion. Al ser activados por un antigeno se transforma en

células plasmaticas y producen anticuerpos especificos contra ese antigeno.

Los linfocitos T se producen en la médula ésea y maduran en el timo.
Responden a la presentacion de antigenos tisulares y de la membrana de las células
(HLA dependiente) y tras activarse presenta otras moléculas en su superficie que

actlan como co-estimuladoras.

Si el reconocimiento del antigeno se produce en ausencia de sefales

coestimuladoras se desencadena un fendmeno de tolerancia inmunoldgica.

Existen dos subtipos de linfocitos T, los CD4 o hellper y los CD8 o citotdxicos.

* Los CD4 ayudan a los linfocitos B y T-CD8. Dentro de los CD4 existen otras dos
subclases.

o Thil: Sintetizan INF gamma, inhibe la produccion de IL-4 por las Th2,
favorecen la respuesta celular, activa a los monocitos y participa en la
hipersensibilidad retardada y en la defensa frente a los patégenos
intracelulares.

o Th2: Producen IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10, inhiben la produccion de INF
gamma, favorecen la respuesta humoral y participan en la defensa
frente a parasitos.

* Los CD8: Destruyen células que expresan antigenos no propios asociados a
HLA-I producidos dentro de la propia célula. En la citotoxicidad participa el FAS-
L que ellos expresan y la liberacion de sustancias lesivas acumuladas en
granulos: perforina, fragmentinas, nucleolisina. Impiden la acciéon de los
linfocitos T y B, por eso se han llamado supresores. También quedan clones de

CD 8 de memoria, pero para ser activados necesitan la cooperacion de los CD4.
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Las sustancias que sintetizan las células del sistema inmune son las siguientes:

* (Citocinas: son proteinas con accion autocrina y paracrina. Su accion se efectua
a través de la estimulacion de receptores especificos para cada tipo de

interleuquina. Se caracterizan por cuatro propiedades:

o Pleiotrofismo: diferentes efectos bioldgicos en diferentes tipos de

células.
o Redundancia: diferentes citoquinas tienen el mismo efecto.

o Sinergismo: la combinacion del efecto de dos citoquinas es mayor que la

suma de los efectos individuales.
o Antagonismo: una citoquina inhibe o contrarresta a otra.

Hay interleuquinas pro-inflamatorias como son la IL-1, IL-6, TNFa, IL-2, IL-12,
INFy, TNFB, IL-16; anti-inflamatorias como la IL-10, TGFB, | ,INFo y INFB. La

principal quimiocina es la IL-8.

* Proteinas del complemento: son sintetizadas por medula dsea y los
hepatocitos. Actian como una cascada de 20 proteinas plasmaticas que acaban
formando complejos de ataque a la membrana de células extrafias. Hay dos

vias por las que puede activarse esta cascada:
o lavida clasica: inmunocomplejos, lipopolisacaridos bacterianos

o la vida alternativa:  microorganismos de forma innata,

inmunoglobulinas.

* Anticuerpos: Son proteinas sintetizadas por las células plasmaticas. Tiene tres

funciones principales.
o la neutralizacion de su antigeno para que deje de ser patogeno.

o la opsonizacién, que consiste en aumentar la afinidad de los antigenos

para que otros mecanismos sean los que acaben con ellos.

o laactivacién indirecta del complemento.
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La decidua se considera el sitio donde con mayor probabilidad tiene lugar el
reconocimiento inmune del trofoblasto. Es el lugar con mayor poblacién de células del
sistema inmune, con un 40% de linfocitos granulares grandes, un 20% de macrofagos y

un 10% de linfocitos T.

El blastocisto, una vez implantado segrega IL-6 para inhibir la respuesta
inflamatoria del endometrio y activar la produccion de progesterona por parte del

cuerpo luteo.

En el parto pretérmino, la bioactividad y concentracién de la IL-6 estan
elevadas, asi como en la infeccidon uterina, rotura prematura de membranas y el inicio
del trabajo de parto, en liqguido amnidtico y en el plasma fetal. Es detectable en liquido
amnidtico durante los dos Ultimos trimestres de la gestacion, pero sus niveles son
bajos en embarazadas que no estan en trabajo de parto, medios en aquellas que si lo
estdn y elevados en aquellas mujeres con infeccién intraamnidtica. ' Su
determinacion identifica fetos en alto riesgo de morbilidad neonatal,**® ya que ha sido
identificado como un marcador de sepsis neonatal precoz 159 y concentraciones
elevadas en la sangre del cordén umbilical, son consideradas mediador de dafo vy

marcador de riesgo de la leucomalacia en los prematuros.158

El INF gamma es una citoquina tipica de la respuesta celular, protagonizada por
los linfocitos Th1. Se produce solo al final del embarazo, pero a niveles muy bajos. Sus

niveles en la embaraza a término son menores que los de la no gestante.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) se produce por los macrofagos en el
inicio de cualquier infeccion y como respuesta al stress. Durante el embarazo, hay
leucocitos productores de TNFa en la placenta. Su efecto es fundamentalmente
proinflamatorio. El aumento en los niveles de TNFa en el ambiente fetal, posiblemente
a partir de células necrdticas placentarias, se ha relacionado con pérdida del
embrion, **® hemorragias masivas y necrosis en placentas infectadas por diversos
patégenos (Chlamidia, Nisseria, Tricomona) bajo condiciones en las que el dafio fetal
directo no ha podido comprobarse. Las acciones proinflamatorias del TNFa son

fundamentalmente la quimiotaxis de macrofagos, con la subsiguiente lesidn tisular y
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desarrollo de una respuesta Th1l. Este no es detectable en liquido amnidtico durante el

segundo y tercer trimestre de la gestacion en ausencia de infeccion.*®*

Las hormonas juegan un papel importante en la inmunomodulacién durante la
gestacion. El estradiol y la progesterona, y algunas proteinas placentarias como la
proteina especifica del embarazo, SP-1, que estimula la produccién de citocinas Th2
por los monocitos, y la PAPPA, que inhibe in vitro la proliferacion de las células T y la
secrecion de IL-2 ayudan a la tolerancia materna al promover la respuesta Th2 sobre la

Thil.

Se ha descrito un factor sintetizado y secretado por el endometrio materno y
células estromales que es el Factor Inhibidor de Leucocitos. Su receptor es necesario

82 pues bien, entre

para la implantacién, diferenciacién y crecimiento del trofoblasto
las sustancias que activan al LIF, se encuentra la progesterona, la IL-4 y la IL-1. El INFy y

laIL-12 lo inhiben.

La progesterona es necesaria para el mantenimiento del embarazo, y para eso

su produccion en el cuerpo luteo es estimulada por las IL-6 y IL-4.

Los linfocitos de las mujeres embarazadas son especialmente sensibles a la
progesterona. El embarazo por si mismo aumenta el nimero de receptores de
progesterona que son expuestos en los linfocitos de sangre periférica, haciéndoles mas
susceptibles a los mecanismos inhibidores de la progesterona. En su presencia, los
linfocitos segregan una proteina que tiene un efecto inhibidor directo del efecto
citolitico de los NK. Las concentraciones de progesterona solo son suficientes para
inhibir el sistema inmune localmente en el Utero y placenta. En el sincitiotrofoblasto la

progesterona favorece la produccién de citoquinas Th2.

Junto con la progesterona, las catecolaminas y las prostaglandinas inducen la

163

produccion de IL-10™° asi como la gonadotrofina coridnica humana. Los estrogenos,

sin embargo, hacen que el endometrio produzca interleuquinas quimiotacticas y los

macréfagos sean atraidos a la interfase materno-fetal'®*.
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La decidua tiene como funcion la proteccion de los tejidos maternos de la
invasion trofobastica, la nutricion del embrion, su aislamiento y proteccion

inmunoldgica del embrién y de la madre.

Entre los dias 22 y 30 postfecundaciéon el 40% de las células deciduales son
leucocitos. La mayoria de ellos, el 30%, son linfocitos granulosos grandes, y el 22% son

macrofagos.

Los linfocitos granulosos grandes solo se encuentran el Utero y se originan en la
médula dsea y pertenecen a la linea de las células NK. Son el grupo de linfocitos
predominantes, llegando a su maxima proporcién al final de la fase secretora, en el
momento esperado para la implantacion. Esos linfocitos tienen un fenotipo distintivo,
caracterizado por una densidad superficial alta de CD56. La infiltracion por LGG
aumenta por accion de la progesterona asi como por una produccién de IL-15 vy
prolactina por células del estromal®2, Estan en intimo contacto con los aloantigenos
fetales en el espacio intervelloso, interviniendo en la modificacion vascular uterina,
aungue el mecanismo es aun desconocido y protegiendo de los microorganismos a la
interfase materno-fetal gracias a las encimas proteoliticas que posee (porfirinas) y a la

secrecion de citoquinas inflamatorias.

Ozencil®4 y su equipo estudiaron los cambios celulares que se producian en la decidua

dia a dia tras la concepcidén, y observaron que:

* Los NK se mantenian en gran numero en el primer trimestre de la gestacion,
pero iban disminuyendo con la edad gestacional a partir del segundo
trimestre.

* Los macrofagos van aumentando a lo largo de la gestacion.

* Los CD3 desaparecian rapidamente dejando la decidua en manos de la
inmunidad innata, y es maximo a la cuarta semana de gestacién. Su
distribucién es predominantemente alrededor de las glandulas formando

colonias celulares tipicas.
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La otra poblacion celular predominante en la decidua son los macrofagos.
Tienen efecto antinflamatorio, producen IDO y previenen la activacién de los linfocitos
T162 185 Son CD14+ vy se ven atraidos por los factores de crecimiento segregados por el
endometrio bajo la influencia estrogénica. Se distribuyen a lo largo del estroma de la
decidua y se observan en grandes cantidades alrededor de la pared vascular. Su
numero crece con la edad gestacional, a término, representan el 10-15% del total de

células deciduales.

Algunos estudios han demostrados diferencias en las células del sistema

inmune en relacién con el parto pretérmino.

En conjunto, las células del sistema inmunitario crean un ambiente
antiiflamatorio que conlleva el mantenimiento de la gestacion. Gdmez Lopez et all66
proponen la siguiente seguencia que pordria iniciar el parto. En primer lugar la
activacion de las células de la inmunidad innata y adaptativa incrementaria su
capacidad de migracion. En los tejidos reproductivos y de la interfaz maternos fetal las
células son activadas y reclutadas a través de quimiocinas como CXCL10, CXCL8, CCL2 y
CCL5. El infiltrado leucocitario amplificaria el ambiente proinflamatorio en la interfaz
materno fetal que llevaria a la estimulacién del parto. Un estimulo puede causar la
activacion prematura de esta via promoviendo un cambio desde el estado

antiinflamatorio al proinflamatorio.

Los neutréfilos se encuentran presentes en el cérvix el miometrio, las
memebranas fetales y la decidua en la gestacion a término, sin embargo su densidad
aumenta en el miometrio y decidua en el trabajo de parto a término y el trabajo de
parto pretérmino asociado a infeccidn. Los neutréfilos estan presentes en el cérvix y
participan de los procesos de reparaciéon de este durante el postparto. Los macrofagos
estan presentes en el cérvix el miometrio, las membranas y la decidua a término y su
densidad aumenta en todos los tejidos exceptuando el cérvix durante el parto a
término y pretérmino. Los macréfagos también parecen intervenir en el proceso de
reparacion del cérvix postparto. Los mastocitos se encuentran en el cérvix y el tejido
miometrial durante la gestacion sin embargo su papel durante el parto a término y

pretérmino no parece claro. Las células T CD4 efectoras estan presentes en la decidua
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durante el parto a término y las células Th1l7 deciduales también parecen estar
envueltas en la patologia de trabajo de parto pretérmino. CTLs se encuentran en las
gestaciones a término en los tejidos placentarios y casos de villitis de etiologia
desconocida pero su funcion esta aun por descubrise. Las membranas fetales reclutan
células B durante el parto a término y se encuentran también en tejidos deciduales y

sangre de corddn pero su papel en el parto pretérmino no es clara.'®®

3.2. RELACION DE LAS CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS CON LA

CORIOAMNIONITIS SUBCLINICA Y EL PARTO PRETERMINO
Algunos autores proponen 4 etapas progresivas de la infeccion uterina ascendente:

* Primera etapa: Se produce un sobre crecimiento de microorganismos
patdgenos o facultativos en la vagina y cuello uterino.

* Segunda etapa: Los microorganismos ascienden a la cavidad uterina
localizdndose en la decidua y generando una reaccion inflamatoria local
(deciduitis) y posterior extensién al corion.

* Tercera etapa: La infeccidn alcanza el amnios (amnionitis) y la cavidad
amnidtica.

* Cuartay ultima etapa: Las bacterias acceden de la cavidad amnidtica y al feto

por diferentes puertas de entrada.158

Si se atiende a la clasificacion anatomopatoldgica de la corioamnionitis se identifican 3

estadios:

* Estadio I: subcorionitis. Ocurre al ingresar el microorganismo y los neutrofilos
maternos de la sangre que bafia el espacio intervelloso, estos ultimos son
atraidos para fijarse inicialmente en la ldamina basal de la placa coridnica.

* Estadio Il: corionitis. Los microorganismos y neutréfilos migran hacia el interior
de la placa corionica

* Estadio Ill: corioamnionitis. Los microorganismo y los neutrdfilos alcanzan la

membrana basal del amnios. Normalmente no deben pasar a través de esta

66



INTRODUCCION

membrana basal hacia el liquido amnidtico ya que no poseen una enzima que

rompa el coldgeno tipo V, constituyente importante de dicha membrana.*®’

Las amenazas de parto prematuro, muchas veces desencadenadas por una
infeccion subyacente, activa los mecanismos de inflamacién Thil, y con eso se favorece
el inicio de los mecanismos del parto. La invasidon microbiana de la cavidad puede
existir en ausencia de sintomas o signos de infeccidn, ratificado porque solo el 12,5 %
de las pacientes con parto pretérmino y membranas intactas, con cultivo positivo de

liguido amnidtico, tienen corioamnionitis clinica.

El resto de las pacientes se considera dentro de la llamada corioamnionitis

8

subclinica o histolégica,*®® algunos autores refieren que el 80 % de todas las

corioamnionitis son subclinicas.®® *°

Se define como corioamnionitis histolégica al conjunto de cambios
inflamatorios de la placenta, el corddon y las membranas ovulares que ocurren en
respuesta a la invasion del liguido amnidtico por microorganismos procedentes del
canal del parto. Se caracteriza por el hallazgo de leucocitos polimorfonucleares de
origen materno en las membranas ovulares y en la placa corial. Se reconoce como
respuesta fetal histoldgica, al hallazgo de migracion de polimorfonucleares en las
paredes de los vasos fetales de la placa corial y del cordén umbilical en direccién al
amnios.’* 172

Se ha visto que conforme la edad gestacional va progresando, la celularidad en
la decidua se va acercando a la de la mujer no embarazada, disminuyen los niveles de
interleuquinas Th2 y aumentan las de Thl. En experimentacidn con ratas se ha visto

gue se puede frenar la amenaza de parto pretérmino con la administracion de IL-10.

Toda intervencion que pueda disminuir la respuesta inflamatoria durante el
embarazo puede contribuir a mejorar el prondstico de la gestacion, disminuir el parto

pretérmino y con ello la principal causa de morbi-mortalidad de los neonatos.
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3.3. CORIOAMNIONITIS AGUDA Y CRONICA.

La corioamnionitis aguda de origen infeccioso y la corioamnionitis crénica de
origen inmunoldgico son dos importantes lesiones placentarias que conllevan el parto
pretérmino y en los que se encuentran niveles de IL-6 y CXCL10 en liquido amnidtico
elevadas, respectivamente. La glicodelina-A, mantiene la tolerancia materna contra el
feto alogénico y se encuentra reducida en aquellos casos en los que se demuestra
coriamnionitis crdnica, al contrario de lo que ocurre con la haptoglobina. La
corioamnionitis crénica esta presente en el 34% del trabajo de parto prematuro con
membranas intactactas y el 39% de los casos con rotura prematura de mambranas.

La corioamnionitis crénica se define como la infiltracién amnidtica de las células
T maternas y se considera una manifestacién histolégica del rechazo materno del
aloingerto fetal y de la enfermedad de injerto contra huésped en la placenta. Mientras
la interleucina-6 en liquido amnidtico es un marcador sensible de la infeccidon
intraamnidtica y de la corioamnionitis aguda, la corioamnionitis crénica se asocia con
elevacion de la concentraciéon de CXCL10 (una quimiocina de células T intraamnidtica)
y el aumento de expresiones del mRNA CXCL9, CXCL10, y CXCL11 en las membranas
corioamnidticas.’”® Otro de los cambios en el proteoma del liquido amniético asociado
a corioamnionitis cronica es la disminucién de la glicodelina. Esta proteina se también
es conocidad como la proteina asociada a progesterona endometrial, la proteina
placentaria 14, y la proteina endometrial porgestageno dependiente. Esta proteina
tiene dos funciones principales, la actividad anticonceptiva y la inmunosupresion. La
actividad inmunosupresora estd mediada por varios mecanismos diferentes y ejerce su
efecto sobre todas las células inmunitarias predominantes en la interfase materno-
fetal. Las células T son el objetivo de la accion inmunosupresora de la glicodelina-A. Si
bien las respuestas Thl y Th2 son inhibidas por glicodelina-A, la via de diferenciacion
Thl es mas sensible a la inhibicién, lo que conduce un cambio general hacia la
diferenciacion Th2.'”* Por otra parte, la glicodelina-A induce la apoptosis de las células
T activadas.'” La glicodelina-A también inhibe la quimiotaxis de monocitos'’® e induce
su apoptosis. Ademas, glicodelina-A puede inhibir la actividad citotdxica de las células
NK circulantes,'’” posiblemente a través de la induccién de una cascada apoptética

178
L7 L

qgue, a diferencia de las células T y monocitos, no implique la via mitocondria a
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concentracion de glicodelina-A en el liquido amnidtico, asi como en el suero materno,
varian con la edad gestacional. La concentracion de glicodelina-A en liquido amnidtico
aumenta durante el embarazo temprano alcanzando un pico en las semanas 15-16 de
gestacion, y luego cae rapidamente hasta la semana 19, tiene una elevacién temporal

de alrededor de la semana 23, y finalmente disminuye hasta el término.'”® **°
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4. CONCEPTO DE PROGRAMACION FETAL Y
PLACENTARIA

El investigador britanico David Barker en 1980 3°, formuld una hipdtesis que
relacionaba la incidencia de determinadas enfermedades del adulto: diabetes mellitus,
hipertension, dislipemias, muerte por enfermedad coronaria, con el ambiente
intrautero. El postulado original sostenia que la nutricién, la salud y el desarrollo
deficientes en nifas y mujeres jovenes constituyen una causa de elevada prevalencia
de mortalidad cardiovascular en la generacion siguiente. Posteriormente el concepto
fue ampliado y se aplico a otras enfermedades crénicas tales como diabetes,
enfermedades pulmonares, alteraciones del desarrollo cognitivo y cancer.'®! La
restriccion del crecimiento intradtero se ha identificado como un proceso adaptativo
gue en un primer momento permite la supervivencia del feto, mientras que a largo

182 Barker desarroll6 la idea de la

plazo predispone a enfermedades de la edad adulta.
“plasticidad del desarrollo”: el concepto describe la capacidad de un genotipo para
producir mas de una alternativa estructural o fisiolégica como respuesta a las

8 Esta plasticidad del desarrollo se explica por la

necesidades ambientales.
modulacion en la expresién génica que ejercen factores ambientales produciendo
cambios epigenéticos estables y potencialmente hereditarios sin que la secuencia de

ADN se vea alterada.

En 1992 Barker desarrollo la teoria del fenotipo ahorrador que relaciona el
crecimiento fetal deficiente y el desarrollo posterior de intolerancia a la glucosa vy

sindrome metabdlico.

La asociacion entre el escaso crecimiento fetal y la presencia de diabetes tipo 2
refleja una alteracién en el desarrollo del pancreas endocrino durante periodos criticos
del desarrollo temprano, con consecuencias posteriores que se manifiestan con

dificultades en la secrecidn de insulina.

En los estudios realizados por Barker se pudo observar que mujeres y hombres
expuestos a eventos carenciales extremos “in utero” padecian escasa tolerancia a la

sobrecarga de glucidos, en parte determinada por insulinoresistencia. El entorno fetal
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adapta al feto para sobrevivir en un entorno postnatal de similares caracteristicas. Y
cuando éste difiere del de la edad adulta, las adaptaciones fetales resultan

inapropiadas y como consecuencia se desarrolla la enfermedad.

Un ambiente subodptimo para el desarrollo intrauterino provoca la
programacion metabdlica, que genera desnutriciéon fetal e induce mecanismos
adaptativos fisiolégicos y metabdlicos, priorizando la entrega de energia a drganos
vitales como el cerebro. El pancreas sufre una disminucion progresiva de la masa de las
células beta, una alteracién en la funcion, y anormalidades en la vascularizacion y en la
inervacion de la glandula. Ademas, se identifican alteraciones en el musculo
esquelético, el higado, en el tejido adiposo, del sistema neuroendocrino, y del sistema
renal. Estos cambios biolégicamente presentan beneficios, dentro de los cuales hay

“ahorro de energia” para suplir las necesidades del crecimiento.

El término “programacion” lo introdujo en 1970 Dorner, en la Universidad de
Humboldt, Alemania, quien observé que los cambios en las concentraciones de
hormonas, metabolitos, y neurotransmisores durante periodos criticos del desarrollo,
podian “pre-programar” el desarrollo cerebral, producir alteraciones funcionales,

enfermedades y sindromes metabdlicos en adultos.

El término “epigenética” hace referencia a los patrones hereditarios de la
expresion de genes que se mantienen estables y que se suceden sin que haya cambios
en la secuencia de ADN. Los principales cambios son la metilacién del ADN vy la
diferente organizacién de las histonas. La metilaciéon del genoma varia segun los
tejidos, los individuos o las condiciones de enfermedad, y se ha visto que la
desorganizacion de la impronta gendmica estd relacionada con diferentes
enfermedades en adultos, entre las que se encuentran la obesidad y/o el sindrome

metabdlico.
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Figura 10: Transcripcion y traduccion del ADN.

El “epigenotipo” determina qué genes se mantienen reprimidos o
potencialmente activos e influencia el fenotipo al nacimiento. Las modificaciones
epigenéticas se deben mantener a través de cada ciclo celular y, para ello, existen
diversos mecanismos como la acciéon de las metiltransferasas (que mantienen la

metilacion del ADN).

Todos nuestros tejidos presentan los mismos 30.000 genes, pero debido al
codigo epigenético sélo unos pocos se expresan en un determinado tejido en un
determinado momento y dan lugar al fenotipo. Los patrones epigenéticos especificos
condicionan la accesibilidad de los factores de transcripcidn a la cromatina y facilitan
su reconocimiento por parte de los genes, para ser silenciados temporal o
permanentemente. La modificacion epigenética mejor estudiada es la metilacion del
ADN, que se da en aquellos residuos citosina que van seguidos de un nucleétido
guanina. Normalmente conduce al silenciamiento del gen pero también puede llevar a
la expresién de genes vecinos. De éste modo, se puede decir que las alteraciones
epigenéticas mas frecuentes son la metilacion del ADN y, en menor medida, las
modificaciones en las histonas. Estos mecanismos estan regulados en parte por el
balance energético en la célula, ya que se ha visto que un cambio en la ingesta caldrica
produce una alteracidn en la organizacién de la cromatina por medio de un cambio en

la relacion NADH / NAD+ y de la actividad de SIRT1, una enzima (deacetilasa de
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histonas) dependiente de NAD+.

Estudios en gemelos han mostrado que aquellos que han vivido separados
presentan mas diferencias en los patrones de metilacién y acetilacién. De aqui se

deduce que por lo menos una parte de esas variaciones se deben a factores

ambientales.

La induccién de cambios epigenéticos por la alimentacion es posible también
en otras etapas del desarrollo. Se ha encontrado mayor supervivencia y menor riesgo
de diabetes mellitus en los nietos de abuelos paternos que sufrieron escasez de
alimentos en el periodo de crecimiento lento previo a la pubertad. En este periodo
emerge el primer pool viable de espermatocitos y comienza la reprogramacion del
imprinting en determinados genes. Curiosamente, el gen del factor de crecimiento
similar a la insulina tipo IGF-2 se expresa Unicamente en el alelo paterno en la mayoria
de los tejidos durante el desarrollo fetal y tras el nacimiento. Al igual que IGF-2
involucrado en el desarrollo placentario y en el control de nutrientes al feto, otros
“genes sellados o imprinted genes”, se expresan en placenta y regulan la demanda
fetal de nutrientes y participan en areas del cerebro como el hipotalamo, involucrado
en el control del apetito y homeostasis energética. Las variaciones epigenéticas en
respuesta a nutrientes en estos genes es probable que hayan desempefiado un papel

importante en la evolucién.*®*

EPIGENETIC MECHANISMS HEALTH ENDPOINTS
are affected by these factors and processes: = = - Cancer

- Development (in utero, childhood)
- Environmental chemicals y

* Drugs/Pharmaceuticals e

- Aging S A VT
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+ Autoimmune disease
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EPIGENETIC
@y FAcTOR
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DNA accessible, gene active

Histone modification
The binding of epigenetic factors to histone “tails™
aiters the extent to which DNA is
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Figura 11: Mecanismos epigenéticos.

El concepto “programacion de la funcién placentaria”, corresponde al estable-

cimiento de una respuesta fisioldgica frente a estimulos ambientales que tienen lugar
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en un momento determinado del desarrollo. Estos estimulos inducen adaptaciones
funcionales en la fisiologia, que permiten “enfrentar de la mejor forma” las
condiciones ambientales existentes al nacer. La placenta recibe e interpreta sefiales
del feto y la madre, regulando principalmente la disponibilidad de nutrientes y factores

de crecimiento para el feto.

En la placenta, la expresién de genes que favorecen el crecimiento fetal, por
ejemplo el gen codificante para el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 2 (IGF-
2) o los transportadores de aminoacidos, son de origen paterno. Por el contrario,
aquellos genes que restringen el crecimiento fetal, por ejemplo el gen que codifica

para el receptor soluble de IGF-2 (IGF-2R), son de origen materno.

Programacion peri-implantacional: Durante el periodo periconcepcional vy
preimplantacional, existen ciertos factores que afectan el desarrollo del oocito y el
blastocisto, alterando el nimero de células destinadas a conformar el trofoblasto vy el

185

potencial de crecimiento de la placenta . Se ha evidenciado un menor potencial de

crecimiento e implantacion del blastocisto en madres diabéticas.

El proceso de implantacion también constituye un momento de gran impacto
en la funcidn de la placenta. La suplementacion de la dieta materna con aminoacidos
esenciales y no esenciales potencia el desarrollo placentario y el crecimiento fetal. Este
ultimo efecto se ha visto asociado a una mayor expresién de moléculas de adhesion

por parte del blastocisto, lo que podria explicar el mayor éxito en la implantacion.

Programacion del desarrollo placentario: La programaciéon del desarrollo
placentario tiene lugar durante los dos primeros trimestres de vida intrauterina. El
desarrollo de las vellosidades y del arbol vascular depende de la presion parcial de
oxigeno entre otras variables, es decir, de la hipoxia. Aunque el feto se desarrolla en
un ambiente de baja presidn de oxigeno en ciertas condiciones el feto se ve expuesto a

hipoxia. Se han propuesto la existencia de dos condiciones:

* Una hipoxia postplacentaria o fetal en la cual hay una menor extraccién de
oxigeno por parte de la sangre fetal que genera una hiperoxia relativa a nivel

placentario inhibiendo la maduracion normal de las vellosidades
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* Una hipoxia preplacentaria o placentaria en la que esta menor concentracion
de oxigeno aumenta la capilarizacion y el adelgazamiento de la superficie de

intercambio.

Estos cambios placentarios se relacionaran con cambios fetales y condicionan el
desarrollo y la programacion fetal. La funcidén placentaria ha sido propuesta como un

sensor de nutrientes.186
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A pesar de los avances acontecidos en el campo de la Obstetricia en las Ultimas
décadas, todavia hoy se desconocen los factores que llevan al desencadenamiento del
parto. Este hecho conlleva una limitacién en las estrategias terapéuticas orientadas a
frenar el desenlace del parto cuando este se produce antes de la semana 37. Aunque
la prematuridad es sin duda una patologia ampliamente estudiada, todavia no se han
conseguido hallar medidas de prevencion y tratamiento eficaces, ya que hasta en el
40% de los casos la causa continla siendo desconocida. La prematuridad continua
siendo uno de los problemas mas frecuentes en la practica clinica obstétrica. La
interrupcion precoz de la gestacion supone un alto riesgo de alteraciones en el
desarrollo del recién nacido, y constituye el factor mas importante de resultado
neonatal en términos de supervivencia y complicaciones. El nacimiento pretérmino es
la principal causa de discapacidad infantii moderada-grave, con elevadas

repercusiones socio-sanitarias y economicas.

Ademas de las alteraciones producidas por la prematuridad existe un grupo de
fetos que antes de la semana 37 sufren un proceso de amenaza de parto pretérmino
gue no llega a producir el parto. La amenaza de parto pretérmino constituye la primera
causa de ingreso por patologia durante la gestacion, lo que representa un alto coste
social y econdmico. No obstante, aproximadamente dos tercios de las pacientes que
ingresan por amenaza de parto pretérmino no presentan finalmente un parto
prematuro. Actualmente se considera que este grupo de pacientes que tras el ingreso
y tratamiento nacen a término, han tenido un episodio de “falsa amenaza de parto
pretérmino”, y son considerados como gestaciones sin riesgo para el desarrollo fetal.
El parto pretérmino es la expresion clinica comin a mdultiples patologias de la
gestacidon que actuando como noxas acaban por desencadenar la expulsién prematura
del feto. Podemos considerar por tanto que la APP podria ser en algunas pacientes la
primera manifestacion clinica ante la agresion por las misma noxas que desencadenan
el parto prematuro, aunque quiza en menor intensidad. Asi pues, ante una APP el feto
podria estar sometido a un ambiente intrauterino adverso, quizas insuficiente como
para provocar un parto pretérmino, pero con potencial repercusién de cara a su

adaptacion neonatal y su desarrollo a largo plazo.
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La placenta es un érgano fundamental para la vida intrauterina que actua
regulando parte de las respuestas fetales ante las agresiones o los cambios en el medio
interno. Esta regulacién o respuesta placentaria puede determinarse mediante la
valoracion de en la expresion de RNA mensajero de multiples sustancias. Los cambios
en esta expresion nos ofrecen una idea de cual es la respuesta placentaria ante los

eventos intrauterinos a los que se enfrentan la unidad feto-placentaria.

Multiples estudios parecen relacionar la activacion del sistema inmune con la
amenaza de parto pretérmino. Esta activacion del sistema inmune expone al feto a una
serie de sustancias proinflamatorias que podrian tener repercusion en su epigenotipo
ya que durante la vida prenatal se produce la formacién y maduracion de todos sus
organos, siendo esta época de la vida la de mayor vulnerabilidad. Este ambiente
proinflamatorio intrauterino podria modificar el potencial de crecimiento fetal y su
posterior desarrollo. Segun la teoria de la programaciéon fetal los cambios que se
establecen en el epigenotipo de estos fetos conllevara una adaptacion posterior en la
vida adulta inadecuada que se traducira en un incremento de patologias metabdlicas y
alteraciones en su neurodesarrollo. En los Ultimos afios se ha puesto de manifiesto la
importancia de los primeros 1000 dias de vida en una persona. Estos mil dias
comienzan desde la vida intrauterina hasta aproximadamente los 2 afos de edad. La
importancia de este periodo radica en el hecho de que la plasticidad cerebral del nifio
serda maxima y por ello, es importante identificar a aquellos fetos que han podido estar
expuestos intrauterinamente a un ambiente mds o menos nocivo para su desarrollo a
fin de aplicar terapias tempranas que pudiesen solventar las alteraciones o desérdenes

del neurodesarrollo posterior.

El avance en el conocimiento y la investigacion de los factores que llevan a la
prematuridad suponen una mejora en cuanto a la individualizacién de los casos y del
desarrollo de estrategias preventivas y terapéuticas basadas en el conocimiento de la
etiologia y no de la sintomatologia. Consideramos ademas que el haber sufrido una
amenaza de parto pretérmino durante la gestacidon podria ser un evento centinela para

la identificacién de un grupo de nifios con potenciales alteraciones en su desarrollo.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS PRINCIPAL

* El parto pretérmino es la consecuencia final de alteraciones en la funcién
placentaria, que conlleva una modificacién en la transcripcidon y expresion

trofoblastica.

* La presentacion clinica de una amenaza de parto pretérmino es un
biomarcador de riesgo de alteraciones en la funcién trofoblastica,

independientemente de la presencia final de prematuridad.

HIPOTESIS SECUNDARIAS

* La presentacion clinica de trabajo de parto pretérmino se asocia con
alteraciones inflamatorias del trofoblasto, de forma independiente a la edad

gestacional de nacimiento.

* La presentacion clinica de trabajo de parto pretérmino se asocia con
modificaciones en la funcion angiogénica del trofoblasto, de forma

independiente a la edad gestacional de nacimiento.

* El antecedente de amenaza de parto pretérmino durante la gestacion se asocia
con un peor resultado perinatal aun en el caso de presentar un nacimiento a

término.

* El perfil cualitativo de expresion trofoblastica inflamatoria y angiogénica es
similar tras el parto pretérmino y la falsa amenaza de parto pretérmino, y

difiere frente a los casos nacidos a término sin antecedente de ingreso por APP.
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OBIJETIVOS

OBIJETIVOS PRINCIPALES:

Determinar la presencia de modificaciones en la funcidn trofoblastica en
pacientes con antecedente de amenaza de parto pretérmino durante la
gestacion mediante el estudio de la expresién de factores inflamatorios (IL6,
TNF alfa, IFN gamma) y angiogénicos (FGF2, VEGFA, VEGFB y VEGFR1), en

muestras de placenta recogidas de forma inmediata tras el parto.

Determinar la presencia de modificaciones en la funcidn trofoblastica en
pacientes con antecedente de amenaza de parto pretérmino durante la
gestacion mediante el estudio de la presencia de biomarcadores inflamatorios
(IL6, TNF alfa, IFN gamma) y angiogénicos (VEGF, PGF, PIGF) en sangre de

corddn recogida de forma inmediata tras el parto.

Determinar la presencia de modificaciones en la funcidn trofoblastica en
pacientes con parto pretérmino mediante el estudio de la expresion de factores
inflamatorios (IL6, TNF alfa, IFN gamma) y angiogénicos (FGF2, VEGFA, VEGFB y

VEGFR1), en muestras de placenta recogidas de forma inmediata tras el parto.

Determinar la presencia de modificaciones en la funcidn trofoblastica en
pacientes con parto pretérmino mediante el estudio de la presencia de
biomarcadores inflamatorios (IL6, TNF alfa, IFN gamma) y angiogénicos (VEGF,

PGF, PIGF) en sangre de cordodn recogida de forma inmediata tras el parto.
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OBIJETIVOS SECUNDARIOS:

* Determinar las variables sociodemograficas que se asocian con la aparicion de

la amenaza de parto pretérmino.

* Determinar la asociacion de la infeccion del tracto genital inferior con la

presencia de prematuridad y amenaza de parto pretérmino

* Describir el resultado perinatal de los neonatos nacidos a término tras un

ingreso por amenaza de parto pretérmino.

¢ Describir el perfil de alteraciones inflamatorias y angiogénicas en trofoblasto y

sangre de corddn en pacientes con parto pretémino precoz y tardio.

* Ponderar la influencia de la inflamacién trofoblastica en la aparicidon del parto

pretérmino y la amenaza de parto pretérmino.

* Describir el perfil inflamatorio y angiogénico en trofoblasto y sangre de cordén

en pacientes nacidos a término sin antecedente de parto pretérmino.

¢ Describir cualitativamente el comportamiento de expresién inflamatoria y
angiogénica en trofoblasto en pacientes con parto pretérmino y nacidos a

término tras amenaza de parto pretérmio
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MATERIAL Y METODOS

1.DISENO DEL ESTUDIO:

Estudio de casos y controles longitudinal prospectivo, que se ha llevado a cabo
en el Servicio de Obstetricia y Ginecologia del Hospital Clinico Universitario "Lozano
Blesa" de Zaragoza y Centro de Investigaciones Biosanitarias de Aragdn (CIBA) del

Instituto de Investigacion Sanitaria de Aragdn entre los afos 2011 y 2014.

Este trabajo se ha derivado del proyecto de investigacion P110/301 financiado

por el Instituto Carlos Ill, gracias al cual se han obtenido todas las muestras.

2. MUESTRA DE LOS SUJETOS A ESTUDIO:

El reclutamiento de la muestra se hizo de acuerdo a los siguientes criterios de
inclusion:
A. Pacientes con parto pretérmino:

Criterios de inclusion:
* Gestantes con parto espontaneo entre las 26 y 36+6 semanas de edad

gestacional
* Gestaciones Unicas
* Firmado el consentimiento informado

Criterios de exclusion:
* Anomalias fetales y cualquier otra patologia materna, fetal o gravidica
concomitante en el momento del ingreso (placenta previa, preeclampsia, CIR,
sospecha de corioamnionitis...etc) que pueda ser causa de un parto pretérmino

yatrogénico.
* Presencia de cromosomopatias y/o patologia fetal malformativa.

B. Pacientes con parto a término tras amenaza de parto pretérmino:

Criterios de inclusion:

* Gestantes con parto por encima de las 37+0 semanas de edad gestacional
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* Gestaciones Unicas

* Ingreso por amenaza de parto pretérmino (APP) durante la gestacién. Deben

cumplirse las tres siguientes condiciones:

o Dindmica uterina regular de al menos 1 contraccion cada 10 minutos, de

30 segundos de duracion durante 60 minutos.

o Modificaciones cervicales, considerando una longitud cervical al ingreso
por ecografia transvaginal <25mm antes de las 32 semanas de gestacion

y <15 mm tras las 32 semanas de edad gestacional.

o Necesidad de tratamiento tocolitico (atosiban) y maduracion pulmonar
fetal (betametasona) si ingreso antes de las 35 semanas de edad

gestacional.
* Firmado el consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

* Ingreso de por rotura prematura de membranas.
* Sospecha clinica de corioamninitis.
* Presencia de cromosomopatias y/o patologia fetal malformativa.

C. Pacientes con parto a término sin antecedente de amenaza de parto pretérmino

(Contoles):

Criterios de inclusion:
* Gestantes con parto por encima de las 37+0 semanas de edad gestacional
* Gestaciones unicas

* Ausencia de ingreso por amenaza de parto pretérmino (APP) durante la
gestacion.

* Firmado el consentimiento informado

Criterios de exclusion:
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* Ingreso por rotura prematura de membranas
* Sospecha clinica de corioamninitis.

* Presencia de cromosomopatias y/o patologia fetal malformativa.

3. CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Basandonos en resultados de estudios previos, el nimero de sujetos que es necesario
incluir en el estudio para poder detectar diferencias iguales o mayores a un 10% en la
presencia de inflacion trofoblastica, asumiendo un error alfa del 5% y un error beta del

20%, necesitamos incluir 110 pacientes.

4. VARIABLES INCLUIDAS:

4.1. Variables resultado
* Principales

o Biomarcadores en sagre de corddon umbilical en el parto: TNF alfa, IL6,

IFN gamma, FGF basic, VEGF y PIGF (Discreta)

o ARNm en trofoblasto de forma inmediata al parto: IL6, INFg, TNF alfa,
VEGFA, VEGFB, FGF2 y RQVEGFReceptorl (Discreta)

* Secundarias
o Edad gestaciona al parto

o Infeccién activa por Chlamydia Trachomatis en el tracto genital inferior;

Binaria (Si/No)

o Infeccién activa por Ureoplasma en el tracto genital inferior; Binaria

(Si/No)

o Infeccién activa por Mycoplasma en el tracto genital inferior; Binaria

(Si/No)
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o Fecha de ingreso hospitalario por amenaza de parto pretérmino; (fecha)

o Fecha de parto; (Fecha)

o Preeclampsia: Tension arterial diastdlica (TAD)>= 90mmHg y/o
sistdlica(TAS) >= 140 en 2 determinaciones separadas >4h+proteinuria

>300 mg/24h;Binaria (Si/No)

o Preeclampsia grave: criterios de preeclampsia + TAD>= 110 mmHg,
proteinuria > 5 g./24 h, oliguria (<400 ml/24h), clinica neuroldgica
(cerebrales o visuales), edema agudo de pulmén (criterio radioldgico y
gasomeétrico), dolor epigastrico persistente, alteracion de la funcion
hepatica (AST o ALT > 70 Ul), signos analiticos de hemélisis (LDH>700
U/L) y/o trombocitopenia (<100.000/ml); Binaria (Si/No)

o Forma de inicio de parto: categorica (espontaneo, induccidon cesarea

electiva)

o Necesidad de analgesia; Binaria (si/no)

o Necesidad de tocurgia durante el parto por riesgo de pérdida de

bienestar fetal; Binaria (Si/No).

o Necesidad de cesarea urgente por pérdida de bienestar fetal; Binaria

(Si/No)

o Peso neonatal; Continua (g)

o Crecimiento intrauterino restringido (peso neonatal inferior al percentil
10 (Figueras F, et al. Customized birthweight standards for a Spanish
population. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 2007); Binaria (Si/No)

o pH arteria umbilical fetal al nacer; (Discreta)

o Puntuacidn a los 5 minutos en el Test de Apgar; (Discreta)

o Necesidad de estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales;

Binaria (si/no)
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o Tipo de lactancia; categorica (artificial, mixta, natural)

4.2. Variables de control:
* Fecha nacimiento materna (fecha)

e Origen étnico materno; Categdrica (Europa, Africa, Sudamérica, Magreb, Asia,

Otros)

* Nivel educativo; Categodrica (sin estudios, estudios primarios, estudios

secundarios, estudios universitarios)
* Peso materno al inicio de la gestacién; Continua (Kg)
* Talla materna; Continua (cm)
* Paridad (numero de partos > 22 semanas); Discreta
* Edad gestacional al parto en las gestaciones anteriores (Discreta)
* Fecha de la ultima regla (fecha)
* Fecha de inclusion en el estudio (fecha)
* Antecedentes de fracaso reproductivo; Binaria (Si/No)
* Antecedentes de amenaza de parto pretérmino; Binaria (Si/No)

* Secundarias

5. OBTENCION DE LOS DATOS:

Toda las variables de informacién sobre los antecedentes maternos se
obtuvieron, tras consentimiento, de los registros clinicos del Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa o en caso de no estar disponibles, de la anamnesis materna.
El resultado perinatal se recogié de forma prospectiva a partir de los registros clinicos

del Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa.
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El analisis y recogida de las muestras se realizé de acuerdo a los protocolos
estandarizados para cada exploracion. Todas las muestras bioldgicas han sido

recogidas y manipuladas de acuerdo con sus protocolos especificos.

Durante los afos 2011 a 2014 se incluyeron en el estudio las pacientes
ingresadas por amenaza de parto pretérmino de acuerdo a los criterios antes
senalados, dentro del protocolo del proyecto financiado por el Instituto Carlos Il
P110/301. Durante el ingreso por amenaza de parto pretérmino se recogieron las

variables control y resultado secundarias de todos los casos. (Anexo 1)

Durante el ingreso por amenaza de parto pretérmino se tomaron cultivos
vaginales en las pacientes del estudio, se utilizé un hisopo Stuart-Amies para la
deteccién de Candida, Tricomonas o vaginosis bacteriana, un hisopo de Dacrén para
toma endocervical para la deteccion de Chlamidia y lavados vaginales con suero

fisioldgico para la deteccién de Micoplasma y Ureaplasma.

Se realizaron cultivos en medio sélido y liquido para aerobios, anaerobios y

hongos durante 7 dias.

Posteriormente, cuando se producia el parto, bien fuera en el mismo ingreso o
en ingresos hospitalarios posteriores se procedia a la recogida de las muestras

bioldgicas de sangre de corddn y placenta una vez acontecida la extraccion fetal.

En el mismo periodo se reclutd a las pacientes del grupo control. Para evitar
sesgos en la recogida de las muestras en el tracto genital inferior, se incluyeron en el
estudio en la consulta clinica habitual de las 34 -37 semanas de gestacion. Tras aceptar
y firmar el consentimiento se recogian las muestras del tracto genital inferior. En caso
de nacer en otro centro, o antes de las 37 semanas nuestro protocolo contemplaba su

exclusion del grupo control

Obtencion y procesamiento de las muestras en sangre de corddn:

Durante el parto y una vez realizada la extraccion fetal se recogid sangre

venosa de corddn umbilical con un tubo 10 ml de silicona sin aditivos acoplado a
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vacutainer. La sangre se dejo coagular a temperatura ambiente y se centrifugé durante
15 minutos a 1000g. Se almacenaron alicuotas del suero a -802C hasta que fueron
analizadas por duplicado en el Analizador multiplex LABSCAN 100 (Luminex) (software

LUMINEX 100 IS).

Magnetic Luminex Screening Assay es una técnica de analisis de concentrado
de proteinas y genotipado por citometria de flujo. En ella unos anticuerpos especificos

se prerevisten sobre microparticulas magnéticas codificadas por colores.

Las microparticulas y muestras se pipetean en pocillos y los anticuerpos se
unen a los analitos de interés. Después de lavar las sustancias no unidas, se afnade un
coctel biotinado de anticuerpos especificos para los analitos de interés a cada pocillo.
Después de un lavado para eliminar cualquier anticuerpo biotinado no unido, se afiade
en cada pocillo estreptavidina-PE, que se une al anticuerpo biotinado. Un lavado final
elimina la estreptavidina-PE sin unir. Las microparticulas se resuspenden en tampdn vy
se lee usando el Analizador Luminex MAGPIX. Un iman en el analizador capta y retiene
las microparticulas superparamagnéticas en una monocapa. Dos diodos
espectralmente distintos emisores de luz (LEDs) iluminan las cuentas. Un LED identifica
el analito que estd siendo detectado, y el segundo LED determina la magnitud de la
senal PE-derivada, que esta en proporcion directa a la cantidad de analito unido.

(Anexo 2)

Disfuncién

aria a la_infeccién por
ma Humano (VPH)
I parto pretérmino.

Vi
ya

RECOGIDA DE MUESTRAS EN EL PARTO

10: 20 - 30: 40 50:
Extraccion de sangre de Tras el alumbramiento Tomar muestra para HPV Tomar muestra para HPV Recoger 3 cilindros
corddn con vacutainer en limpiar ambas caras con hisopo naranja de cara con hisopo naranja de cara de tejido placentario de cara
tubo azul placentarias con una gasa placentaria materna placentaria fetal materna con punch e introducirios
pasandolo por toda superficie pasandolo por tod: en el tubo de plastico A

1
e
6°: 70: 8°:
Recoger 3 cilindros Contabilizar muestras
de tejido placentario de cara Identificar la bolsa

materna con punch e introducirlos 1. Sangre de cordon con una pegatina de la
en el tubo de plastico B paciente

= 2. HPV cara materna
X Introducir las muestras en la
3. HPV cara fetal bolsa
- .
4. Biopsia placenta tubo A Guardarla bolsa en la nevera
25 5. Biopsia placenta tubo B

Figura 12: Poster indicativo de la metodologia de la recogida de muestras violdgicas

Gracias por
vuestra
colaboracién
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Obtencion y procesamiento de las muestras de tejido placentario:

Tras el parto se tomaron aproximadamente 25 mg de tejido placentario y se
almacend en alicuotas a -802C hasta el momento de analisis. El DNA fue extraido de

tejido de placenta con la quimica de Flexigene (Qiagen).

* El tejido se cortd con unas tijeras de microcirugia en 1ml de tampdn (30mM

TRIS-HCI pH 8,5; 40% (m/v) GUHCI; 30mM EDTA)

* Eltejido fue agitado en presencia de bolas de 1mm de Zirconia/Silica (Biospec)

durante 4 minutos (Beadbeater-96, Biospec).
* Se anadié 10ul de proteasa Q (Qiagen) y se incubd durante 16 horas a 65°C.

* Se precipitd el DNA con isopropanol, seguido por un lavado con 70% de etanol.
El DNA se disolvié en 10mM TRIS-HCI, pH 8,5 y se determiné la concentracion y

pureza mediante espectrofotometria. (Anexo 3)

6. ANALISIS DE LOS DATOS.

Se llevd a cabo la estadistica descriptiva univariada, considerando a todos los
sujetos seleccionados con el fin de evaluar la tasa y motivos de rechazo, como

potencial fuente de sesgo para los resultados.

Las variables cualitativas se presentan mediante la distribucion de frecuencias
de los porcentajes de cada categoria. Para las variables cuantitativas se ha explorado si
siguen o no una distribucion normal mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov, y se

dan indicadores de tendencia central y dispersién.

La asociacidon entre factores se ha investigado mediante pruebas de contraste
de hipdtesis, con comparacion de proporciones cuando ambas sean cualitativas (chi
cuadrado, prueba exacta de Fisher); comparaciones de medias cuando una de ellas sea
cuantitativa (t de Student, ANOVA, y U de Mann-Whitney o Kruskall-Wallis si no siguen
una distribucion normal); y con pruebas de regresion lineal cuando la variable

dependiente sea cuantitativa.
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Adicionalmente se han construidos modelos multivariantes de regresion
logistica y regresidn lineal multiple, ajustando para las posibles variables de confusion
(p<0,20). El analisis se ha complementado con representaciones graficas. El nivel de

significacidon estadistica para este estudio serd p < 0,05.

Todas las variables han sido registradas en una base de datos previamente

disefiada mediante el programa File Maker pro 10. (FileMaker.Inc)

El analisis estadistico de los resultados se ha llevado a cabo con el programa

SPSS version 20.0. (SPSS Inc., Chicago, United States).

7. ASPECTOS ETICOS

El estudio se llevd a cabo siguiendo las normas deontoldgicas reconocidas por
la declaracién de Helsinki /522 Asamblea General Edimburgo, Escocia, Octubre 2000),
las Normas de Buena Practica Clinica y cumpliendo la legislacién vigente y la normativa
legal vigente espafola que regula la investigacion clinica en humanos (Real Decreto

223/2004 sobre ensayos clinicos y Ley 14/2007 de investigacion Biomédica)

En el momento de la inclusion de los paciente en el estudio se explicd
detalladamente en que consistia el trabajo que se pretendia realizar y se pidid

conformidad previa por escrito por parte de la paciente.

Este estudio se plantea dentro del proyecto P110/301 financiado por el Instituto
Carlos lll, gracias al cual se han obtenido todas las muestras. Todas la muestras e
informacién recogida se ha obtenido tras consentimiento informado por los pacientes

(Anexo 1) admitido por el Comité de Etica de Aragdn (CEICA).

El tratamiento de los datos ha sido protegido de usos no permitidos por
personas ajenas a la investigacion y se respeto la confidencialidad de los mismos de
acuerdo a la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, sobre la proteccién de datos
de caracter personal y la ley 41/2002, de 14 de noviembre, ley basica reguladora de la
autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de informacion vy

documentacion clinica.

99



MATERIAL Y METODOS

8. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Durante la realizacion del estudio se han detectado varias limitaciones:

La impredecibilidad del momento del parto ha supuesto una dificultad para la
recogida de las muestras de sangre de corddn y placenta fetal, ya que en
ocasiones se han perdido muestras de partos dada la cantidad de personal del

gue depende la asistencia al parto en nuestro Centro.

Uno de los inconvenientes de la deteccidon por amplificacion gendmica son los
falsos negativos debidos, bien a una calidad inadecuada del ADN de la muestra
(por toma de cantidad insuficiente de muestra, por degradacion del ADN
debida a una inadecuada conservacion o por pérdida del ADN de la muestra
durante su extraccion), o bien a la presencia de inhibidores de la ADN
polimerasa en las muestras en las que se quiere analizar la presencia del virus

(hemoglobina, restos de parafina, sales, etc)

En aquellas mujeres que ingresaban con una amenaza de parto prematuro muy
establecida y en las que el tratamiento tocolitico no fue efectivo no se pudieron

recoger muestras de cultivos vaginales.
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1. ANALISIS COMPARATIVOS DEL GRUPO PRETERMINO Y
A TERMINO:

En primer lugar presentamos los resultados comparando a la muestra incluida

segun la presencia de parto pretérmino o a término.

1.1. ANALISIS DE LAS VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS:

En las siguientes tablas se muestran las variables sociodemograficas en los dos

grupos a estudio y la comparativa entre ellas.

Tabla 3: Descripcion sociodemografica segun la presencia de prematuridad.

NACIDOS A NACIDOS
TERMINO PRETERMINO p
(n=80) (n=52)
EDAD MATERNA (media, sd) (afios) 29,7 (5,8) 30,8 (5,9) 0,72
IMC( media, sd) (kg/m’) 23,43 (3,4) 23,83 (3,9) 0,36
PESO MATERNO (media, sd) (kg) 61,1(9,2) 63,2 (9,8) 0,87
TALLA MATERNA (media, sd) (cm) 161,1 (6,5) 163,2 (6,2) 0,56
RAZA (%) 0,19
CAUCASICA 90 80,8
SUDAMERICANA 6,2 7,7
MAGREB 1,2 9,6
AFRICA 1,2 1,9
ASIATICA 1,2 0,0
EDUCACION (%) 0,04
SIN ESTUDIOS 4,1 17,8
ESTUDIOS PRIMATRIOS 26 20
ESTUDIOS SECUNDARIOS 35,5 42,2
ESTUDIOS UNIVERSITARIOS 34,2 20
PARIDAD (%) 0,325
MULTIPARA 33,8 42,3
NULIPARA 66,2 57,7
ANTECEDENTE DE PREMATURIDAD (%) 8,0 19,6 0,061
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De los datos mostrados en la primera tabla no se encontraros diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos salvo para el nivel educativo. Si
atendemos al nivel educativo de las pacientes, podemos observar que existe una
relacion inversa entre el nivel educativo y la presencia de parto pretérmino, siendo
este mas frecuente en pacientes con menos nivel educativo. En el grupo de mujeres
gue habian tenido un parto pretérmino el mayor porcentaje (42,2%) habian cursado
estudios secundarios mientras que en el grupo control las pacientes se distribuian en
frecuencias similares entre aquellas que habian cursado estudios secundarios y
universitarios siendo estos respectivamente 35,6% y 34,2%. Estas diferencias fueron

estadisticamente significativas (p 0,004)

Como era de esperar, el antecedente de parto pretérmino se observd en el
19,6% de las pacientes que se incluyeron en el grupo de los casos frente al 8% de las
pacientes del grupo control siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p

0,061).

1.2 PRESENCIA DE INFECCION EN EL TRACTO GENITAL INFERIOR.

Durante el ingreso se recogieron cultivos en el tracto genital inferior (TGI) para
estudiar la presencia de infeccién en todas la pacientes incluidas en el estudio. Dado
gue no era un objetivo principal incluido en el protocolo de estudio, no disponemos de
informacién en todas las pacientes. No obstante, asumiendo las limitaciones,

consideramos relevante el analisis que presentamos en la tabla 2.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
diferentes grupos comparados en cuanto a la infeccién del tracto genital inferior,
aunque cabe destacar que el 37,2% de las pacientes de nuestra muestra presentaron
algun cultivo positivo, siendo el mas frecuente la infeccién por Ureaplasma Urealiticum

gue se detecto en el 30,4% de las pacientes.

104



RESULTADOS

Tabla 4: Presencia de infeccidn en el tracto genital inferior materno seglin prematuridad.

NACIDOS A TERMINO NACIDOS
(N=52) PRETERMINO (N=26) P
MYCOPLASMA (%) 3,8 7,7 0,45
CLAMYDIA(%) 5,7 7,7 0,72
UREOPLASMA(%) 30,2 30,8 0,95
CULTIVO POSITIVO (%) 36,5 38,5 0,86

1.3 ANALISIS DEL RESULTADO PERINATAL:

En el siguiente grafico de frecuencias se pone de manifiesto la edad gestacional
en el momento del parto en nuestra muestra observdandose dos picos de maxima
frecuencia que corresponden a los pretérminos tardios (35-36 semanas de gestacion) y

a los nacidos a término (39-41 de gestacion).

EGsemanas

Frecuencia

35 36 37 38 39 40
EGsemanas

Figura 13: Edad gestacional al parto en los pacientes incluidos en el estudio

Se estudiaron diferentes variables en cuanto a la forma de inicio y desarrollo

del parto como se resume en la siguiente tabla:
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Tabla 5: Variables perinatales segln la prematuridad.

NACIDOS A NACIDOS
VARIABLES TERMINO PRETERMINO p
(n=80) (n=52)
EDAD GESTACIONA AL PARTO (media, sd)
(dias) 29,7 30,8 0,72
PESO (media, sd) (gr) 61,1 63,2 0,87
INICIO DEL PARTO (%) 0,002
ESPONTANEO 58,2 86,5
INDUCCION 22,8 9,6
CESAREA ELECTIVA 19 3,8
TRABAJO DE PARTO (%) 81 96 0,012
TIPO DE PARTO (%) 0,093
EUTOCICO 68,4 84,6
CESAREA 21,5 9,6
FORCEPS 51 5,8
VENTOSA 51 0,0
CESAREA (%) 21,5 9,6 0,075
CESAREA POR RPBF (%) 1,3 1,9 0,764
ANALGESIA RAQUIDEA (%) 92,4 76,9 0,012
PREECLAMPSIA (%) 2,6 1,9 0,812
SEXO (%) 0,116
FEMENINO 41,8 55,8
MASCULINO 58,2 44,2
PEG (%) 17,7 17,3 0,951
APGAR 5 MINUTOS<7 (%) 0 0
pH Au<7,10 (%) 2,6 0 0,340
INGRESO UCI NEONATAL (%) 9,5 56,0 0,001
LACTANCIA MATERNA (%) 0,232
ARTIFICIAL 5,0 1,9
MIXTA 1,2 5,8
NATURAL 93,8 92,3
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En los resultados expuestos se observa que en el grupo de parto pretérmino el
inicio del parto se produjo de forma espontanea en el 86,5% de los casos frente a un
58,2% del grupo control siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p
0,002). La proporcion de inducciones fue superior en el grupo control asi como las
cesareas electivas. Hasta en un 74,8% de las pacientes de nuestra muestra tuvieron un
parto eutécico aunque el porcentaje es superior en los partos pretérminos. La
indicacion de aplicacién de férceps fue similar en ambos grupos y el parto mediante
cesarea se produjo con mayor frecuencia en el grupo de los controles (p 0,002). Si
atendemos a aquellos nifios que nacieron mediante cesarea, el porcentaje mayoritario
lo encontramos en el grupo de los nacidos a término aunque este resultado se ve
incrementado por un mayor numero de indicaciones electivas de la cesarea. Sin
embargo, en la tabla se puede observar que cuando la indicacion de cesarea es el
riesgo de pérdida de bienestar fetal el porcentaje es muy similar en ambos grupos,

siendo ligeramente superior en el grupo de nifios nacidos de forma prematura.

Se analizaron 6 variables neonatales en ambos grupos que correspondian a
sexo, peso inferior al percentil 10 al nacimiento, test de APGAR a los 5 minutos inferior
a 7,0 e inferior a 7,10, proporcién de ingresos en UCI neonatal y tipo de lactancia. La
distribucién de sexos y de recién nacidos considerados pequenos para la edad
gestacional fue similar en ambos grupos. Los ingresos en la Unidad de Cuidados
Intensivos Neonatales fue muy superior en el grupo de los nacidos por debajo de la
semana 37 de gestacion alcanzando el 56,0% y siendo esta diferencia estadisticamente

significativa (p 0,0)

1.4 ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL:
Una vez realizada la asistencia al parto se recogieron muestras bioldgicas de

sangre de corddn y biopsia placentaria. Se determinaron en todas las muestra de

sangre de corddn umbilical los niveles de TNF alfa, IL6, VEGF, IFN gamma, FGF basic y
PIGF.

En 11 pacientes no se pudo recoger la muestra de sangre de corddn en el parto,

y en 3 pacientes la conservacion no fue la adecuada, por lo que finamente se
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consiguieron muestras de sangre de corddn de 118 pacientes.

Se aplicaron los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para determinar si
las muestra seguian una distribucion normal. Los valores no siguieron una distribucion

normal por lo que se trabajé con medianas y test no paramétricos.

Se utilizo la prueba U de Mann-Whitney para muestras independientes en el

analisis de la distribucién entre el grupo de nacidos a término y pretérmino.

Tabla 6: Medianas de las variables estudiadas en sangre de corddn en funcién de la

prematuridad.

NACIDOS A TERMINO NACIDOS PRETERMINO
(N=71) (N=47) P
TNF alfa (mediana) 2,78 3,63 0,008
IL6 (mediana) 1,82 3,7 0,037
VEGF (mediana) 46,77 48,64 0,445
IFN GAMMA (mediana) 0,18 0,18 0,842
FGF BASIC (mediana) 0,00 21,79 0,018
PIGF (mediana) 0,64 1,29 0,000

Se encontraron diferencias entre las medianas de los dos grupos estudiados
para TNF alfa, IL6, FGF basic y PIGF, siendo estas superiores en la sangre de cordon del
grupo pretérmino. En general, el grupo pretérmino presenté valores superiores tanto

para los biomarcadores inflamatorios como para los determinantes de angiogénesis.

En los siguientes graficos se muestra las diferencias de distribucién de los

valores de TNF alfa, IL6, FGF basic y PIGF entre los dos grupo en diagramas de cajas:

108




RESULTADOS

10,00+

TNF alfa

1,004

55 86
o
104

NO

PRETERMINO

Figura 14:Distribucion de los valores de TNF alfa en nacidos a término y pretérmino
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Figura 15: Distribucidn de los valores de IL-6 alfa en nacidos a término y pretérmino.
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Figura 16: Distribucidn de los valores de VEGF en nacidos a término y pretérmino.
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Figura 17: Distribucidn de los valores de IFN gamma en nacidos a término y pretérmino.
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Figura 18 :Distribucién de los valores de FGF basic en nacidos a término y pretérmino.
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Figura 19: Distribucién de los valores de PEGF en nacidos a término y pretérmino.
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Por ultimo, realizamos un andlisis de aquellos pacientes cuyas muestras habian

obtenido valores superiores a 1,5 MoM.

Tabla 7: Proporcidon de los valores superiores a 1,5 MoM para las variables de sangre de
corddn en funcién de la prematuridad.

NACIDOS A NACIDOS
TERMINO PRETERMINO p
(N=71) (N=47)
TNF > 1,5 MoM(%) 8,5 19,1 0,88
IL6> 1,5 MoM (%) 28,2 44,7 0,64
VEGF > 1,5 MoM (%) 31 23,4 0,369
IFN GAMMA> 1,5 MoM(%) 15,5 14,9 0,929
FGF > 1,5 MoM(%) 33,8 53,2 0,036
PIGF> 1,5 MoM(%) 16,9 42,6 0,002

Los resultados obtenidos muestran que el grupo de los pacientes que tuvieron
un parto por debajo de la semana 37 presentaron una mayor proporcion de valores de
FGF y PIGF superiores a 1,5 MoM, siendo estas diferencias estadisticamente
significativas. El grupo pretérmino también obtuvo una mayor proporcion de pacientes
en los que se obtuvo TNF alfa e IL6 superior a 1,5 MoM, aunque estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas si demuestran una mayor tendencia a la

inflamacién en este grupo.

1.5 ANALISIS DE ARNm EN TEJIDO PLACENTARIO:

Tal y como se recoge en el protocolo del estudio se conservaron muestras de
placenta en el momento del parto. Se realizé un analisis de ARNm en tejido placentario

para las siguientes moléculas: FGF2, IL6, INFg, TNF, VEGFA, VEGFB y VEGFR1.

En 11 pacientes no se pudo recoger las muestra de placenta en el parto, y en 18
pacientes los analisis de calidad de las muestras revelaron que la conservacion u
obtencion de los fragmentos de trofoblasto no habia sido la adecuada, por lo que

finalmente se pudieron analizar muestras placentarias de 103 pacientes.
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Se aplicaron de nuevo los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para
determinar si las muestra seguian una distribucion normal. Los valores no siguieron

una distribucion normal por lo que se trabajé con medianas y test no paramétricos.

Realizamos un célculo de las medianas de los datos obtenidos para FGF2, IL6,
INFg, TNF, VEGFA, VEGFB y VEGFR1 y aplicamos el test U Mann-Whitman para

comparacion de sus distribuciones.

Tabla 8: Medianas de los valores de RNAm de tefido placentario segln la prematuridad.

NACIDOS A TERMINO NACIDOS PRETERMINO
(n=62) (n=41) :
FGF2 (mediana) 1,12 1,02 0,384
IL6 (mediana) 1,06 1,15 0,088
INFg (mediana) 2,89 0,59 0,442
PGF (mediana) 1,27 1,42 0,492
TNF (mediana) 1,11 1,20 0,490
VEGFA (mediana) 0,90 0,87 0,557
VEGFB (mediana) 1,01 0,85 0,000
VEGF1 (mediana) 0,91 0,78 0,323

La distribucion de los resultados de las diferentes grupos analizados se

representa en los siguientes diagramas de cajas:
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Figura 20: Distribucién de los valores de RQ FGF2 en nacidos a término y pretérmino.
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Figura 21: Distribucidn de los valores de RQ IL6 en nacidos a término y pretérmino.
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Figura 22: Distribucidn de los valores de RQ IFN gamma en nacidos a término y pretérmino.
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Figura 23: Distribucidn de los valores de RQ PGF en nacidos a término y pretérmino.
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Figura 24: Distribucién de los valores de RQ TNF en nacidos a término y pretérmino.
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Figura 25: Distribucidn de los valores de RQ VEGFA en nacidos a término y pretérmino.
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Figura 26: Distribucién de los valores de RQ VEGFB en nacidos a término y pretérmino.
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Figura 27: Distribucién de los valores de RQ VEGFR1 en nacidos a término y pretérmino.
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Encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las medianas

para RNAm de VEGFB, que fue superior en el grupo control.

Se determind en que proporciéon de muestras se obtuvieron valores superiores

a 1,5 MoM de RNAm de FGF2, IL6, INFg, TNF, VEGFA, VEGFB y VEGFR1.

Tabla 9: Proporcidn de casos con resultado superior a 1,5 MoM en las variables determinadas

en tejido placentario segun prematuridad.

TERMINO PRETERMINO
(n=62) (n=41) o

FGF2 >1,5 MoM (%) 1,6 2,4 0,749
L6 >1,5 MoM (%) 4,7 4,9 0,964
INFg >1,5 MoM (%) 30,2 26,8 0,714
PGF >1,5 MoM (%) 0,0 2,4 0,209
TNF >1,5 MoM (%) 4,7 4,9 0,964
VEGFA >1,5 MoM (%) 3,1 17,1 0,013
VEGFB >1,5 MoM (%) 0,0 0,0

VEGF1 >1,5 MoM (%) 3,1 4,9 0,647

Se demostraron diferencias estadisticamente significativas en la comparacién
realizada entre aquellos casos que tenian valores superiores a 1,5 MoM para VEFGA .
La proporcion de pretérminos en cuyas placentas se determinaron niveles elevados de
VEFGA durante el parto era superior a las encontrada en los nacidos a término siendo

estas diferencias estadisticamente significativas.

Los datos sugieren una mayor proporcion de casos en el grupo pretérmino en
los que encontramos sobreexpresion de RNAm para FGF2, IL6, PGF,TNF, VEGFA y
VEGF1.
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2. ANALISIS COMPARATIVO DE LOS GRUPOS
PRETERMINO, FALSA APP Y CONTROL:

A continuacién presentamos un segundo andlisis de todas las variables
subdividiendo a las pacientes incluidas en el estudio en tres grupos segun la presencia
0 no de amenaza de parto pretérmino y segln las semanas a las que se produjo el

parto. Asi pues, se formaron tres grupos:

* Pacientes que sufrieron una amenaza de parto pretérmino y que bien en ese
mismo ingreso o en otro posterior finalmente el parto se produjo antes de las
36+6 semanas: Grupo pretérmino; 52 pacientes.

* Pacientes que fueron diagnosticadas de una amenaza de parto pretérmino
pero que finalmente el parto se produjo en una edad gestacional superior a la
semana 36+6: Grupo falsa APP; 28 pacientes.

* Pacientes que no fueron diagnosticadas de amenaza de parto pretérmino vy

cuyo parto se produjo a término: Grupo control; 52 pacientes.
2.1. ANALISIS DE LAS VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS.

Se realizd un analisis descriptivo de la variables sociodemograficas de los tres

grupos a estudio y se realizd un estudio comparativo de ellas mediante ANOVA.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos
para las variables de IMC y peso materno al inicio de la gestacion. El grupo
denominado falsa APP presentdé una media de peso y de IMC inferior a los otros

grupos.

En los tres grupos estudiados se observd una mayor proporcion de pacientes de

raza caucasica de a cuerdo a nuestra poblacién de referencia.
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Tabla 10:Variables sociodemograficas segin prematuridad y APP.

CONTROL PRETERMINO | FALSAS APP
(n=52) (n=52) (n=28) P
EDAD MATERNA (media,sd) (afios) 31,05 (5,7) 29,73 (5,8) 30,19 (6,2) 0,523
IMC (media,sd) (Kg/m2) 25,06 (3,9) 23,42 (3,4) 21,66 (2,8) 0,001
PESO MATERNO (media,sd) (Kg) 66,29 (9,27) 62,15 (9,27) 57,70 (8,32) 0,000
TALLA MATERNA (media,sd) (cm) 163,04 (6,286) | 161,13 (6,523) | 163,59 (6,197) | 0,239
RAZA (%) 0,420
CAUCASICA 86,5 80,8 96,4
SUDAMERICANA 7,7 7,7 36,6
MAGREB 1,9 9,6 0,0
AFRICA 1,9 1,9 0,0
ASIATICA 1,9 0,0 0,0
EDUCACION (%) 0,161
SIN ESTUDIOS 4,4 17,8 3,6
PRIMATRIOS 22,2 20,0 32,1
SECUNDARIOS 37,8 42,2 32,1
UNIVERSITARIOS 35,6 20,0 32,1
ANTECEDENTE DE PARTO
e 2,1 19,6 17,9 0,023

El nivel educativo de las pacientes mostrd diferencias interesantes ya que el
mayor porcentaje de las pacientes cuyo parto se produjo antes de la semana 37 habian
cursado estudios primarios, mientras que en el grupo de la falsa APP, las pacientes se
distribuyeron entre estudios primarios, secundarios y universitarios en proporciones

similares.

Por otro lado, el antecedente de parto pretérmino si demostrd ser un factor
influyente en la proporcién de pacientes que fueron diagnosticadas de amenaza de
parto pretérmino independientemente de a que edad gestacional se produjera el

parto posteriormente.

Se aplicé el Test de Bonferroni de comparaciones multiples a fin de comparar

las medias de los tres grupos.
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Tabla 11: Comparacidénes multiples de las variables socidemograficas segun la presencia de
APP y prematuridad.

DIFERENCIA DE "
(1) FALSAAPP ()) Falsa APP ERROR TiPICO p
MEDIAS (I-))
PRETERMINO 1,317 1,165 0,781
CONTROL
FALSA APP 0,859 1,390 1,000
EDAD CONTROL -1,317 1,165 0,781
MATERNA PRETERMINO
AL PARTO FALSA APP -0,458 1,385 1,000
CONTROL -0,859 1,390 1,000
FALSA APP
PRETERMINO 0,458 1,385 1,000
PRETERMINO 5,136 1,932 0,027
CONTROL
FALSA APP 8,582 2,173 0,000
PESO AL ) CONTROL -5,136 1,932 0,027
INICIO PRETERMINO
FALSA APP 3,446 2,258 0,389
CONTROL -8,582 2,173 0,000
FALSA APP
PRETERMINO -3,446 2,258 0,389
PRETERMINO 1,912 1,391 0,517
CONTROL
FALSA APP -0,549 1,539 1,000
CONTROL -1,912 1,391 0,517
TALLA (cm) PRETERMINO
FALSA APP -2,461 1,598 0,379
CONTROL 0,549 1,539 1,000
FALSA APP
PRETERMINO 2,461 1,598 0,379
PRETERMINO 1,634 0,779 0,115
CONTROL
FALSA APP 3,397 0,866 0,000
CONTROL -1,634 0,779 0,115
IMC PRETERMINO
FALSA APP 1,763 0,903 0,161
CONTROL -3,397 0,866 0,000
FALSA APP
PRETERMINO -1,763 0,903 0,161

121




RESULTADOS

La comparativa nos muestra diferencias estadisticamente significativas entre las
medias de:

* La media de pesos al inicio de la gestacion entre el grupo control y el grupo de
falsas APP, siendo inferior en el grupo de las falsas APP.

* La media de pesos maternos al incido de la gestacidn entre el grupo control y el
grupo de nacidos pretérmino, siendo inferior el peso materno en el grupo de
parto pretérmino.

* La media del IMC entre los grupos controles y falsas APP, mostrando un IMC

inferior al inicio de la gestacion en el grupo de falsas APP.

2.2 PRESENCIA DE INFECCION EN EL TRACTO GENITAL INFERIOR.

Durante el ingreso se recogieron cultivos en el tracto genital inferior (TGI) para

estudiar la presencia de infeccidn en todas la pacientes incluidas en el estudio.

Tabla 12: Presencia de infeccién en el tracto genital inferior segun la presencia de APP y

prematuridad.

CONTROL PRETERMINO FALSAS APP
CULTIVO P
(n=26) (n=26) (n=27)
MYCOPLASMA (%) 0,0 7,7 7,4 0,355
CLAMYDIA (%) 3,7 7,7 7,7 0,788
UREAPLASMA (%) 38,5 30,8 22,2 0,437
ALGUNO POSITIVO (%) 42,3 38,5 30,8 0,681

Aunque las diferencias entre los tres grupos, en cuanto a la proporcién de
cultivos positivos, no fue estadisticamente significativa, si que remarcaremos la mayor
proporcion de gestantes que tuvieron un parto prematuro y que tenian cultivos
positivos para mycoplasma y clamydia frente al grupo de nacidos a término. La
proporciéon de cultivo positivo para mycoplasma y clamydia fue muy similar entre los
grupos pretérmino y falsa APP. También cabe destacar el alto porcentaje de pacientes

gue tuvieron un cultivo positivo para ureaplasma en los tres grupos a estudio.
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2.3 ANALISIS DE VARIABLES PERINATALES:

Al igual que en el apartado anterior procedimos a analizar las principales

variables respecto al tipo de parto.

En general se observdé una mayor proporcion de inicio espontaneo de trabajo
de parto en los tres grupos. El tipo de parto mas frecuente en los tres grupo fue el
eutdcico aunque reportamos un 21,6% de pacientes en el grupo control cuyo parto se

produjo mediante cesarea aunque de estas tan solo un 2,0% por RPBF.

Mayoritariamente las pacientes eligieron analgesia raquidea durante el trabajo
de parto en todos los grupo, pero cabe destacar que en el grupo de las pacientes cuyo
parto se produjo antes de la semana 37 hasta un 24,1% no recibieron analgesia
raquidea. En el estudio de las variables neonatales se observan diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la necesidad de ingreso en UCI neonatal,
siendo superior en el grupo de los nacidos pretérmino en los que alcanza hasta un
56,0% de los casos y manteniéndose muy similar entre los grupos de los nacidos a
término con antecedente y sin él de falsa APP pero siendo superior en el grupo de falsa
APP. En cuanto al peso neonatal por debajo del percentil 10 para la edad gestacional
se observa una tendencia superior en el grupo de aquellos nifios cuyas madres
sufrieron un episodio de APP alcanzando una frecuencia de hasta un 21,4%, siendo

este porcentaje muy superior al esperable en comparacion con la poblacién general.
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Tabla 13: Variables perinatales segun la presencia de APP y prematuridad.

VARIABLES cc?rl:l:snzc)n PRE('I;‘ERSI\ZII)INO FA(I;‘S=A2 :)PP -
EDAD GESTACIONA AL PARTO
(media, sd) (dias] 278,02 (7,09) 243,21(16,19) 272,89 (9,09) 0,000
PESO NEONATAL(media, sd) (gr) 3246,67 (347,03) | 2300 (522,22) 3152 (351,90) 0,000
INICIO DEL PARTO (%) 0,040
ESPONTANEO 80,4 96,2 82,1
INDUCCION 26,1 12,1 20,5
CESAREA ELECTIVA 12,0 3,4 11,4
TRABAJO DE PARTO(%) 88,0 96,6 88,6 0,187
TIPO DE PARTO(%) 0,047
D 62,7 84,6 78,6
CESAREA 21,6 9,6 21,4
FORCEPS 78 58 0.0
VENTOSA 7,8 0,0 0,0
CESAREA(%) 21,6 9,6 21,4 0,204
CESAREA POR RPBF(%) 2,0 1,9 0,0 0,759
ANALGESIA RAQUIDEA(%) 94,1 76,9 89,3 0,035
PREECLAMPSIA(%) 0,0 1,9 7,1 0,128
SEXO(%) 0,064
FEMENINO 49,0 55,8 28,6
MASCULINO 51,0 44,2 71,4
PEG(%) 15,7 17,3 21,4 0,812
APGAR 5 MINUTOS<7 0 0 0
pH Au<7,10 5,6 0 0,0 0,207
INGRESO UCI NEONATAL 8,5 56,0 11,1 0,000
LACTANCIA MATERNA (%) 0,492
ARTIFICIAL 5,8 1,9 3,6
MIXTA 1,9 5,8 0,0
NATURAL 92,3 92,3 96,4
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Realizamos el cdlculo de la media en cuanto a peso y dias de gestacién en los

tres grupos y aplicamos ANOVA. Aplicamos el Test de Bonferroni para la comparacién

multiple de las variables peso y edad gestacional al parto entre los tres grupos.

Tabla 14: Comparacion multiple de las variables peso y edad gestacional al parto.
DIFERENCIA
(1) FALSA APP (J) FALSA APP DE MEDIAS (I- ERROR TiPICO p
J)
PRETERMINO 945,897 84,035 0,000
CONTROL
FALSA APP 94,167 100,295 1,000
PESO CONTROL -945,897 84,035 0,000
NEONATAL PRETERMINO
(gr) FALSA APP -851,731 99,952 0,000
CONTROL -94,167 100,295 1,000
FALSA APP
PRETERMINO 851,731 99,952 0,000
PRETERMINO 34,808 2,328 0,000
CONTROL
FALSA APP 2,126 2,782 1,000
EDAD CONTROL -34,808 2,328 0,000
GESTACIONAL PRETERMINO
PARTO (dias) FALSA APP -32,681 2,782 0,000
CONTROL 22,126 2,782 1,000
FALSA APP
PRETERMINO 32,681 2,782 0,000

Se observan diferencias estadisticamente significativas cuando se comparan las

medias de peso neonatal entre los grupos pretérmino y parto a término.

2.4. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL:

Al igual que en apartados anteriores dividimos los resultados obtenidos en

sangre de corddn umbilical en los tres grupos.

Se objetivaron diferencias estadisticamente significativas entre las medianas de

los tres grupo para la determinacion de TNF alfa, FGF basic y PIGF.
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La mediana de TNF alfa es la misma para el grupo de pretérmino y falsas APP y
superior a la del grupo control, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p
0,011). La mediana de VEGF es la misma para el grupo pretérmino y falsa APP y
superior a la del grupo control aunque en este caso las diferencias no mostraron

significacidon estadistica.

Los grupos de nacidos a término y falsas APP muestran medianas similares
para FGF basic y PIGF e inferiores a las obtenidas en el grupo pretérmino, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas (p 0,059) (p 0,00)

Tabla 14: Medianas de las variables de cordén umbilical segin la presencia de APP vy

prematuridad.

CONTROL | PRETERMINO | FALSA APP
(n=52) (n=52) (n=28) .
TNF ALFA (mediana) 2,78 3,63 3,63 0,011
IL6 (mediana) 1,82 3,7 2,0500 0,107
VEGF (mediana) 42,30 48,65 48,65 0,746
IFN GAMMA (mediana) 0,18 0,18 0,1350 0,546
FGF BASIC (mediana) 0,00 21,79 0,00 0,059
PIGF (mediana) 0,64 1,29 038 0,000

Las diferencias entre los grupos para las diferentes proteinas se representan en

los siguientes diagramas de cajas.
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Figura 28 Distribucién de los valores de IL6 en nacidos a término y pretérmino y falsas APP.
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Figura 29 Distribucién de los valores de IL6 en nacidos a término y pretérmino y falsas APP.
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Figura 30 Distribucién de los valores de VEGF en nacidos a término y pretérmino y falsas APP.
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Figura 31 Distribucién de los valores de IFN gamma en nacidos a término y pretérmino y falsas
APP.
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Figura 32 Distribucidn de los valores de FGF basic en nacidos a término y pretérmino y falsas
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Figura 33 Distribucidn de los valores de PIGF en nacidos a término y pretérmino y falsas APP.
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Se estudio la proporcion de casos en cada grupo en los que se obtuvieron valores para

las variables determinadas en sangre de corddn superiores a 1,5 MoM.

Tabla 15: Proporcion de los valores superiores a 1,5 MoM para las variables de sangre de
corddn en funcién de la prematuridad y del antecedente de APP.

CONTROL | PRETERMINO | FALSA APP
(n=49) (n=47) (n=22) :
TNF > 1,5 MoM (%) a1 19,1 18,2 0,06
IL6> 1,5 MoM (%) 26,5 48,7 31,8 0,166
VEGF > 1,5 MoM (%) 32,7 23,4 27,3 0,599
IEN GAMMAS 1,5 MoM (%) 14,3 14,9 18,2 0,911
PGF > 1,5 MoM (%) 34,7 53,2 31,8 0,109
PIGF> 1,5 MoM (%) 12,2 42,6 27,3 0,004

El grupo pretérmino y falsa APP mostraron una proporcion similar de casos que
obtuvieron un valor superior a 1,5 MoM para TNF y claramente superior al obtenido
en el grupo de nacidos a término sin antecedente de APP, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p 0,06).

También se demostraron diferencias estadisticamente significativas en la
comparacion de la proporcion de casos que se obtenian valores de PIGF superiores a

1,5 MoM siendo superior en el grupo pretérmino.

En general podemos observar como el grupo de pretérminos es el que obtuvo
el mayor porcentaje de casos que mostraron valores superiores a 1,5 MoM para casi
todas las variables, lo que sugiere un perfil mas inflamatorio en este grupo que en los

otros dos. Realizamos una correlacién de Spearman:
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Tabla 16: Correlacion de Spearman para las variables estudiadas en sangre de cordon.

Falsa
TNFo IL6 VEGF IFN y FGF b PIGF
APP
Coeficiente
. 1,000 0,155 0,128 0,048 0,141 0,316 0,211
correlacion
TNF o
Sig. . 0,094 0,166 0,607 0,128 0,000 0,022
Coeficiente
. 0,155 1,000 -0,320 -0,016 0,165 0,325 0,097
correlacion
IL6
Sig. 0,094 . 0,000 0,861 0,075 0,000 0,297
Coeficiente
. 0,128 0,320 1,000 0,250 0,009 0,161 -0,027
correlacion
VEGF
Sig. 0,166 0,000 . 0,006 0,926 0,082 0,770
Coeficiente
. 0,048 0,016 0,250 1,000 0,010 0,014 -0,100
correlacion
IFN y
Sig. 0,607 0,861 0,006 . 0,912 0,876 0,280
Coeficiente
. 0,141 0,165 -0,009 0,010 1,000 0,510 0,055
correlacion
FGFb
Sig. 0,128 0,075 0,926 0,912 . 0,000 0,552
Coeficiente
. 0,316 0,325 -0,161 -0,014 0,510 1,000 0,255
correlacion
PIGF
Sig. 0,000 0,000 0,082 0,876 0,000 . 0,005
Coeficiente
. 0,211 0,097 -0,027 -0,100 0,055 0,255 1,000
correlacion
FalsaAPP
Sig. 0,022 0,297 0,770 0,280 0,552 0,005

Se obtuvieron correlaciones positivas y estadisticamente significativas entre falsa

APP,TNF alfa y PIGF.
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2.5. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE RNA EN TEJIDO PLACENTARIO:

Analizamos el RNA mensajero en tejido placentario para las siguientes

proteinas: FGF2, IL6, INFg, TNF, VEGFA, VEGFB y VEGFR1.

Se aplicaron de nuevo los test de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk para
determinar si las muestra seguian una distribucion normal. Los valores no siguieron

una distribucion normal por lo que se trabajé con medianas y test no paramétricos.

Tabla 17: Medianas de las variables de corddn para los grupos a término, pretérmino y falsa
APP.

CONTROL PRETERMINO FALSA APP B
(N=40) (N=41) (N=22)
FGF2 (mediana) 1,07 1,02 1,18 0,324
IL6 (mediana) 0,93 1,28 1,24 0,014
INFg (mediana) 0,72 0,59 0,85 0,763
PGF (mediana) 1,19 1,42 1,37 0,235
TNF (mediana) 0,97 1,20 1,39 0,048
VEGFA (mediana) 0,91 0,87 0,78 0,370
VEGFB (mediana) 1,03 0,85 0,97 0,000
VEGF1 (mediana) 1,03 0,78 0,81 0,581

Las medianas de RNAm de IL6 y TNF fueron muy similares entre los grupos
pretérmino y falsa APP y superiores al grupo a término siendo estas diferencias

estadisticamente significativas.

La mediana de VEGBF fue inferiro en los grupos pretérmino y falsa APP que en

el grupo a término, siendo estas diferencias estadisticamente significativas.

La distribucion de las variables se representa en los diagramas de cajas:
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Figura 34 Distribucién de los valores de RQ FGF2 en los grupos a término, pretérmino y falsa
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Figura 35 Distribucidn de los valores de RQ IL6 en los grupos a término, pretérmino y falsa APP.
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Figura 36 Distribucién de los valores de RQ INF gamma en los grupos a término, pretérmino y
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Figura 37 Distribucidn de los valores de RQ PGF en los grupos a término, pretérmino y falsa
APP.

134



RESULTADOS

129
6,00 *
54
*
75
o
; 4,00 061
'_
[}
[~
2,00
,00]
T Al T
CONTROL PRETERMINO FALSA APP
FalsaAPP

Figura 38 Distribucién de los valores de RQ TNF en los grupos a término, pretérmino y falsa
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Figura 39 Distribucién de los valores de RQ VEGFA en los grupos a término, pretérmino y falsa
APP.
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Figura 40 Distribucién de los valores de RQ VEGFB en los grupos a término, pretérmino y falsa
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Figura 41 Distribucién de los valores de RQ VEGFR1 en los grupos a término, pretérmino y falsa
APP.
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Si comparamos la medianas del RNAm cuando distribuimos los pacientes entre
aquellos que sufrieron un episodio de APP se objetivan diferencias estadisticamente

significativas para IL6, TNF alfay VEGFB.

Como en apartados anteriores realizamos un estudio estadistico de aquellos

casos que presentaron valores RNAm en tejido placentario superiores a 1,5 MoM.

Tabla 18: Proporcion de casos con valores superiores a 1,5 Mom para las variables estudiadas

en tejido placentario en los grupos a término, pretérmino y falsa APP.

CONTROL | PRETERMINO | FALSA APP
(N=41) (N=41) (N=22) g

FGF2 >1,5 MoM (%) 0,0 2,4 0,0 0,460
IL6 >1,5 MoM (%) 0,0 4,9 9,1 0,183
INFg >1,5 MoM (%) 35,0 26,8 22,7 0,546
PGF >1,5 MoM (%) 0,0 2,4 0,0 0,460
TNF >1,5 MoM (%) 4,9 4,9 4,5 0,998
VEGFA >1,5 MoM (%) 2,4 17,1 0,0 0,014
VEGFB >1,5 MoM (%) 0,0 0,0 0,0

VEGFR >1,5 MoM (%) 2,4 4,9 0,0 0,531
INFLAMACION (%) 2,4 14,6 13,6 0,134

Si consideramos inflamacién como IL6 y TNF alfa superiores a 1,5 MoM
observamos que en los grupos en los que se incluyen los pacientes diagnosticados de
APP es significativamente superior que en el grupo control (14,6% vs 2,4%), siendo las

proporciones similares entre los grupos de pretérminos y falsas APP.

2.6. ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE TEJIDO PLACENTARIO ENTRE LOS

GRUPOS DE APP Y GESTACIONES CONTROL.

Se realizd6 una comparacion de los valores de RNA mensajero en placenta

superior a 1,5 MoM entre las pacientes que habian sido diagnosticadas de APP durante
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el embarazo (pretérminos y falsas APP) con las pacientes cuyo embarazo curso sin esta

caracteristica.

Tabla 19: Proporcidn de casos con valores superiores a 1,5 Mom para las variables estudiadas

en tejido placentario en los grupos APP y gestacidn de curso normal.

CONTROL APP
(n=41) (n=63) .

FGF2 >1,5 MoM (%) 20,0 16 0,418
IL6 >1,5 MoM (%) 0,0 63 0,100
INFg >1,5 MoM (%) 35,0 25,4 0,296
PGF >1,5 MoM (%) 0,0 16 0,418
TNF >1,5 MoM (%) 4,9 4,8 0,978
VEGFA >1,5 MoM(%) 2,4 11,1 0,105
VEGFB >1,5 MoM (%) 0,0 0,0

VEGFR >1,5 MoM (%) 2,4 32 0,827
INFLAMACION (%) 2,4 14,3 0,045

El grupo de pacientes que habian sido diagnosticadas de APP durante la
gestacién, independientemente del momento en que se produjo el parto, mostraron
una proporcion superior de casos en los que se demostré inflamacion, siendo estas

diferencias estadisticamente significativas.

Se aplico el coeficiente de Spearman para la determinacion de la correlaciéon

entre los RNAm estudiados.
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Tabla 20: Correlacion entre las variables determinadas en tejido placentario.

RESULTADOS

Falsa
FGF2 IL6 INFy PGF TNFo VEGA VEGFB VEGF1 R
Coeficiente de
. 1,000 0,483 -0,018 -0,085 0,386 0,168 0,193 -0,110 0,103
correlacion
FGF2
Sig. 0,000 0,854 0,391 0,000 0,089 0,050 0,267 0,296
Coeficiente de
. 0,483 1,000 -0,122 -0,106 0,309 -0,014 0,008 -0,367 0,263
correlacion
IL6
Sig. 0,000 0,219 0,285 0,001 0,891 0,933 0,000 0,007
Coeficiente de
. -0,018 -0,122 1,000 0,040 -0,008 -0,007 -0,005 0,212 0,024
correlacion
INFg
Sig. 0,854 0,219 0,692 0,937 0,948 0,962 0,031 0,810
Coeficiente de
. -0,085 -0,106 0,040 1,000 0,038 -0,164 0,546 -0,202 0,167
correlacion
PGF
Sig. 0,391 0,285 0,692 0,703 0,096 0,000 0,040 0,090
Coeficiente de
. 0,386 0,309 -0,008 0,038 1,000 0,081 0,106 -0,089 0,243
correlacion
TNF
Sig. 0,000 0,001 0,937 0,703 0,414 0,284 0,368 0,013
Coeficiente de
. 0,168 -0,014 -0,007 -0,164 0,081 1,000 0,085 0,234 0,094
correlacion
VEGFA
Sig. 0,089 0,891 0,948 0,096 0,414 0,391 0,017 0,340
Coeficiente de
. 0,193 0,008 -0,005 0,546 0,106 -0,085 1,000 -0,191 0,097
correlacion
VEGFB
Sig. 0,050 0,933 0,962 0,000 0,284 0,391 0,052 0,330
Coeficiente de
. -0,110 0,367 0,212 0,202 -0,089 0,234 0,191 1,000 0,078
correlacion
VEGFR1
Sig. 0,267 0,000 0,031 0,040 0,368 0,017 0,052 0,433
Coeficiente de
. 0,103 0,263 -0,024 0,167 0,243 -0,094 -0,097 -0,078 1,000
Falsa correlacion
APP
Sig. 0,296 0,007 0,810 0,090 0,013 0,340 0,330 0,433
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Se encontrararon correlaciones positivas y estadisticamente significativas entre

falsas APPy los valores de IL-6 y TNF alfa.

En el siguiente gréafico se pone de manifiesto las diferencias encontradas entre
el grupo de prematuros y falsas APP. Cabe destacar que las diferencias halladas entre
los dos grupos respecto al grupo control y la mayor inflamacién que se produce en los
prematuros. Sin embargo, aunque la inflamacion demostrada en las placentas de los
nifnos nacidos pretérmino es significativamente mayor podemos apreciar que el perfil
inflamatorio que se produce en las falsas APP durante el parto se aproxima mas al de

los pretérminos que al del grupo control.
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Figura 42: Distribucidn de los resultados de tejido placentario entre los grupos pretérmino y
falsa APP.
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3. ANALISIS COMPARIVO DE LOS GRUPOS PRETERMINO

PRECOZ Y TARDIO.

Realizamos un andlisis comparativo de los casos nacidos antes de la semana

36+6. Clasificamos a los casos en dos grupos:

* Pretérmino precoz: Son aquellos nacidos antes de la semana 34.

* Pretérmino tardio: Aquellos nacidos entre la semana 34 y la 36+6.

Determinamos que porcentaje de estos grupos de pretérminos habian

obtenido valores superiores a 1,5 MoM para los diferentes RNAm estudiados.

Tabla 21: Proporcion de valores superiores a 1,5 MoM en las variables determinados en tejido

placentario en funcién del grupo de prematuridad.

PRETERMINO PRETERMINO
PRECOZ TARDIO p
(N=8) (N=33)

RQ FGF2 >1,5 MoM (%) 0,0 3,0 0,618
RQ IL6 >1,5 MoM (%) 0,0 6,1 0,475
RQ INFg >1,5 MoM (%) 12,5 30,3 0,308
RQ PGF >1,5 MoM (%) 0,0 3,0 0,618
RQ TNF >1,5 MoM (%) 0,0 6,1 0,475
RQ VEGFA >1,5 MoM (%) 12,5 18,2 0,702
RQ VEGFB >1,5 MoM (%) 0,0 0,0

RQ VEGFR>1,5 MoM (%) 0,0 6,1 0,475
INFLAMACION (%) 0,0 18,2 0,192

Aunque no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las

proporciones de estos grupos si que se demostrd un perfil inflamatorio superior en el

grupo de los pretérminos tardios (p 0,192).

Se calcularon la mediana y desviacion tipica de la muestra en funcidn de la clasificacidon

de pretérmino precoz y tardio y se aplicd el Test de U Mann Whitney para valorar la

similitud entre las distribuciones de las muestras.
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Tabla 22: Medianas de las variables determinadas en el tejido placentario segln grupo de

prematuridad.

PRETERMINO PRECOZ | PRETERMINO TARDIO
(n=8) (n=33) .
FGF2 (mediana) 0,83 1,10 0,027
IL6 (mediana) 0,88 1,32 0,032
INFg (mediana) 0,38 0,68 0,155
PGF (mediana) 1,16 1,26 0,165
TNF (mediana) 0,85 1,21 0,091
VEGFA (mediana) 1,05 0,76 0,3112
VEGFB (mediana) 0,75 0,85 0,391
VEGF1 (mediana) 0,67 0,86 0,155

Las medias en el grupo de los pretérminos tardios fueron superiores a las de
los grupo pretérmino precoz en todas las variables estudiadas salvo para RNAm de
VEGFA, aunque estas diferencias solo fueron estadisticamente significativas para RNA

m de FGF2 y IL6.

En el diagrama de cajas se muestra la distribucién de los datos en los grupos

de pretérmino precoz y tardio:
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Figura 43: Distribucién de RQ FGF2 segln grupo de pretérmino.
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Figura 44: Distribucién de RQ IL6 segun grupo de pretérmino.
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Figura 45: Distribucién de RQ INF gamma segun grupo de pretérmino.
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Figura 46: Distribucién de RQ PGF segun grupo de pretérmino.
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Figura 47: Distribucién de RQ TNF segun grupo de pretérmino.
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Figura 48: Distribucién de RQ VEGFA segun grupo de pretérmino.
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Figura 49: Distribucién de RQ VEGFB segln grupo de pretérmino.
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Figura 50: Distribucién de RQ VEGFR1 segun grupo de pretérmino.
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DISCUSION

Nuestro proyecto, presenta por primera vez en la literatura, el perfil de
angiogénico e inflamatorio en placenta y sangre de cordén umbilical de las pacientes
con amenaza de parto pretérmino que finalizan su gestacion a término, comparado
con pacientes nacidas pretérmino y controles. Encontramos un comportamiento
similar en la expresion génica de la inflamacion y la angiogénesis entre ambos grupos
de pacientes tras una amenaza de parto pretérmino, independientemente de la edad

gestacional final del parto.

El parto prematuro parece ser un sindrome causado por multiples procesos
patoldgicos que actuan activando la via comun del parto, que es igual para el parto a
término y pretérmino. En ambos casos se produce una activacion de eventos clinicos
similares, aumento de la contractilidad uterina, dilatacién cervical y la ruptura de las
membranas corioamnidticas. Estos eventos representan la via comun del trabajo de
parto. En la actualidad se cree que existe un intrerruptor a nivel miometrial que hace
gue este pase de una situacion de reposo a una situacion de contractilidad
acompafnado por un cambio en la sefializacidén entre las vias anti-inflamatorial y pro-
inflamatorias, incluyendo quimiocinas (IL-8), citocinas (IL-1 y IL-6), y las proteinas
asociadas a la contraccién (receptores de oxitocina, conexina 43, receptores de
prostaglandinas). La via comun se activaria fisiolégicamente en el caso de parto a
término mientras que varios procesos patoldgicos activarian uno o mas componentes

de la via comun en el parto prematuro.*®’

Hasta el momento, la mayoria de los estudios realizados sobre parto prematuro
y perfil inflamatorio se han centrado en el aumento o descenso de cada unos de los
marcadores de forma individualizada. Recientemente Romero et al?12 pubicaron un
estudio en el que se estudia las redes bioldgicas de las citocinas a fin de dar una idea
de la biopatologia diferencial que se produce en funcién de la causa que desencadene
la respuesta del parto pretérmino. Este estudio de cohortes retrospectivo incluyeron
135 pacienten con amenaza de parto pretérmino subdibidiendolas en 3 grupos de
acuerdo al resultado del cultivo de liquido amnidtico y la concentracion de IL-6 en
liquido amnidtico. Los resultados obtenidos muestran como las pacientes con infeccion

e inflamacién amnidtica obtuvieron una mayor concentracion en proteinas
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relacionadas con la inflamacién y mas coordinadas que cualquiera de las que tan solo
tenian inflamacion estéril en liquido amnidtico. A su vez, las correlaciones fueron
también mayores en pacientes con inflamacidn intraamnidtica esteril que aquellas sin

inflamacion intraamniotica.

La aparicion de aumento de los niveles de algunos mediadores inflamatorios no
solo en la sangre materna y los fluidos cervicovaginales, sino también en el liquido
amnidtico y la placenta o muestras de membrana, esta ampliamente reconocido. En
las mujeres diagnosticadas con corioamnionitis y parto prematuro, en comparacion
con aquellas que paren a término, existen mayores niveles en el suero materno,
secrecion cervicovaginal, y el liquido amnidtico de interleucina 1 beta (IL-1B), proteinas
de unidon a calcio A5 (S100A5), alfa 4-hidroxilasa 2 prolilpolipeptido (P4HA2),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8), lipopolisacaridos (LPS), factor de necrosis

188 189 5o cree que la activacion de

tumoral alfa (TNF-a), y la proteina C-reactiva (CRP).
la cascada de respuesta inmunoldgica materno fetal es llevada a cabo por un agente
causante en la mayoria de los casos. Es probable que la activacion de ambos patrones
de respuesta inflamatoria crénicas y agudas sea necesario para dar lugar a un parto
prematuro. La infeccion causada por microorganismos vaginales es considerada como
la principal causa de activacién de la respuesta inflamatoria pero sin embargo en
muchas ocasiones estos agentes se encuentran presentes en el tracto genital inferior
sin producirse el parto pretérmino por lo que algunos autores han postulado que debe
de haber un factor adicional que predisponga a la activacién de la cascada inflamatoria
y que este factor podra ser la inflamacién crénica mediada por por unos mediadores

especiales llamados alarmines cuya forma intracelular se conoce con el nombre de

patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs).

Por otro lado, el parto a término después de la hospitalizacion por una
amenaza de parto prematuro espontaneo ocurre en 34-45% de los pacientes. Estos
pacientes a menudo se considera que han tenido un episodio de "falso trabajo de

parto prematuro".*®

Una visidn alternativa es que los sintomas de parto prematuro,
tales como aumento de la contractilidad uterina, puede resultar de un insulto

patoldgico cuya naturaleza y/o gravedad no era suficiente para inducir el parto
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prematuro espontaneo irreversible. Si este es el caso, los neonatos nacidos de madres
con un episodio de aumento de la contractilidad uterina que requirieron
hospitalizacién puede estar en riesgo de complicaciones neonatales no imputables al
parto prematuro. Esta hipdtesis ya ha sido puntualmente sugerida en estudios previos,
gue habian demostrado que falso trabajo de parto pretérmino espontaneo estan

asociados con un exceso de recién nacidos PEG.**

1. VARIABLES SOCIODEMOGRAFICAS DE LAS MADRES.

En nuestro estudio de las variables sociodemograficas maternas no se
encontraron diferencias entre los grupos de nuestro estudio en cuanto a la edad, peso
materno al inicio del embarazo, la talla materna, el IMC, y las diferentes razas en la

comparativa por dos grupos, a término y pretérmino.

Sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
cuanto al nivel educativo de las pacientes de los dos grupos, encontrando una relacién

inversa entre el nivel educativo y la presencia de parto pretérmino.

Por otro lado, cuando se presentan los resultados de las variables
sociodemogriaficas de las pacientes estudiadas divididas en tres grupos, a termino,
pretérmino y falsa APP, si que encontramos que el peso materno y el IMC era inferior
en el grupo de las mujeres que sufrieron un episodio de falsa APP en su embarazo. El
antecedente de parto pretérmino continué siendo superior y muy similar entre los

grupos de parto pretérmino y falsa APP.

En un estudio realizado en Brasil sobre una poblacion de 2355 mujeres se
obtuvo un 23,6% de partos pretérminos y se observd una mayor proporcion de rotura
prematura de membranas en mujeres de bajo nivel socioecondmico, bajo nivel
educativo y edad inferior a 29 afios. Ademds también se demostré mayor nivel de RPM

en mujeres fumadoras.'*?

Otros estudios demuestran que el antecedente de parto pretérmino previo se
comporta como un factor de riesgos independiente para el parto prematuro (odd ratio

2,5; intervalo de confianza del 95%, 1,4-2,5).193
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El bajo nivel socioecondmico, el bajo nivel educativo, la anemia y el IMC inferior
al normal asi como el antecedente de prematuridad'®* son los datos asociados a parto

pretérmino que se reportan con mayor frecuencia en la literatura.

2. INFECCION EN TRACTO GENITAL INFERIOR.

Aunque la presencia de infeccion en el tracto genital inferior no era un objetivo
principal de nuestro estudio si que podemos destacar una gran presencia de
ureaplasma ureliticum en nuestras pacientes cuando atendemos al analisis realizado

entre los grupos de parto a término y parto pretérmino y en el andlisis por tres grupos.

Aunque numerosos estudios observacionales clinicos se han llevado a cabo
durante mas de 30 anos la importancia clinica de la infeccién por Ureaplasma es aun
objeto de debate. Las diferentes especies de Ureaplasma son comensales en el tracto
genital de la mujer y se considera que tiene baja virulencia, sin embargo la
colonizacion por Ureaplasma Urealiticum se ha asociado con infertilidad, muerte fetal,
parto prematuro, corioamnionitis, y morbilidad neonatal incluida la neumonia

congénita, la meningitis, la displasia broncopulmonar y la muerte perinatal.

Ureaplasma spp. Se puede encontrar en la flora vaginal del 40% de las mujeres
sexualmente inactivas y el 67% de las mujeres sexualmente activas. Ureaplasma spp.
se ha identificado en el liqguido amnidtico. La identificacion de Ureaplasma spp en el
corioamnios se ha asociado consistentemente con corioamnionitis histoldgica, que

estd inversamente relacionada con el peso al nacimiento.**

Mycoplasma y Clamydia aunque se identificaron en una baja proporciéon de
casos cabe destacar que fueron mas frecuentes en el grupo de pretérminos y de falsas
APP. Mycoplasma genitalium se ha identificado en el tracto genital de la mujer, y
varios estudios han estimado que su prevalencia es de entre 2% y 7% entre las mujeres

. %6197 Aunque M. genitalium ha sido fuertemente asociada

de la poblacion genera
con uretritis no gonocdcica en hombres y su transmisién heterosexual estd bien
establecida,®® su potencial patégeno en las mujeres no estd bien entendida . La
evidencia limitada ha demostrado que existe una asociacion entre M. genitalium vy

1

cervicitis, ' 2% |la enfermedad inflamatoria pélvica,?®* y endometritis *°? en las
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mujeres. Sin embargo, estas observaciones no han sido confirmados en grandes

estudios poblacionales.

3. VARIABLES DE RESULTADO PERINATAL.

En los resultados obtenidos en nuestro estudio observamos un mayor
porcentaje de parto eutdcico en el grupo de preterminos que en el grupo de nacidos a
término. La proporciéon de cesdreas fue mayor en el grupo de los nacidos a término
gue de los pretérmino pero sin embargo cuando la indicacion de cesarea fue RPBF en
ambos grupos fue similar por lo que asumimos que el aumento de parto mediante
cesarea en el grupo de parto a término fue por indicacion electiva. Cabe recordar que
al no ser el resultado principal del proyecto, nuestro estudio carece de potencia para
poder detectar diferencias significativas en la mayor parte de los variables de resultado

perinatal.

En cuanto al peso neonatal, la proporcion de nifios nacidos con peso inferior al
percentil 10 fue muy similar en ambos grupos pero cuando realizamos el andlisis en
funcion del antecedente de APP, observamos que en los grupos de nacidos a término
sin complicaciones durante la gestacién y nacidos pretérmino la proporcion de PEG es
similar 15,7% y 17,3%, mientras que en el grupo de falsas APP la proporcion asciende
hasta un 21,4%. La proporcion de PEG en la poblacidn general deberia estar entorno al
10% y por lo tanto en nuestra poblacién de nacidos a término con antecedente de APP
en el embarazo la proporcion es muy superior a la esperada. Estos datos estan en
consonanacia con lo publicado por Espinoza et al. que asociaron un episodio de falsa
APP con un Odd ratio de 2,22 (IC de 95%: 1,28 a 3,85) para tener un recién nacido con
peso inferior al percentil 10 para la edad gestacional ajustado por edad materna,
nuliparidad, tabaquismo, etnia y administracién de tocolisis y antibidticos. Ademas en
sus resultados esta Odd ratio ascendia a 3,1 (IC del 95%: 1,61 a 6,08) si el IMC materno
antes del embarazo era inferior a 18,5. El riesgo de PEG aumentd en funcion de la edad
gestaciona en el momento del parto. Hallaron a su vez una correlacion significativa
entre el riesgo de PEG y el tiempo transcurrido desde la falsa APP. Se podria
interpretar, que si la noxa es suficientemente agresiva, producird el final de la

gestacidon. Sin embargo, ante una noxa de menor intensidad, se produce clincia pero la
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gestacidon continla aunque el feto va disminuyendo su potencial de crecimiento, por lo
gue el grupo de falsas APP nacen mas tarde pero con una mayor proporcion de bajo

peso, dado que durante su vida intrauterina han estado en un ambiente subdptimo.

Otro valor relevante que arrojan los datos obtenidos en nuestro estudio fue la
proporciéon de neonatos ingresados en la UCI neonatal. Como era de esperar, la
proporcién de ingresos en UCI neonatal era superior en el grupo de nacidos
pretérmino pero cuando nos fijamos en los datos que reflejan el analisis por tres
grupos de pacientes es llamativo el mayor porcentaje de nifios que precisan ingreso en
UCI neonatal en grupo de falsas APP que en el de nacidos a término. Asumiendo que
en ambos grupos la madurez fetal es la misma, porque todos han nacido por encima
de la semana 37 de gestacién, el hecho de que el grupo de falsas APP obtengan un
peor resultado perinatal que aumente la necesidad de cuidados en estos recién
nacidos pone de manifiesto que es muy posible que el evento sufrido intrattero que
aumento la contractilidad uterina varias semanas antes tenga consecuencias en el

desarrollo final de estos nifios.

Los nifios PEG tienen una mortalidad perinatal 10-20 veces mayor que en los
nifos con un peso adecuado par su edad gestacional. Son mas propensos a presentar
hipoglucemia en los primeros dias de vida ya que su capacidad de gluconeogénesis

esta deteriorada.

En un estudio poblacional hallado en la literatura se examind una cohorte de
18.990 mujeres que dieron a luz a un nino que era pequeno para la edad gestacional
en presencia o ausencia de trastornos hipertensivos. En esta cohorte, se encontré una
asociacion clara entre la induccion del trabajo de parto y un mayor riesgo de cesareas
de emergencia. También se encontrd un mayor riesgo de partos instrumentales
después de la induccién del trabajo de parto, mientras que la induccion no mejoré el
resultado adverso neonatal (puntuacion de Apgar 5 minutos <7 y la muerte durante el
parto). Estos datos no coinciden con los encontrados en nuestro estudio quizas
porque la fuerza de este estudio es que el analisis se realizdé en una gran cohorte de

mujeres que dieron a luz a un nifio con un peso al nacer por debajo del percentil 10.%%
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4. INFLAMACION Y ANGIOGENESIS

En nuestro estudio, hemos determinado la concentracién de diferentes
mediadores de la inflamacién y la vasculogénesis en sangre de cordén, ademas damos
un salto atras en la formacion de estas sustancias y determinamos la concentracion de
RNAm de las mismas en el tejido placentario. Esto supone un salto de protedmica a la
genodmica. Cuando determinamos los mediadores de la inflamacion estamos buscando
el producto final de una respuesta que se activd muchos pasos antes, sin embargo, la
determinacién del RNAm podria darnos una visiéon mas global de la intensidad de la

respuesta activada.

En el analisis de la sangre de cordon umbilical valorando las diferencias entre el
grupo a término y pretérmino podemos observar que en aquellos partos que se
produjeron de forma prematura la mediana de TNF alfa, IL-6, VEGF, FGFb y PIGF
fueron superiores que en el grupo a término, de hecho ninguno de los valores fueron
superiores en el grupo a término, tan solo IFN gamma obtuvo el mismo resultado en
ambos grupos. Cuando lo que quisimos fue ver que proporcién de estas proteinas
obtuvieron valores superiores a 1,5 MoMs en cada grupo los resultados obtenidos nos
muestras que en el grupo pretérmino hubo mayor proporcion de casos superiores a
1,5 MoM para TNF alfa, IL-6, PGF y PIGF, sin embargo la proporcion de casos

superiores a 1,5 MoM fue superior en el grupo a termino para VEGF y IFN gamma.

Si atendemos al RNA mensajero analizado en tejido placentario los datos se
correlacionan bastante bien con los valores en sangre de corddén con valores
superiores a 1,5 MoMs. En el grupo pretérmino obtuvimos valores de mediana
superiores al grupo a término para TNF, IL-6 y PGF, por el contrario eran superiores en
el grupo a término para todos los tipos de VEGF, IFN gamma y FGF. Como en el estudio
de sangre de corddn, valoramos que proporcidon de datos obtuvieron valores
superiores a 1,5 MoM y lo que nos mostraron los datos fue para todos los RNAm
excepto para IFNgamma la proporcion de valores superiores a 1,5 MoM fueron

superiores en el grupo pretérmino.

Estos datos traducen un mayor perfil inflamatorio en el grupo de parto
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pretérmino que en el grupo de a términos lo que concuerda con los datos que refleja

la literatura.

Si buscamos en la literatura médica podemos observar que hasta hoy se han
realizado multiples estudios sobre el papel y comportamiento de las interleuquinas y el
parto. Por otro lado, vemos que el fluido en el que se intenta determinar como ejercen
su funcion las interleukinas es muy heterogéneo, sangre de corddn, liquido amnidtico,
placenta, sangre materna, fluidos cervicales... Si bien es cierto que la mayoria de los
estudios encuentran asociaciones muy similares con el parto pretérmino y MMP-8,IL-6,

IL-2.

En 2011 se publicé un trabajo Chim SSC et al.2%% en el que realizaron una
secuenciacion de los niveles de expresion de todos los genes humanos usando
microarrais en las placenta de cuatro grupo de pacientes, pacientes con parto
pretérmino espontaneo, pacientes con parto a término espontaneo, gestantes con
parto mediante cesarea electiva a término, gestaciones sin signos de parto por debajo
de las 34 semanas. De los 3 primeros grupos se obtuvieron biopsias placentarias tras el
parto y de todos ellos sangre periférica materna. Los datos obtenidos fueron que los
factores transcripcionales sobreexpresado se pueden detectar en plasma materno
periférico con un nivel de expresién que sobreexceda la sefial de los microarrais en 3
veces. Seleccionaron 7 RNAm, IL1-R, VEGFA, IFG2, ACTG2, FPX3, NID1 y TAGLN para
realizar gPCR en las muestras de 10 placentas de los grupos con parto espontaneo
pretérmino y parto estpontaneo a término. Las medianas de IL1,R, VEGFA, IFG2,
ACTF2, GPX3 y NID1 Y TAGLN fueron superiores para el grupo de placentas obtenidas
de partos pretérmino que las del partos a términos. Todos estos genes regulados hacia
la sobreexpresion o la inhibicion en las placentas de parto pretérmino podrian estar
relacionados con la patogénesis de parto pretérmino o con la fisiologia normal del
proceso del parto o con ambas. Para la determinacion de si estos datos se debian a un
proceso patoldgica o fisidlogico de parto determinaron la expresion de estos genes en
el grupo de placentas obtenidas de cesareas electivas a término. No se encontraron
diferencias en la normalizacion de las concentraciones de IL1-R, VEGFA, NID1 y TAGLN

entre las placentas de los pretérminos y de las cesareas electivas pero si para ACTG2 y
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GPX3 que fue superior en las placentas de los pretérminos. Esto sugiere que IL1-R,
VEGF, NID1 y TAGLN estan probablemente envueltos solo en la patogénesis del parto

pretérmino pero no en la fisiologia normal del parto.?®*

Aungue este estudio tiene un
muestra muy pequefia, 37 pacientes, sienta las bases para estudios como el realizado
por nosotros. La determinacidn de los factores proinflamatorios en sangre materna tan
solo seran identificables cuando la sobreexpresién sea elevada pero sin embargo
existen muchos factores que sufren una regulacion al alta o a la baja que solo podran

identificarse mediante la determinacién de la sobreexpresién de RNA.

En American Journal Reporduction Immunology en 2010%%

, se publico un
estudio realizado sobre los procesos transcripcionales que se llevaban a cabo en
sangre de corddn de pretérminos que habian desarrollado una respuesta FIRS y los que
no. Realizaron un andlisis con microarrais de RNA de leucocitos que revelo una
expresion diferente de 541 genes entre los dos grupos. Las concentraciones séricas de
una serie de citoquinas pro-inflamatorias eran significativamente (P <0,05) mayores en
sangre del corddon umbilical de recién nacidos de FIRS en comparacién con lor recién
nacidos prematuros no FIRS, incluyendo IL-6, IL-8, TNF-a, IP-10 (CXCL10), y MCP-1

(CCL2). Citocinas antiinflamatorias tales como IL-10, IL-13 e IL-1Ra aumentaron en los

recién nacidos con FIRS en relacion con los no FIRS también.

Los niveles de TNF alfa en sangre de corddn y plasma materno son mas altos
en los pacientes con rotura prematura de membranas que en aquellos con membranas
integras, sin embargo los niveles de VEGF no varian en funcién de esta caractaréstica

segun algunos autores.’®

Los datos mds innovadores de nuestro estudio se representan en el andlisis por
tres grupos de pacientes en el que consideramos como un grupo a parte aquellas
pacientes que presentan un antecedente de amenaza de parto prematuro con parto
finalmente a término. En este analisis podemos observar que la mediana obtenida
para las proteinas en sangre de cordén TNF alfa y VEGF fueron muy similares entre los
grupos pretérmino y falsa APP y superiores a las obtenidas en el grupo a término. Por

otro lado, las medianas obtenidas para IL-6, FGFb y PIGF fueron superiores en el grupo
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pretérmino pero el grupo falsa APP obtuvo valores también superiores al grupo a

término.

Cuando nos fijamos en la proporcién de casos que obtienen niveles superiores
a 1,5 MoMs para estas variables podemos observar que el grupo pretérmino obtuvo
valores superiores a los otros dos grupos para todas las variables a excepcion de VEFG
e IFN gamma. El grupo falsa APP obtuvo una proporcién superior al grupo de a término
para TNF alfa, IL-6, IFN gamma y PIGF. Tan solo la proporcién de casos para VEGF fue

superior en el grupo a término que en los dos otros grupos.

En el estudio de los RNAm observamos diferencias estadisticamente
significativas para la mediana de IL-6, TNF alfa , que fue muy similar entre los grupos
pretérmino y falsa APP y superiores al grupo a término, y VEGFB que fue similar en los

grupo pretérmino y falsa APP e inferior al obtenido para el grupo a término.

En el estudio de la proporcién de casos con valores superiores a 1,5 MoMs el
grupo pretérmino fue el que obtuvo mayor proporcion de casos con valores elevados
para todas las variable salvo para INF gamma. Si consideramos inflamacién como IL6 y
TNF alfa superiores a 1,5 MoM observamos que en los grupos en los que se incluyen
los pacientes diagnosticados de APP es significativamente superior que en el grupo
control (14% vs 2,4), siendo las proporciones similares entre los grupos de pretérminos

y falsas APP.

Estos datos se ven representados en el siguiente grafico:
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Considerando el punto 0 como el valor obtenido en grupo a término con
gestacidon de curso normal, podemos observar como el RNAm en los grupo pretérmino
y falsa APP se diferencia con respecto al grupo a término y como el perfil inflamatorio

de estos dos grupos tiene muchas semejanzas entre si.

Los datos que reportamos sobre el perfil inflamatorio que se produce en las

falsas APP es sin duda novedoso y no reflejado previamente en la literatura médica.

Espinoza et al. (2007), en un estudio de cohorte retrospectivo que incluye 849
pacientes hospitalizados entre 20 y 36 semanas de gestacién con un diagndstico de
trabajo de parto prematuro, informaron de que un episodio de trabajo de parto
prematuro cuando finalmente el parto se produce a término, es un factor de riesgo
para el nacimiento de un pequefio recién nacido para la edad gestacional (peso al
nacer <percentil 10 para la edad gestacional). Este riesgo se correlaciond
positivamente con el intervalo entre el episodio de trabajo de parto prematuro vy el
parto con una odds ratio de 2,22 (IC 95%, 1,28-3,85) para el nacimiento de un recién
nacido PEG (después de controlar por las variables de confusién). Es de destacar que
las placentas de pacientes que dieron a luz a término tuvieron una frecuencia

significativamente mayor de lesiones vasculares fetales o maternas (sin evidencia
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histoldgica de inflamacién) que los que nacieron prematuramente (p = 0,01). Estas
observaciones sugirieron que los insultos a la unidad fetoplacentaria, tales como la
anormalidad vascular, pueden ser resueltos por parto prematuro irreversible o la
restriccion del crecimiento fetal. Sobre la razén de por qué los neonatos nacidos a
término después de un episodio de APP tienen mas probabilidades de ser pequefios

Michelle Lampl et al proponen tres alternativas que incluyen:

1) Es posible que el "evento de trabajo de parto prematuro" en si constituya un
insulto para el crecimiento fetal, alterando la tasa de crecimiento fetal
posterior.

2) Es posible que un patrén de crecimiento fetal alterado anterior finalmente
culmine en el fenotipo de trabajo de parto prematuro;

3) Es posible que una de las causas subyacentes del trabajo de parto prematuro

provoquen tanto el evento y el insulto para un crecimiento posterior.

En este estudio observaron que una mayor proporcién de fetos nacidos a
término después de un episodio de trabajo de parto prematuro experimentd una
disminucién en el percentil durante el tercer trimestre (p = 0,05) en comparacién con
los de los embarazos sin complicaciones, con una odds ratio de 1,47 (IC del 95%, 1,04 -
2,07, p = 0,03). Por el contrario una mayor proporcion de fetos en el grupo sin
complicaciones experimentd un aumento de los percentiles de crecimiento durante el

mismo intervalo de tiempo (p = 0,02).

Estas observaciones sugieren que la amenaza de parto pretémino puede no ser
una caracteristica benigna en la historia natural del embarazo para el feto con la
continua su vida intrauterina, con repercusiones para el crecimiento que se acumulan
con el tiempo. Esto se reflejo en la interaccion significativa entre el tiempo hasta el
parto y el riesgo de disminucion en el percentil de los fetos de embarazos que

experimentan una APP 2%

La demostracion de un patron inflamatorio diferente entre los grupos de
nacidos a término en funciéon del antecedente de APP apoya el hecho de que el

ambiente intrauterino en el que se desarrollan los fetos que sufren un antecedente de
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amenaza de parto pretérmino puede no ser un medio adecuado para el desarrollo
fetal y que por lo tanto esta sea una de las posibles causas por las que estos recién
nacidos no alcanzan su potencial de crecimiento éptimo. Ademas observamos que el
patréon inflamatorio en el grupo de falsa APP tiene mas similitudes con el grupo
pretérmino que con el grupo de los nacidos a término. Nuestro estudio pone de
manifiesto un dato mas para la consideraciéon de la falsa APP como un evento no
benigno para el feto que aunque no se vea sometido a la morbilidad que conlleva la
prematuridad si que sufre un proceso patoldgico que activa de alguna forma parte de
la via comun del parto. Desde nuestro punto de vista, estas gestaciones deberian ser
consideradas como gestaciones de alto riesgo que precisan un control estrecho por su

riesgo de morbilidad.

Por ultimo, aunque el parto prematuro se define tradicionalmente como el
nacimiento antes de las 37 semanas de gestacion, se han utilizado dos puntos de edad
gestacional diferentes para definir subgrupos de parto prematuro. La primera fue
parto prematuro antes de las 32 semanas de gestacion. Esta edad gestacional fue
seleccionado debido a que en estos pacientes, la infeccion bacteriana intraamnidticay
la inflamacién es un mecanismo frecuente de la enfermedad, en la que las
concentraciones de liquido amnidtico de quimioquinas (tales como IL-8 y MCP-1)2%8 2%,
citoquinas (por ejemplo, IL-6, TNF-a, IL-1)*!°, patrones moleculares (HMGB-1), las
proteinas de choque térmico, y péptidos antimicrobianos, estan elevados en el
momento del diagndstico de trabajo de parto prematuro. La infeccion intraamniotica y
corioamnionitis aguda es menos frecuente en los pacientes con parto prematuro
después de 32 semanas de gestacion. El segundo subgrupo de parto prematuro fue el
parto prematuro después de 32 semanas de gestacién. La justificacion de esta

definicion es que después de 32 semanas de gestacidn, corioamnionitis crénica y las

lesiones vasculares emergen lesiones placentarias como frecuentes.

En el andlisis de los pretérminos en funcidén de su edad gestacional nuestros
datos reflejan un mayor perfil inflamatorio en los pretérminos tardios en contra de lo
gue se refleja en la literatura. Pensamos que estos datos se deben principalmente por

el pequefio numero de casos de pretérminos precoces que identificamos en nuestro
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estudio.

La literatura médica refleja una mayor concentracion de IL-6 en liquido
amnidtico en los parto prematuros precoces frente a los tardios y una mayor
concentracion IP-10 en los pretérminos tardios. Estos estudios confirma que hay al
menos dos tipos distintos de inflamacion intramniotica que se caracterizan por la
elevacion en liqguido amnidtico de IL-6 y una segunda caracterizada por elevaciones de
guimiocinas de células T como IP-10. La elevacién en segundo trimestre de IL-6
supondria un factor de riesgo para el parto pretérmino precoz y la elevacion de IP-10

para el parto pretérmino tardio.?**

En relacién con estos datos, otro estudio reciente caracteriza la diferente
correlacion entre las redes bioldgicas de las citocinas a fin de dar una idea de la
biopatologia diferencial que se produce en funcién de la causa que desencadene la
respuesta del parto pretérmino, siendo esta diferente entre diferentes grupos en
funcion de que se identifique infeccion e inflamacién en liguido amnidtico,

inflamacion estéril o ninguna de las dos caracteristicas.?*?

Los datos que se obtienen del presente estudio reflejan patrones de expresion
génica diferentes en funcion de la edad gestacional a la que se produce el parto y el

antecedente de amenaza de parto prematuro.

La placenta es un drgano de gran relevancia para el mantenimiento del medio
intrautero y la expresion a este nivel de diferente genes puede ser la respuesta a una
gran variedad de insultos que afecten al desarrollo fetal. La placenta es el drgano
respiratorio fetal, actua como su sistema endocrino y participa de la defensa del feto
ante las agresiones. El concepto de placenta como drgano que analiza constantemente
cual es la situacion fetal y que responde ante los cambios en el feto y en el ambiente
intrauterino mediante la expresidén o supresion de determinados genes se correlaciona
con los datos obtenidos en nuestro analisis. La respuesta que el tejido placentario
ofrece ante una agresion puede desencadenar el parto pretérmino mediante la sobre
expresion de RNAm de interleucinas proinflamatorias, puede modificar las resistencias

fetales en los vasos fetales, y podria a su vez expresar factores que hacen que se
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desencadene una amenaza de parto pretérmino sin ser suficiente para que el efecto se

produzca finalmente.

El estudio realizado no puede extrapolarse a la poblacion general ya que la
muestra es pequefia pero sienta las bases para el estudio de las respuestas
placentarias en funcion de los agentes agresores para el feto. Por otro lado en
consonancia con estudios realizados sobre la falsa amenaza de parto prematuro refleja
un perfil inflamatorio en estos embarazos muy diferente del que se produce en la
gestacion normal y por ende se deberia considerar a estos embarazo como
gestaciones de alto riesgo obstétrico, por su medio intrauterino posiblemente nocivo,
por su mayor riesgo de afectar al crecimiento fetal y por la mayor frecuencia de
alteraciones placentarias encontradas en estos casos. Ademas, la vida intrauterina en
un ambiente no propicio podria ocasionar alteraciones a nivel de los parénquimas
fetales en desarrollo como el sistema endocrino o SNC que son muy susceptibles en
este periodo de la vida. En este sentido, el hecho de tener un antecedente de APP en
la vida intrauterina podria tener repercusion en toda la vida futura del individuo como
ponen de manifiesto las teorias de Baker. Estos niveles inflamatorios elevados
persistentes durante varias semanas de vida intrauterina podrian ser determinantes en
los cambios epigenotipicos en el DNA fetal y condicionar sus respuestas bioldgicas a lo
largo de su vida futura. Sin duda, se necesitan mas estudios para poder confirmar estas

teorias con muestras mayores en los tres grupos.

5. IMPLICACIONES PARA LA PRACTICA CLINICA.

Con los datos obtenidos del presente estudio, se evidencia la importancia de un
adecuado control prenatal. A dia de hoy desconocemos la etiologia del parto
pretérmino, la fisiopatologia y por su puesto cuales son las medidas de tratamiento
eficaces. Es necesario establecer estrategias de estudio de esta patologia a fin de tratar
de entender cuales son las causas que la desarrollan y poder establecer estrategias

individualizadas para su tratamiento en funcién de la causa.

Por otro lado, el estudio pone de manifiesto que un evento de falsa APP tiene

una repercusion en la vida fetal superior a la estimada hasta el momento. Quizas estos
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fetos precisen un control mas estrecho tanto clinico como ecografico a fin de
identificar en cuales de ellos su potencial de crecimiento se ve afectado y tratar de
identificar cuales son las razones que le llevaron a sufrir un proceso de aumento de

contractilidad uterina.

6. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Durante la realizacién del presente trabajo identificamos varias limitaciones

gue deben ser consideradas a en el momento de la interpretacién de los datos.

El presente trabajo es un estudio de casos y controles prospectivo con
muestras bioldgicas que se recogen durante el parto. La impredicibilidad del momento
del parto constituye una limitacion tanto para la recogida de las muestras como para
su mantenimiento. El gran numero de personas que trabajan en nuestro medio
durante la asistencia al parto hace que en ocasiones no se realice la recogida de
muestras bioldgicas de algunas de las pacientes incluidas en nuestro estudio por

desconocimiento del protocolo.

El tratamiento de las muestras bioldgicas conlleva una serie de medidas que
deben ser tenidas en cuenta para su mantenimiento hasta el procesamiento que
dependen del tiempo que se tarda desde la recogida hasta la congelacién que también

supuso una limitacién importante.

Por otro lado, la deteccién por amplificacion gendmica presenta el
inconveniente de los falsos negativos debidos, bien a una calidad inadecuada del ADN
de la muestra (por toma de cantidad insuficiente de muestra, por degradacién del ADN
debida a una inadecuada conservacion o por pérdida del ADN de la muestra durante su

extraccion), o bien a la presencia de inhibidores de la ADN polimerasa en las muestras.

Por otro lado la consecucién de una muestra suficiente de casos conlleva que el
protocolo del estudio se prolongue durante varios aflos para conseguir un numero
reducido de casos como en nuestro estudio aunque una de las limitaciones mas
importantes ha sido la econdmica. El andlisis proetedmico y la secuenciacién del RNA

mensajero son todavia hoy técnicas caras que requieren una gran inversion de dinero.
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La presencia de determinados factores sociodemograficos como el nivel
educativo bajo o el antecedente de parto pretérmino se asocian tanto con la

amenaza de parto pretérmino como con el parto pretérmino.

El bajo peso materno y un IMC bajo se asocia tanto con la amenaza de parto

pretérmino como con el parto pretérmino.

El antecedente de una falsa amenaza de parto pretérmino se asocia con un
peor resultado perinatal que los nacidos a término sin episodio previo de falsa
APP, demostrado por el mayor porcentaje de ingresos neonatales en UCI asi

como con un menor peso al nacer.

Tanto los nacidos pretérmino como los nacidos a término con antecedente de
falsa APP presentaron un mayor perfil inflamatorio y angiogénico en sangre de

corddn que los nacidos a término sin antecedente de falsa APP.

En las placentas de los recién nacidos pretérmino como de los recién nacidos
con antecedente de un episodio de APP, se observd una tendencia superior a la
sobreexpresiéon de RNA mensajero para los biomarcadores proinflamatorios y

angiogénicos en comparacion con las placentas de los nacidos a término.

La presentacion clinica de la amenaza de parto pretérmino se asocia con una
expresion génica inflamatoria y angiogénica cualitativamente similar entre los

nacidos pretérmino vy los finalmente nacidos a término.
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ANEXO 1

HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO
HOJA DE INFORMACION

Disfuncion trofoblastica secundaria a la infecciéon por Virus del Papiloma Humano y
asociacioén con el parto pretérmino

Como usted sabe, una de las actividades mas importantes de la sanidad, junto con la
asistencia a pacientes, es la investigacion biomédica. Esto requiere, entre otras cosas, recoger
datos de pacientes para analizarlos y obtener conclusiones que puedan ser utiles para futuros
pacientes. Le invitamos a participar en un estudio que se va a desarrollar en el Hospital Clinico
Universitario, y cuyo objetivo es estudiar la asociacidon que existe entre la infeccién genital por
el virus del papiloma humano y el parto pretérmino.

De acuerdo con las normas bioéticas y la legislacion vigente, necesitamos su autorizacién para
utilizar la informacion clinica (datos, imagenes, otros). Todas las exploraciones que se van a
realizar forman parte de la practica clinica diaria, y son totalmente inofensivas para usted y su
bebé.

¢En qué consiste el estudio? Se entiende por parto pretérmino el nacimiento de una bebé
antes de las 37 semanas de embarazo y se cree que es responsable del 70% de los problemas
de los recién nacidos. La amenaza de parto pretérmino es la causa principal del ingreso
hospitalario durante el embarazo aunque, la mayoria de las pacientes ingresadas por este
motivo (70-80%) no presentaran finalmente un parto pretérmino. Aun asi, que haya un 20-30%
de partos prematuros, supone un porcentaje muy alto con respecto a la poblacién general y por
eso se considera a la poblacién con amenaza de parto pretérmino como un grupo de riesgo.

El virus del papiloma humano (VPH) es la infeccién mas frecuente del aparato genital, alguno
estudios refieren que hasta el 80% de los adultos han tenido contacto con el VPH en algun
momento de su vida. Datos recientes parecen encontrar un incremento de riesgo de tener un
parto pretérmino en pacientes que tienen una infeccién por HPV en la placenta. El objetivo de
nuestro estudio es estudiar la posible asociacién entre la infeccion genital por VPH y el parto
pretérmino.

En todo momento puedes solicitar explicaciones a tu médico sobre el desarrollo del estudio. Y
después, si estas de acuerdo con lo que se te propone, seras seleccionado para participar.

A partir de tu aceptacion del estudio haremos lo siguiente:

Se le realizara unos cultivos vaginales para poder determinar posibles infecciones del aparato
genital. La realizacién de los cultivos vaginales no duele, y no supone ningun riesgo para el
embarazo.

En el caso de comprobarse infeccién genital por el VPH, se le realizara una citologia cérvico-
vaginal y una colposcopia. Ni la citologia ni la colposcopia producen dolor, y no suponen ningun
riesgo para el embarazo.

Después se te realizaran varias visitas de seguimiento antes del parto. En estas visitas
rutinarias se recogera informacién médica tuya.

En el parto, una vez haya nacido el bebé y cortado el cordon umbilical, se realizara una
extraccion de sangre del corddén umbilical, y se tomara una muestra de la placenta. En ningun
caso se le sacara sangre a usted ni al bebé, ni se le hara ningun tipo de exploracién o prueba
diferente de las habituales. Tras el parto se recogeran una serie de datos médicos informativos
tuyos y de tu bebé; datos como: numero de semanas de embarazo en el momento del parto, la
presencia de algun problema de prematuridad en tu hijo (si fuera prematuro) y si ha habido
algun problema durante el parto. También es posible que contactemos contigo mas adelante
para preguntarte sobre tu evolucién y/o la de tu bebé.

.Existe algun riesgo por participar en este estudio? No existen desventajas ni riesgos
afiadidos para usted ni para su bebé. Todas las exploraciones empleadas durante el proceso
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son técnicas totalmente inofensivas, y por supuesto no implican dolor ni ningun riesgo para la
salud.

¢Qué ocurre si se niega a participar en el estudio? Su participacién en el estudio es
absolutamente voluntaria. En cualquier momento puede usted cambiar de opinion y salir del
estudio.

Le agradecemos su colaboracion y estamos a su disposicidon para contestar cualquier pregunta
que quiera realizar. Los datos del estudio son confidenciales y s6lo tendran acceso a ellos los
investigadores y el personal encargado de garantizar la calidad de los datos. Las autoridades
sanitarias pueden, eventualmente, acceder a los mismos durante una inspeccion. Los nombres
de los participantes no apareceran en ninguna informaciéon o publicacion de los datos del
estudio. Su informacién personal no estara disponible al publico, cumpliendo los establecido en
la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Protecciéon de Datos de Caracter Personal.
Por otro lado, ha de saber que cualquier estudio de investigacion que se realiza en la
Comunidad Autéonoma de Aragon dispone de la aprobacion del Comité Etico del Instituo
Aragonés de Ciencias de la Salud.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO:

Titulo del PROYECTO: Disfuncién trofoblastica secundaria a la infeccion por Virus del
Papiloma Humano y asociacioén con el parto pretérmino

Y 0, oo (nombre y apellidos del participante)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio y he recibido suficiente informacion sobre el
mismo.
He hablado CON: ... (nombre del investigador)
Comprendo que mi participacién es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1) cuando quiera

2) sin tener que dar explicaciones

3) sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Deseo ser informado sobre los resultados del estudio: si  no (marque lo que proceda)
Acepto que las muestras derivadas de este estudio puedan ser utilizadas en futuras
investigaciones (relacionadas con ésta), incluyendo analisis genéticos: si no (marque lo

que proceda)

Doy mi conformidad para que mis datos clinicos sean revisados por personal ajeno al centro,

para los fines del estudio, y soy consciente de que este consentimiento es revocable.

He recibido una copia firmada de este Consentimiento Informado.

Firma del participante:

Fecha:

He explicado la naturaleza y el propésito del estudio al paciente mencionado

Firma del Investigador:

Fecha:

Consentimiento informado estudio Disfuncion trofoblastica secundaria a la infeccion por Virus

del Papiloma Humano y asociacion con el parto pretérmino
Version 1.0, fecha: 5 de Abril de 2010
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Sl : Informe Dictamen Favorable
"; GOBIERNO Proyecto Investigacion Biomédica
—_——- DE ARAGON . C.P. PI10/00301 - C.I. P110/057

Baptpmento de Salud y Consumo 29 de septiembre de 2010

CEIC Aragon (CEICA)

Dfia. Maria Gonzélez Hinjos, Secretaria del CEIC Aragdn (CEICA)

CERTIFICA

19, Que el CEIC Aragon (CEICA) en su reunion del dia 28/09/2010, acta n® 14/2010 ha evaluado la propuesta del
promotor referida al estudio: ’

Titulo: Disfuncion trofoblastica secundaria a la infeccidn por Virus del Papiloma Humano (VPH) y asociacién con el
parto pretérmino

Versién Protocolo Evaluada: abril 2010
Version Hoja Informacion al Paciente Evaluada: V2 de 12/08/2010

19, Considera que

- El proyecto se plantea siguiendo los requisitos de la Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigacién Biomédica y su

realizacién es pertinente.
- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacién con los objetivos del estudio y estan

justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto.

- Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado como la compensacién prevista
para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su participacion en el estudio.

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

- La capacidad de los Investigadores y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

20, Por lo que este CEIC emite un DICTAMEN FAVORABLE.

390, Este CEIC acepta que dicho estudio sea realizado en los siguientes CEIC/Centros por los Investigadores:

CEIC Aragén (CEICA) Dr. Daniel Ords Lépez
(Obstetricia y Ginecologia) Hospital Clinico Universitario Lozano Blesa

Lo que firmo en Zaragoza, a 29 de septiembre de 2010

Fdo: ’ ~

4 Dﬁa,.,Mé.rfa Gonzalez Hinjos
Secretaria del CEIC Aragon (CEICA)
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ANEXO 2

Magnetic Luminex’ Screening Assay

Human Premixed Multi-Analyte Kit

(atalog Number LXSAHM

For the simultaneous detection of multiple human biomarkers in cell culture supernates,
serum, and plasma.

This package insert must be read in its entirety before using this product.
For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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INTRODUCTION

This kit contains the components required to screen up to 50 human biomarkers in cell culture
supernate, serum, and plasma samples in multiplexed sandwich ELISAs.

Magnetic Luminex® Screening Assays can be used to assess the levels of biomarkers of your
choosing in a single sample. For ease of use, the microparticles are premixed in one vial as are
the biotinylated detection antibodies.

PRINCIPLE OF THE ASSAY

Magnetic Luminex Screening Assay multiplex kits are designed for use with the Luminex
MAGPIX® CCD Imager. Alternatively, kits can be used with the Luminex 100/200™ or Bio-Rad®
Bio-Plex®, dual laser, flow-based sorting and detection platforms.

Analyte-specific antibodies are pre-coated onto color-coded magnetic microparticles.
Microparticles, standards and samples are pipetted into wells and the immobilized antibodies
bind the analytes of interest. After washing away any unbound substances, a biotinylated
antibody cocktail specific to the analytes of interest is added to each well. Following a wash to
remove any unbound biotinylated antibody, streptavidin-phycoerythrin conjugate
(Streptavidin-PE), which binds to the biotinylated antibody, is added to each well. A final wash
removes unbound Streptavidin-PE, the microparticles are resuspended in buffer and read
using the Luminex MAGPIX Analyzer. A magnet in the analyzer captures and holds the
superparamagnetic microparticles in a monolayer. Two spectrally distinct Light Emitting
Diodes (LEDs) illuminate the beads. One LED identifies the analyte that is being detected and
the second LED determines the magnitude of the PE-derived signal, which is in direct
proportion to the amount of analyte bound. Each well is imaged with a CCD camera. Kits can
also be used with Luminex 100/200 or a Bio-Rad Bio-Plex dual laser, flow-based systems.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

« FOR RESEARCH USE ONLY. NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES.

« The kit should not be used beyond the expiration date on the kit label.

» Do not mix or substitute reagents with those from other lots or sources.

- If samples generate values higher than the highest standard, further dilute the samples with
Calibrator Diluent and repeat the assay.

« Any variation in standard diluent, operator, pipetting technique, washing technique,
incubation time or temperature, and kit age can cause variation in binding.

- Variations in sample collection, processing, and storage may cause sample value differences.

- Discepancies may exist in values obtained for the same analyte utilizing different
technologies.

« Magnetic Luminex Screening Assays afford the user the benefit of multianalyte analysis of
biomarkers in a single sample. A multipurpose diluent is used to dilute samples, if necessary,
and provide accurate estimates of natural analytes in cell culture supernates, serum, and
plasma.

- Only the analytes listed on the enclosed Certificate of Analysis can be measured with
this kit.

www.RnDSystems.com 1
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MATERIALS PROVIDED & STORAGE CONDITIONS

Store the unopened kit at 2-8 °C. Do not use past kit expiration date.
This kit contains sufficient materials to run multiplex assays on one 96 well plate.

STORAGE OF OPENED, DILUTED,
PART PART # DESCRIPTION OR RECONSTITUTED MATERIAL
Human Standard 893899
Cocktail A
Human Standard 893901
Cocktail B
Human Standard 894368
Cocktail C*
Human Standard 893985
Cocktail D
Human Standard 893986
Cocktail Ef Once reconstituted, any
Human Standard 894162 | 2 vials of recombinant human biomarkers in a buffered remaining standard must
Cocktail Ff protein base with preservatives; lyophilized. be discarded. Use fresh
Human Standard 894625 standard(s) for each assay.
Cocktail G
Human Standard 896017
Cocktail H*
Human Standard 896018
Cocktail It
Human Standard 896019
Cocktail Jt
Human Standard 894824
Cocktail K*

*Provided this is within the expiration date of the kit.
fEach premixed kit may contain 1 or more of the unique Standard Cocktails (A-K), depending upon the analytes selected.

Note: The reconstitution method for the standard cocktail vials results in a 10X standard cocktail.
Therefore, the maximum number of different standard cocktails that can be mixed is ten. In the rare
instance more than ten different standard cocktails are provided, two standard curves must be
generated (e.g. if twelve different standard cocktail vials are provided, two standard curves must be
assayed. The first would contain ten standard cocktails and the second would contain two standard
cocktails).

2 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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MATERIALS PROVIDED & STORAGE CONDITIONS CONTINUED

ANEXOS

STORAGE OF OPENED, DILUTED,

PART PART # DESCRIPTION OR RECONSTITUTED MATERIAL

Human Magnetic 894723 | 0.6 mL of a concentrated microparticle cocktail with

Premixed Microparticle preservatives. May be stored for up to

Cocktail 1month at 2-8 °C.*

Human Premixed 893988 | 0.6 mL of a concentrated biotin antibody cocktail with Once diluted, these solutions

Biotin-Ab Cocktail preservatives. must be discarded. Use fresh

Streptavidin-PE 893535 | 0.250 mL of a concentrated streptavidin-phycoerythrin dilutions for each assay.

Concentrate conjugate with preservatives.

Diluent RD2-1 895970 | 11 mL of a buffered protein base with preservatives.

Calibrator Diluent 895438 | 2vials (21 mL/vial) of a buffered protein base with

RD6-52 preservatives. May be stored fgr upto
1month at 2-8 °C.*

Wash Buffer 895003 | 21mL ofa 25-fold concentrated solution of buffered

Concentrate surfactant with preservative. May turn yellow over time.

Microplate 641385 | 1flat-bottomed 96 well microplate used as a vessel for the assay.

Certificate of Analysis 752890 | 1sheet listing the selected analytes with the microparticle regions, standard reconstitution

volumes, and concentrations for the provided Standard(s).
Mixing Bottles 895505 | 2empty 8 mL bottles used for mixing microparticles with Diluent RD2-1.
Plate Sealers 640445 | 3 adhesive foil strips.

*Provided this is within the expiration date of the kit.

TECHNICAL HINTS

« When mixing or reconstituting protein solutions, always avoid foaming.

- To avoid cross-contamination, change pipette tips between additions of each standard level,
between sample additions, and between reagent additions. Also, use separate reservoirs for

each reagent.

«To ensure accurate results, proper adhesion of plate sealers during incubation steps is

necessary.

« Protect microparticles and Streptavidin-PE from light at all times to prevent photobleaching.

PRECAUTIONS

Some components in this kit contain ProClin® which may cause an allergic skin reaction. Avoid

breathing mist.

Wear protective gloves, clothing, eye, and face protection. Wash hands thoroughly after
handling. Please refer to the MSDS on our website prior to use.

www.RnDSystems.com

179



ANEXOS

OTHER SUPPLIES REQUIRED

« Luminex MAGPIX, Luminex 100/200, or Bio-Rad Bio-Plex analyzer with X-Y platform.
« Hand-held microplate magnet or platewasher with a magnetic platform.

« Pipettes and pipette tips.

« Deionized or distilled water.

« Multi-channel pipette, manifold dispenser, or automated dispensing unit.

+ 500 mL graduated cylinder.

- Polypropylene test tubes for dilution of standards and samples.

« Horizontal orbital microplate shaker (0.12" orbit) capable of maintaining a speed of
800 + 50 rpm.

« Microcentrifuge.

SAMPLE COLLECTION & STORAGE

The sample collection and storage conditions listed below are intended as general
guidelines. Sample stability has not been evaluated.

Cell Culture Supernates - Remove particulates by centrifugation and assay immediately or
aliquot and store samples at < -20 °C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Serum - Use a serum separator tube (SST) and allow samples to clot for 30 minutes at room
temperature before centrifuging for 15 minutes at 1000 x g. Remove serum and assay
immediately or aliquot and store samples at < -20 °C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Plasma - Collect plasma using EDTA or heparin as an anticoagulant. Centrifuge for 15 minutes
at 1000 x g within 30 minutes of collection. Assay immediately or aliquot and store samples at
<-20 °C. Avoid repeated freeze-thaw cycles.

Note: Citrate plasma have not been validated for use in this assay.

SAMPLE PREPARATION

To determine the appropriate dilution for each analyte, refer to the table located in the
following link http://www.RnDSystems.com/Products/LXSAHM.

Serum and plasma samples require at least a 2-fold dilution. A suggested 2-fold dilution is
75 uL of sample + 75 pL of Calibrator Diluent RD6-52. Mix thoroughly.

High abundance biomarkers may require additional dilution such as 50- or 200-fold.

A suggested 50-fold dilution is 10 uL of sample + 490 uL of Calibrator Diluent RD6-52.
Mix thoroughly.

A suggested 200-fold dilution can be achieved by adding 10 pL of sample to 90 uL of
Calibrator Diluent RD6-52. Complete the 200-fold dilution by adding 10 pL of the diluted
sample to 190 uL Calibrator Diluent RD6-52.

4 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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REAGENT PREPARATION
Bring all reagents to room temperature before use.

Wash Buffer - If crystals have formed in the concentrate, warm to room temperature and mix
gently until the crystals have completely dissolved. Add 20 mL of Wash Buffer Concentrate to
deionized or distilled water to prepare 500 mL of Wash Buffer.

Standards - The standards provided in the kit will differ depending on the analytes selected,
but may include up to 10 unique Standard Cocktails (A-J). Reconstitute 1 each of the unique
Standard Cocktails provided in the kit with Calibrator Diluent RD6-52. Refer to the Certificate of
Analysis for reconstitution volumes. Allow the standard to sit for a minimum of 15 minutes with
gentle agitation prior to making dilutions. Upon reconstitution, each Standard Cocktail is a

10X concentrate.

Use polypropylene tubes. Combine the Standard Cocktails with Calibrator Diluent RD6-52
according to the table below. This results in a single 1X Standard containing all of the selected
analytes. Label this as Standard 1.

Number of Unique Standard Volume to Combine into Volume of Calibrator Total Volume of
Cocktails Provided a Single Tube Diluent Required Standard 1
1 100 uL 900 uL 1000 pL
2 100 L of each 800 uL 1000 uL
3 100 L of each 700 pL 1000 pL
4 100 L of each 600 L 1000 pL
5 100 L of each 500 pL 1000 pL
6 100 L of each 400 uL 1000 pL
7 100 pL of each 300 pL 1000 uL
8 100 pL of each 200 pL 1000 uL
9 100 L of each 100 pL 1000 pL
10 100 L of each opL 1000 pL

Pipette 200 uL of Calibrator Diluent RD6-52 into each of 5 test tubes labeled 2-6. Use
Standard 1 to produce a 3-fold dilution series (below). Mix each tube thoroughly before the
next transfer. Standard 1 serves as the high standard. Calibrator Diluent RD6-52 serves as the
blank. Refer to the Certificate of Analysis for the assigned values of combined Standard 1.
Note: /f more than ten standard cocktails are supplied, refer to the note on page 2.

100 pL of

STANDARD TANDARD: STANDARD. STANDARD! STANDARD! —

Standard Standard Standard Standard Standard
Cocktail Cocktail Cocktail Cocktail Cocktail

each Standard \
100pL 100 L 100 pL 100 uL 100 pL

TANDARD STANDARD STANDARD STANDARD ' .\ u m

3 L] r > k]
STANDARD S
Standard Standard Standard Standard Standard Standard 1 Standard 2 Standard3 Standard4 Standard5 Standard 6
Cocktail Cocktail Cocktail Cocktail Cocktail
www.RnDSystems.com 5
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DILUTED MICROPARTICLE COCKTAIL PREPARATION

1. Centrifuge the Microparticle Cocktail vial for 30 seconds at 1000 x g prior to removing
the cap.

2. Gently vortex the vial to resuspend the microparticles, taking precautions not to invert
the vial.

3. Dilute the Microparticle Cocktail using Diluent RD2-1 in the mixing bottle provided.

Number of Wells Used Microparticle Cocktail + Diluent RD2-1
96 500 pL + 5.00 mL
48 250 uL + 2.50 mL
24 125 L + 1.25mL

Note: Protect microparticles from light during handling. Prepare microparticles within 30 minutes
of use. Diluted microparticles cannot be stored.

DILUTED BIOTIN ANTIBODY COCKTAIL PREPARATION

1. Centrifuge the Biotin Antibody Cocktail vial for 30 seconds at 1000 x g prior to removing
the cap.

2. Gently vortex the vial, taking precautions not to invert the vial.
3. Dilute the Biotin Antibody Cocktail in Diluent RD2-1. Mix gently.

Number of Wells Used Biotin Antibody Cocktail + Diluent RD2-1
9% 500 pL + 5.00 mL
48 250 L + 2.50 mL
24 125 uL + 1.25mL

STREPTAVIDIN-PE PREPARATION

Use a polypropylene amber bottle or a polypropylene test tube wrapped with aluminum
foil. Protect the Streptavidin-PE from light during handling and storage.

1. Centrifuge the Streptavidin-PE vial for 30 seconds at 1000 x g prior to removing the cap.

2. Gently vortex the vial, taking precautions not to invert the vial.

3. Dilute the Streptavidin-PE Concentrate to a 1X concentration by adding 220 pL of
Streptavidin-PE Concentrate to 5.35 mL of Wash Buffer. This provides enough Streptavidin-PE
to assay one 96-well microplate. If assaying less than 96 wells, adjust these volumes
accordingly.

6 For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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INSTRUMENT SETTINGS
Luminex MAGPIX analyzer:

a) Assign the microparticle region for each analyte being measured
(see Certificate of Analysis for details)

b) 50 events/bead

¢) Sample size: 50 pL

d) Collect Median Fluorescence Intensity (MFI)

Luminex 100/200 and Bio-Rad Bio-Plex analyzers:

Note: Calibrate the analyzer using the proper reagents for superparamagnetic microparticles (refer
to instrument manual).

a) Assign the microparticle region for each analyte being measured (see Certificate of Analysis
for details)

b) 50 events/bead

¢) Minimum events: 0

d) Flow rate: 60 pL/minute (fast)

e) Sample size: 50 pL

f) Doublet Discriminator gates at approximately 8000 and 16,500

g) Collect MFI

Note: The CAL2 setting for the Bio-Rad Bio-Plex analyzer should be set at the low RP1 target value.

www.RnDSystems.com 7
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ASSAY PROCEDURE

Bring all reagents and samples to room temperature before use. It is recommended that
all samples and standards be assayed in duplicate.

Note: Protect microparticles and Streptavidin-PE from light at all times.

1

2.

3.

10.

. Prepare all reagents, standards, and samples as directed in the previous sections.

Resuspend the diluted microparticle cocktail by inversion or vortexing. Add 50 pL of the
microparticle cocktail to each well of the microplate.

Add 50 pL of Standard or sample* per well. Securely cover with a foil plate sealer. Incubate
for 2 hours at room temperature on a horizontal orbital microplate shaker (0.12" orbit) set
at 800 £ 50 rpm. A plate layout is provided to record standards and samples assayed.

. Using a magnetic device designed to accommodate a microplate, wash by applying the

magnet to the bottom of the microplate, removing the liquid, filling each well with Wash
Buffer (100 pL) and removing the liquid again. Complete removal of liquid is essential for
good performance. Perform the wash procedure three times.

Note: Refer to the magnetic device user manual for proper wash technique using a flat bottom
microplate.

. Add 50 pL of diluted Biotin Antibody Cocktail to each well. Securely cover with a foil plate

sealer and incubate for 1 hour at room temperature on the shaker set at 800 + 50 rpm.

. Repeat the wash as in step 4.

. Add 50 pL of diluted Streptavidin-PE to each well. Securely cover with a foil plate sealer and

incubate for 30 minutes at room temperature on the shaker set at 800 + 50 rpm.

. Repeat the wash as in step 4.

. Resuspend the microparticles by adding 100 pL of Wash Buffer to each well. Incubate for

2 minutes on the shaker set at 800 = 50 rpm.

Read within 90 minutes using a Luminex or Bio-Rad analyzer.
Note: Resuspend microparticles immediately prior to reading.

*Samples may require dilution. See Sample Preparation section.

8

For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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CALCULATION OF RESULTS

Use the Standard concentrations on the Certificate of Analysis and calculate 3-fold dilutions for
the remaining levels. Average the duplicate readings for each standard and sample and
subtract the average blank Median Fluorescence Intensity (MFI).

Create a standard curve for each analyte by reducing the data using computer software
capable of generating a five parameter logistic (5-PL) curve-fit.

If samples have been diluted, the concentration read from the standard curve must be
multiplied by the dilution factor.

CALIBRATION

This assay is calibrated against highly purified recombinant human biomarkers produced at
R&D Systems.

All trademarks and registered trademarks are the property of their respective owners.

www.RnDSystems.com 9
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:=: I- PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO Codigo: PNT.T22.12.17
1 = 5 Extraccién manual de DNA a partir de sangre con la | Edicion:

st Aragonés quimica Flexigene Pagina 2 de 4
1. OBJETO

Describir como realizar la extraccion de DNA a partir la sangre con la quimica Flexigene.

2. ALCANCE

A todas las muestras de sangre a que se extraen DNA con la quimica Flexigene.

3. MATERIALES Y REACTIVOS

| Nombe |  Especificacion |

Liquido de lisis FG1
Liquido de extraccion FG2
Tampon para disolver DNA FG3

Etanol para lavado 70% (vIv)

2-propanol

De 1,5y de 2 ml 6 15ml 6 50 ml, estériles y libres de DNAsas y RNAsas

Etiquetas tubos Etiquetas para impresora Brady

|
|
|
|
|
Puntas de pipetas | Estériles y libres de DNAsas y RNAsas
|
|
|
|
|

|
|
|
|
|
|
‘ Tubos de reaccion
|
|
|
|

Proteasa Proteasa Q (Qiagen)
Papel De filtro y de mano
Guantes Nitrilo sin polvo
4. EQUIPOS

m Agitador de un tubo HEIDOLPH REAX T22-AG02.
m Nevera Edesa Clase A Dinamic T22-NEVO01.

m Nevera Edesa Romantic T22-NEV02.

m Congelador -20°C asociado a NEV01 T22-CO01.
m Congelador -20°C asociado a NEV02 T22-CO02.
m Congelador -80° SANYO T22-CO03.

W Pipeteador automatico PanAid T22-PA01.

® Incubador Comfort T22-XXX.

W Bafio de agua T22-BA01.

B Pipetas T22-MPPREO02, T22-MPPREO5, T22-PA01.

m T22-CT01.

5. MEDIDAS DE SEGURIDAD Y PRECAUCIONES A TOMAR

m Cuando se manipulen sustancias quimicas que supongan un riesgo para la salud, se
realizara con las medidas de proteccion adecuadas.

m Los desechos de sustancias se eliminaran en los contenedores dispuestos para tal fin
dependiendo de su tipo de toxicidad.

m Cualquier accidente que ocurra se comunicara al Responsable del Servicio.

m Todos los reactivos deben ser considerados peligrosos.

m Solo deben ser manejados por personal entrenado.

m La persona que vaya a utilizar esta técnica manipulara material bioldgico y debe llevar bata
de laboratorio y guantes de laboratorio de nitrilo SIN POLVO.
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PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO Codigo: PNT.T22.12.17

Extraccién manual de DNA a partir de sangre con la | Edicion:
quimica Flexigene Pagina 3 de 4

6.

6.1

m Los reactivos no deben entrar en contacto con ojos y piel. En caso de contacto con ojos o
piel, lavar inmediatamente la zona de contacto con abundante agua.

DESARROLLO

Preparacion de reactivos

Los reactivos FG1, FG2, FG3 y 70% de etanol se preparan segun PNT.T22.12.11 Preparacioén de
reactivos.

La proteasa Q se disuelve con 7 ml de FG3 y se almacena en alicuotas en el congelador.

6.2
1.

w

10.
11
12.
13.

14.
15.

16.

17.
18.
19.
20.

21.

Operativa

Prepararemos el fichero de ensayo F.T22.12.02.01 Extraccion manual de DNA donde
rellenaremos la identificacion de la muestra, el codigo del cliente y control de la muestra
previa extraccion en la hoja “Fichero Ensayo” del fichero de ensayo.

Prepararemos tubos con FG1 segun la tabla 2.
Descongelaremos la muestra de sangre en el bafio de agua T22-Bi01 a 37°C.

AnRadiremos la cantidad de sangre necesaria al tubo con FG1 y mezclaremos invirtiendo el
tubo cerrado entre 3 y 5 veces.

Centrifugaremos segun la tabla1.
Descartaremos el sobrenadante, volcando el tubo.

Resuspenderemos las células mezclando durante unos segundos con ayuda del agitador T22-
AGO02.

AfRadiremos FG2/proteasa Q segun la tabla 2 y mezclaremos con ayuda del agitador T22-
AGO02 hasta resuspender las células.

Incubaremos un minimo de 10 minutos a 65°C en el bafio de agua T22-Bi01.
ARadiremos 2-propanol segun la tabla 1 y mezclaremos con ayuda del agitador T22-AG02.

. Centrifugaremos 5 minutos a 2500Xg.

Descartaremos el sobrenadante, volcando el tubo.

Anadiremos 70% etanol (V/V) segun la tabla 2 y mezclaremos con ayuda del agitador T22-
AGO02.

Centrifugaremos 5 minutos a 2500Xg.

Descartaremos el sobrenadante, volcando el tubo y dejaremos escurrir encima de un papel
absorbente durante 3 a 5 minutos.

Bajaremos el liquido durante unos segundos en la centrifuga y quitaremos el 70% etanol con
pipeta.

Dejaremos secar durante 3 a 5 minutos a temperatura ambiente.
AnRadiremos la cantidad de FG3 segun la tabla 2 o segun acordado con el cliente.
Incubaremos durante al menos una hora a 65°C.

Mezclaremos durante unos segundos con ayuda del agitador T22-AG02 y centrifugaremos
durante unos segundos.

Transferiremos el DNA a un tubo de 1,5 ml, previamente etiquetado y guardaremos en la nevera.

189



ANEXOS

Volumen muestra (ml) Tlp(omtll)lbo Centrifugacion sangre (rcf)

PROCEDIMIENTO NORMALIZADO DE TRABAJO

Codigo: PNT.T22.12.17

1 c 5 Extraccion manual de DNA a partir de sangre con la
Instituto Aragonés quimica Flexigene

de Ciencias de la Salud

Edicion:

Pagina 4 de 4

Tabla 1: Condiciones centrifugacion.

Centrifugacion

precipitacion (rcf)

<05 11000 16000
| 0.5-4 \ 15 \ 2300 | 2500
| 5-10 | 50 | 2300 | 2500

Tabla 2: Volumenes reactivos requeridos.

i | | [ [P [ e
muestra (ml) proteasa Q (mI)

| <0,5 | 1,250 ‘ | ‘

| 1 | ‘ 0,5 ‘ 0,5 | 0,5 ‘ 0,2
I L R T I R R
| 3 | 7,5 | 15 ‘ 1,5 | 1,5 | 0,3
&+ [ W[ = [ = [z [ o4
| 5 | 12,5 | 3 ‘ 4 | 4 | 0,5
e [ s [ s [ & [ & [ s
| 7 | 17,5 | 35 ’ 4 | 4 | 0,7
T 2 O S R B
| 9 | 22,5 | 45 ‘ 5 | 5 | 0,9
e [ m [ s [ s [ s [

6.3Conservacion del producto

Las muestras de DNA obtenidas, debidamente identificadas con etiqueta, las guardaremos en la
nevera Edesa Romantic (T22-NEV02) hasta entregarlas al usuario. Si la muestra lo requiere y a

peticion del usuario se guardaran las muestras en el congelador -80 (T22-CO03).

7. CONTROLES DE CALIDAD

La concentracién del DNA obtenido dependera de la cantidad y composicion de la muestra pero

debe superar una concentracion de 20ng/ul.

El ratio 260/280 de las absorbancias obtenidas a 260nm y 280nm indican la pureza del DNA

obtenido y el valor del ratio 260/280 debe estar entre 1,7 y 2,0.

En caso de que no se alcanzasen los valores, se comunicaria de inmediato al cliente y se procede a

la apertura de una No Conformidad.

8. ANEXOS

m Poner los formatos cuando estén
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ANEXO 4

PUBLICACIONES Y COMUNICACIONES DERIVADAS DE ESTA TESIS
DOCTORAL

M Garcés, P Bretdn, D Oros, R Gonzalez de Agliero, JV Gonzalez-Navarro, Ernesto
Fabre Gonzalez. Human papillomavirus infection of the lower genital tract : a possible
cause of placental dysfunction. Hospital Clinico Universitario Zaragoza, Instituto
Aragonés de Ciencias de la Salud, Zaragoza, Spain,9th Congress of the European

Society of Gynecology. Copenhagen, Denmark, 8-11 September 2011

P Bretén Hernandez, M Garcés Valenzuela, E Moreno Romea, C Paules Tejero, R
Benito, D Oros. Lower genital tract infection by HPV: correlation with HPV-induced
trophoblastic dysfunction in late preterm birth. P Bretén Hernandez, M Garcés
Valenzuela, E Moreno Romea, C Paules Tejero, R Benito, D Oros. Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa, Zaragoza. 24th World Congress on Ultrasound in Obstetric

and Gynecology. Barcelona, Spain, 14-17 september 2014

Daniel Oros, Jon Schoorlemmer, Mark Strunk, Cristina Paules, Patricia Breton, Victoria
Pueyo. Altered gene expression in human plaentas after threatened preterm labour

12th World Congress Perinatal Medicine, Madrid, Spain, 3-6 november 2015.
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