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Resumen (espafiol)

El objetivo de la investigacidn fue establecer las concentraciones de factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) total
en preeclampticas y embarazadas normotensas, y relacionar los valores de los hallazgos Doppler de las arterias uterinas con
las concentraciones plasmaticas. Se seleccionaron 160 sujetos. Se incluyeron 47 preeclampticas severas (grupo A), 33
preeclampticas leves (grupo B) y un grupo control con edades similares a los grupos de estudio de 80 embarazadas sanas
(grupo C). Las muestras de sangre para la determinacidn de VEGF total y las mediciones de los indices de pulsatilidad, indice
de resistencia y relacidn de flujo sistélico / diastdlica de las arterias uterinas se realizaron en todas las pacientes antes del
parto e inmediatamente después del diagndstico en las preeclampticas. Las pacientes del grupo A y B presentaron
concentraciones significativamente mas elevadas de VEGF total que las embarazadas del grupo C (p < 0,05). Las mediciones
del indice de pulsatilidad, indice de resistencia y relacion de flujo sistole / didstole de las arterias uterinas mostraron valores
significativamente mas altos en ambos grupo de las preeclampticas (p < 0,05). Al correlacionar las concentraciones de VEGF
total plasmaticas con los valores de velocimetria Doppler de las arterias uterinas se observd que esta era significativa con
los tres parametros evaluados (p < 0,05). Se concluye que las preeclampticas presentan concentraciones plasmaticas de
VEGF total mas altas que las embarazadas normotensas y existe correlacidon significativa entre las concentraciones
plasmaticas y los parametros de velocimetria Doppler de las arterias uterinas.

Palabras clave (espafiol)
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Abstract (english)

The objective of research was to establish total vascular endothelial growth factor (VEGF) concentrations in patients with
preeclampsia and healthy normotensive pregnant women and to relate Doppler findings to serum concentrations. One
hundred sixty patients were selected. Forty-seven severe preeclamptic patients (group A), 33 mild preeclamptic patients
(group B) and 80 healthy pregnant women with a similar age to patients in study groups were selected as controls (group
C). Blood samples for total VEGF and measurements of pulsatility index, resistance index and systolic/ diastolic blood flow
ratio of uterine arteries were done in all patients before labor and immediately after diagnosis in the study group. Patients
in group A and B showed higher total VEGF concentrations than group C (p < 0.05). Measurements of pulsatility index,
resistance index and systolic/ diastolic blood flow ratio of uterine arteries were higher in both groups of preeclamptic
patients (p < 0.05). When correlation of plasma total VEGF concentrations with Doppler velocimetry values, there were
observed that it was significant with all three evaluated parameters (p < 0.05). It is concluded that preeclamptic patients
showed higher plasma total VEGF concentrations than normotensive pregnant women and there is a significant correlation
between plasma concentrations and parameters of Doppler velocimetry of uterine arteries.
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Introduccidon

La vascularizacién  placentaria incluye
vasculogénesis, angiogénesis, pseudo-vasculogénesis
con remodelacion de las arterias espirales maternas
(1). Estos cambios vasculares durante la implantacién y
la placentacion son criticos para el éxito del embarazo,
por lo que se considera que la insuficiencia vascular
durante la placentacion contribuye a diferentes
patologias del embarazo (2).

La preeclampsia es un desorden
multisistémico exclusivo del embarazo en humanos y
que estd caracterizado por hipertensién y proteinuria
después de las 20 semanas de embarazo. Es la
principal causa de morbilidad y mortalidad materna y
neonatal. La preeclampsia ocurre en dos etapas; la
alteracién de la segunda etapa conlleva a la
implantacidon anormal de la placenta y alteracion del
flujo sanguineo placentario, el cual induce la liberacidon
de sustancias por la placenta hacia la circulacion
materna. A pesar de la investigacion, la causa o causas
de la preeclampsia son desconocidas (1).

El proceso de placentacidén necesita
un delicado balance de factores angiogénicos y anti-
angiogénicos. Se considera que esta alteracion entre
los factores pro- vy anti-angiogénicos en la
preeclampsia  contribuye a la  vascularizacién
placentaria anormal. Se ha demostrado que la hipoxia
y las citoquinas también afectan la expresidon de las
proteinas angiogénicas. El factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) juega un papel crucial en la
vasculogénesis fisioldgica y en la permeabilidad
vascular y ha sido implicado en la patogénesis de la
preeclampsia (1,2).

Varios estudios han demostrado que las
concentraciones de VEGF total circulantes estan
aumentadas en forma significativa en la preeclampsia
(3,4). Sin embargo, otras investigaciones han
demostrado que las concentraciones biolégicamente
activa estan disminuidas y las concentraciones de la
kinasa de tirosina soluble similar al FMS (también
conocida como receptor 1 de VEGF o sFLT-1) estan
elevadas en las preecldampticas (5). Sin embargo, el
VEGF tiene muchas de las caracteristicas importantes
para el desarrollo de la preeclampsia, como la
induccién de la permeabilidad vascular y promocidon de
la coagulacidn, dos hallazgos caracteristicos de la
preeclampsia (5,6). Mas aun, en estudios de miografia,
la incubaciéon de arterias miometriales con VEGF
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produce una disminucién de la relajacion dependiente
del endotelio que es similar a la reduccién inducida por
el plasma de las preeclampticas (7).

En la preeclampsia, la pseudo-vasculogénesis
es defectuosa y se ha propuesto que la isquemia
placentaria resultante activa la liberacion de factores
desconocidos derivados de la placenta. Se considera
que esto produce la disfuncidn endotelial sistémica y
por lo tanto contribuye a las alteraciones renales,
cardiovasculares y neurologicas asociadas a la
preeclampsia. Los altos valores de la velocimetria
Doppler se correlacionan con la invasion trofoblastica
anormal evaluada por las biopsias del lecho
placentario (8) y la produccion de elementos
intradeciduales (9). Sin embargo, la velocimetria de las
arterias uterinas, como prueba Unica, ha demostrado
amplias variaciones en la capacidad de prediccion de
las complicaciones del embarazo, especialmente en las
pacientes de bajo riesgo (10).

Los estudios sobre los cambios en las
concentraciones plasmaticas de VEGF total y la posible
relacion con la velocimetria Doppler son escasos y las
posibles asociaciones no han sido confirmadas en
forma consistente por lo que el objetivo de la
investigacidon fue establecer las concentraciones de
factor de crecimiento vascular endotelial en
preecldmpticas y embarazadas normotensas, vy
comparar los valores de los pardmetros de
velocimetria Doppler de las arterias uterinas de
acuerdo con las concentraciones plasmdticas del
marcador.

Materiales y métodos

Este estudio de casos y controles se realizd
con embarazos de mas de 32 semanas que acudieron a
la emergencia obstétrica del Servicio de Obstetricia del
Hospital Central “Dr. Urquinaona” de Maracaibo,
Venezuela, de enero del 2006 a febrero del 2013, en
aquellas  pacientes que se obtuvieron las
concentraciones plasmaticas de VEGF total y la
velocimetria Doppler del flujo sanguineo de las arterias
uterinas. La investigacion fue aprobada por el Comité
de Etica e Investigacién del hospital y se obtuvo
consentimiento por escrito de todas las pacientes.

Seleccion de pacientes. Se incluyeron 80
mujeres con preeclampsia, de las cuales 47 pacientes
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con preeclampsia severa (grupo A) y 33 pacientes con
preeclampsia leve (grupo B). El grupo control fue
seleccionado por tener edad e indice de masa corporal
similar con los grupos en estudio y consistio en 80
embarazadas sanas (grupo C). Solo se incluyeron
pacientes nuliparas.

Se excluyd6 a las embarazadas con
polihidramnios, hemorragia del tercer trimestre
(desprendimiento prematuro de placenta, placenta
previa), sospecha de restriccion del crecimiento
intrauterino del feto (circunferencia cefdlica,
circunferencia abdominal y longitud del fémur menor
del percentil 10 de referencia con confirmacion post-
natal de peso menor al percentil 10 de referencia),
sindrome de HELLP, alteraciones de la frecuencia
cardiaca fetal, gestaciones multiples, presencia de
infeccidn intrauterina o materna activa, enfermedad
hipertensiva crénica (antes de las 20 semanas de
embarazo), tratamiento con antihipertensivos,
enfermedad cardiaca, hepdtica, renal o sistémica
cronica, diabetes mellitus pre o gestacional, habito
tabaquico. También se excluyeron a las pacientes que
se negaron a participar en la investigacion.

La preeclampsia leve se defini6 como la
presién arterial sistélica de 140 mm de Hg o mas o
presién arterial diastdlica de 90 mm de Hg o mas
confirmada por 6 o mas horas de diferencia, mientras
que la proteinuria se defini6 como 0,3 g o mas de
proteina en una muestra de 24 horas, o 1 a 2 cruces de
proteinuria en un examen cualitativo después de las 20
semanas de gestacion. La preeclampsia severa se
definid si la presion arterial diastélica por encima de
110 mm de Hg o presion arterial sistdlica de 160 mm
de Hg o mas, presencia de cefalea, alteraciones
visuales, dolor abdominal, oliguria (menos de 500
mL/24 horas), hiperbilirrubinemia, elevaciéon de las
concentraciones séricas de creatinina (mayor de 1,1
mg/dl o el doble de las concentraciones de creatinina
en ausencia de cualquier otra alteracidon renal),
trombocitopenia (menos de 100.000/mm3) vy
elevacion de las concentraciones de las transaminasas
(dos veces por enzima de las concentraciones
normales) después de las 20 semanas de gestacion.

Ultrasonido y Doppler de las arterias
uterinas. En todas las pacientes se realizd el
ultrasonido antes del uso de cualquier intervencion. Se
midieron el indice de pulsatilidad, el indice de
resistencia y la relacién del flujo sanguineo sistole /
diastole de las arterias uterinas. Las arterias uterinas
fueron identificadas en una visualizacién longitudinal
de las caras laterales del utero con la paciente
reclinada y por via abdominal. En esa posicion se buscé
la bifurcacién de la arteria iliaca comun. La medicién se
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realizd en el punto donde la arteria uterina y la iliaca
externa parecen cruzarse. En ese punto se midieron
los parametros de velocimetria Doppler de ambas
arterias uterinas y se calculd el promedio de ambos
Vasos.

Determinacion de VEGF serica. Las muestras
de sangre de la vena antecubital para la determinacién
de VEGF total se recolectaron en el momento de la
realizacion de la evaluacién Doppler en ambos grupos
de pacientes y antes de cualquier intervencion en las
preecldampticas. A todas las muestras se las dejé
coagular a temperatura ambiente y se almacenaron a -
702 C hasta el momento de procesarlas.
Posteriormente, fueron centrifugadas a 1.000 rpm por
20 minutos y almacenadas con posterioridad a -702 C.
Se utilizd una prueba de inmunoensayo ligado a
enzima (ELISA) para la medicién cuantitativa de VEGF
total (R&D Systems, Minneapolis, EEUU). Todas las
mediciones fueron hechas por duplicado y el promedio
fue el resultado final. Los coeficientes de variacion
intra e inter-ensayo de 5% y 7%, respectivamente.

Analisis estadisticos. Los datos se presentan
como valores promedios +/- desviacién estandar. El
analisis estadistico entre los grupos se realizé con la
prueba de ANOVA con post prueba de Dunnett para
comparar los datos sobre edad materna, edad
gestacional, presién arterial sistélica y diastdlica,
concentraciones de VEGF total, indice de pulsatilidad,
indice de resistencia y relacién del flujo sanguineo
sistole / diastole de las arterias uterinas entre las
preeclampticas severas (grupo A), las preeclampticas
leves (grupo B) y las embarazadas controles (grupo C).
Posteriormente, las concentraciones de VEGF total se
dividieron por cuartiles (concentracion baja, media,
alta y muy alta) y se compararon los valores promedio
de los parametros de velocimetria Doppler de los
cuartiles medio, alto y muy alto con el cuartil de
concentraciones bajas utilizando la prueba de analisis
de varianza con post-test de Dunett. Los coeficientes
de correlacion entre el factor y los valores promedio
de los pardametros de velocimetria Doppler de las
arterias uterinas se evaluaron mediante la prueba de
Pearson. Se considerd p < 0,05 como estadisticamente
significativa.

Resultados

Las caracteristicas de embarazadas de ambos
grupos se muestran en la tabla 1. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la edad
materna y la edad gestacional al momento de la
evaluacion entre los tres grupos de embarazadas (p =
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Tabla 1. Caracteristicas generales de las preeclampticas y controles normotensas sanas.

GRUPO A GRUPO B GRUPO C
Preeclampticas Preeclampticas Controles
severas leves (n =80)
(n =47) (n =33)
Edad materna, afios 19,3 +/-2,3 20,5 +/- 3,9 20,7 +/- 4,5
Edad gestacional al momento 33,7 +/-2,5 33,8+/-2,5 34,0+/-2,1
de la evaluacién, semanas
Edad gestacional al momento 35,0 +/- 2,0* 36,8 +/- 0,8* 39,4 +/-0,7
del parto, semanas
Presion arterial sistolica, 151,2 +/- 11,7* 134,0 +/- 9,7* 103,9 +/- 9,6
mm de Hg
Presion arterial diastolica, 110,3 +/- 9,0* 97,6 +/- 5,0* 73,9 +/-7,71
mm de Hg
Excrecidn urinaria de 47 (100) 33 (100) 0

proteinas en 24 horas, n (%)

* p < 0,05 comparado con las normotensas sanas.

ns). Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la edad gestacional al momento de
parto, promedio de presion arterial sistdlica, presién
arterial diastdlica entre las pacientes del grupo Ay del
grupo B con las embarazadas del grupo control (p <
0,05).

En la tabla 2 se muestran las concentraciones
plasmaticas de VEGF total y los valores de Ia
velocimetria Doppler de los tres grupos. Las pacientes
del grupo A (141,5 +/- 48,4 ng/mL) y del grupo B (62,8
+/- 22,8 ng/mlL) presentaron concentraciones
significativamente mas elevadas de VEGF total que las
mujeres del grupo C (22,1 +/- 3,99 ng/mL; p < 0,05).
Las mediciones del indice de pulsatilidad, indice de
resistencia y relacién de flujo sistole / diastole de las
arterias uterinas también demostraron valores
significativamente mds altos en las pacientes del grupo
A vy las pacientes del grupo B comparado con las
embarazadas del grupo C (p < 0,05).

Al correlacionar las concentraciones de VEGF
total plasmaticas con los valores de velocimetria
Doppler de las arterias uterinas se observd que esta
era moderada, positiva y significativa con los valores
del indice de pulsatilidad (r = 0,554; p < 0,05), con el
indice de resistencia (r = 0,453; p < 0,05) y con la
relacién de flujo sistole / diastole (r = 0,447; p < 0,05).

Los valores promedio de los diferentes
parametros de velocimetria Doppler por cada cuartil
de concentraciéon de VEGF total se muestran en la
tabla 3. Los valores promedio del indice de
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pulsatilidad, indice de resistencia y relaciéon de flujo
sanguineo sistole / didstole fueron significativamente
mas altos en los grupos con concentraciones altas y
muy altas de VEGF total al compararlas con aquellas
pacientes con concentraciones bajas (p < 0,05). No se
encontraron diferencias significativas con en el grupo
de concentraciones moderadas al compararlo con el
grupo de concentraciones bajas (p = ns).

Discusion

Los resultados de esta investigacidn
demuestran que las  preecldmpticas tienen
concentraciones de VEGF total mds altas que las
embarazadas normotensas sanas y las pacientes con
altas concentraciones de VEGF total tienen mayores
alteraciones ecograficas Doppler del flujo sanguineo
de las arterias uterinas.

El embarazo requiere de un balance entre las
proteinas pro- y anti-angiogénicas producidas por la
placenta. En las fases iniciales del embarazo dominan
los factores pro-angiogénicos, como el VEGF y factor
de crecimiento placentario (PIGF), mientras que en las
fases finales del embarazos los factores anti-
angiogénicos, como sFLT-1 y endoglinas, son mayores,
posiblemente en preparacion para el parto (4,7).

La  alteracion del balance de |las
concentraciones de proteinas angiogénicas o de la
interaccién con los receptores podria estar involucrada
en la patogénesis de varias enfermedades en las cuales
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Tabla 2. Concentraciones de factor de crecimiento vascular endotelial y determinaciones hemodinamicas
doppler de la arteria uterina de las preeclampticas y controles normotensas sanas.

GRUPO A GRUPO B GRUPO C
Preeclampticas Preeclampticas Controles
leves (n =80)
(n =33)
Factor de crecimiento vascular endotelial, 141,5 +/- 48,4* 62,8 +/- 22,8* 22,1 +/- 3,99

ng/mL

Arteria uterina
indice de pulsatilidad
indice de resistencia

Relacion de flujo sistole / diastole

1,119 +/- 0,021*
0,627 +/- 0,060*

2,731 +/- 0,308*

1,099 +/- 0,017* 0,850 +/- 0,056

0,621 +/- 0,061* 0,499 +/- 0,052

2,648 +/- 0,294* 2,157 +/- 0,210

* p < 0,05 comparado con las normotensas sanas.

la disfuncién endotelial es un factor contribuyente,
como en pacientes con diferentes tipos de cancer o
endometriosis (11). Los hallazgos de esta investigacion
sugieren que el aumento de las concentraciones del
VEGF total puede estar asociado a los mecanismos
moleculares en el desarrollo anormal de la placenta y
puede ser un factor importante involucrado en la
patogénesis de la preeclampsia y sus complicaciones.
Por otra parte, un estudio histoquimico demostré que
las concentraciones de VEGF eran significativamente
superiores en las biopsias placentarias de las
preeclampticas que en los controles normotensas (12),
mientras que otros estudios no mostraron diferencias
en la expresién y concentraciones de ARNm del VEGF
en las placentas de las preeclampticas y las
normotensas (13). Se ha postulado que estas
variaciones pueden ser debidas a las diferentes
técnicas usadas para la determinacion o a los
diferentes grupos etarios. ElI VEGF aumenta la
permeabilidad vascular a través de la produccion de
oxido nitrico y prostaciclina en las células endoteliales
(14). Ademas, produce vasodilatacion acompaiado de
hipotension y taquicardia a través de mecanismos
dependientes del 6xido nitrico (15).

En los ultimos afios se han realizado intentos
para medir las concentraciones de VEGF total en la
preeclampsia, con resultados contradictorios. Hunter y
col. (16) wusando una prueba de ELISA de
inmunofluorescencia demostraron la elevacidn en
algunas preecldampticas mientras que en las
embarazadas normotensas y en los controles no
embarazados las concentraciones no fueron
detectables. Otros investigadores (3,17) también
demostraron concentraciones elevadas en las
preeclampticas con el uso de un inmunoensayo
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enzimdtico competitivo. Sin embargo, Reuvekamp vy
col. (18) usando una prueba de ELISA comercial
encontraron que las concentraciones disminuian en la
preeclampsia y en las embarazadas sanas comparadas
con los controles no embarazados. El hallazgo de
ausencia de elevacién en el embarazo es sorprendente
debido a que es un elemento clave en Ia
embriogénesis y formacion placentaria. La union del
VEGF total a las proteinas puede causas este problema
en todas las pruebas utilizadas, incluyendo la utilizada
en esta investigacion. Sin embargo, a diferencia de los
resultados de informes previos (16,18), Belgore y col.
(19) desarrollaron un inmunoensayo con anticuerpos
policlonales para el VEGF, el cual puede solucionar los
problemas potenciales del ELISA para la deteccion de
la VEGF unida en el embarazo.

Es conocido que existen dos fuentes
principales del factor de crecimiento vascular
endotelial. Uno es las plaquetas quienes toman el
factor y lo liberan para su activacién tanto in vivo
como in vitro; la otra fuente es la proteina plasmatica,
conocida como alfa2-macroglobulina y el sFLT-1. La
proteina sFLT-1 es una variante del receptor de VEGF;
el sFLT-1 carece de dominios transmembrana y
citoplasmativo y actla como un potente antagonista
de las proteinas angiogénicas (20). La produccion
placentaria de sFLT-1 esta aumentada en |la
preeclampsia. Este actua adhiriéndose a los dominios
de los receptores del PIGF y de VEGF, evitando su
interaccién con los receptores en la superficie de las
células endoteliales (5).

Las concentraciones circulantes de SFLT1 y
VEGF total estdn aumentadas y las concentraciones de
PIGF y VEGF libre estan disminuidas durante la fase
activa y varias semanas antes de la aparicion de los
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Tabla 3. Valores promedio de la velocimetria doppler de la arteria uterina de acuerdo a la concentracion de

factor de crecimiento vascular endotelial por cuartiles.

Concentraciones Concentraciones Concentraciones Concentraciones
bajas medias altas muy altas
(n =40) (n = 40) (n = 40) (n = 40)
Factor de
crecimiento 18,3-/-2,5 25,0 +/- 1,8* 60,2 +/- 21,9* 143,9 +/- 24,0*
vascular endotelial,
ng/ml
Intervalo de las
concentraciones
de factor de 12,1-21,9 22,2-28,3 29,1-98,9 99,3 -238,4
crecimiento
vascular endotelial,
ng/ml
indice de

pulsatilidad de la 0,871 +/- 0,086

arteria uterina

indice de
resistencia de la
arteria uterina

0,492 +/- 0,061

Relacion sistole /
diastole de la
arteria uterina

2,233 +/- 0,217

0,873 +/- 0,099

0,506+/- 0,063

2,235 +/- 0,282

1,093 +/- 0,068* 1,094 +/- 0, 071*

0,609 +/- 0,062*

0,632 +/- 0,068*

2,726 +/- 0,328* 2,729 +/- 0,259*

* p < 0,05 comparado con el grupo de concentraciones bajas

sintomas (1). Existen reportes sobre el aumento de la
concentracion del ARNm de la sFLT-1 en |la
preeclampsia, lo que lleva a un incremento en las
concentraciones  sistémicas del sFLT-1  que
posteriormente disminuye después del parto (5).
También se demostré que el incremento de las
concentraciones circulantes de sFLT-lpuede ser la
causa de la disfuncién endotelial in vitro que puede ser
revertido por la administracién exdgena de PIGF vy
VEGF (5). Por lo tanto, se ha sugerido un papel del
bloqueo de la accidn de la VEGF en la fisiopatologia de
la preeclampsia. El uso de compuestos antagonistas
del VEGF puede inducir hipertensidn y proteinuria en
animales y humanos no embarazados incluidos en
estudios de anti-angiogénicos.

Existe evidencia que indica que el Doppler de
la arteria uterina y las muestras placentarias
patoldgicas de invasidon trofoblastica anormal es un
proceso que continta desde el comienzo del embarazo
(9,21). Los hallazgos de incrementos en los parametros
Doppler de la arteria uterina en las preeclampticas
encontradas en esta investigacién son apoyados por
investigaciones previas (22). Estos resultados apoyan
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el concepto de hipoperfusion relativa de la placenta en
las preecldmpticas, aunque las mediciones directas de
oxigeno en la placenta son necesarias para confirmar
la hipoxia (23). Los mecanismos que pueden actuar en
el incremento de la resistencia del flujo sanguineo
uterino incluyen vasoconstriccion sistémica e
hipertensidn, los cuales pueden incrementar la presién
de perfusion de la circulacion uteroplacentaria a corto
plazo, e incrementa las concentraciones del factor de
crecimiento vascular endotelial, lo cual puede llevar a
un aumento de la vasculogénesis e incremento del
flujo sanguineo como una respuesta de compensacion
cronica. Se ha demostrado que la hipoxia incrementa
la produccion del VEGF (24). El incremento de la
resistencia de la arteria uterina, que es un hallazgo
caracteristico de la preeclampsia, puede producir
hipoxia placentaria y puede estar asociado al
incremento de las concentraciones.

Los hallazgos de esta investigacion
también demuestran una asociacién entre los indices
de resistencia y las concentraciones plasmaticas del
factor de crecimiento vascular endotelial. Esta relacién
sugiere que en la preeclampsia el aumento en las
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concentraciones del factor ocurre como un mecanismo Los

compensatorio potencial a la insuficiencia placentaria.
Esto aporta evidencia a la hipétesis que la disminucion
del flujo, la hipoperfusidn relativa y la hipoxia del lecho
incremento en
concentraciones del factor de crecimiento vascular
endotelial, el cual puede promover la vasculogénesis
en un intento de incrementar el flujo sanguineo

uteroplacentario lleva a un

uteroplacentario (25).
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