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Angiopoyetina-2 plasmatica en el
segundo trimestre, como predictor del
desarrollo de preeclampsia

Plasma angiopoietin-2 in the second
trimester as a predictor of the
development of preeclampsia

Eduardo Reyna-Villasmil*?, Jorly Mejia-Montilla??, Joel Santos-Bolivar'?, Duly
Torres-Cepeda®?, Nadia Reyna-Villasmil?®, Andreina Ferndndez-Ramirez?®

RESUMEN

Objetivo. Establecer la utilidad de las concentraciones plasmaticas de angiopoyetina-2
enelsegundotrimestre del embarazo, como predictor del desarrollo de preeclampsia.
Disefio. Estudio de casos y controles. Institucion. Hospital Central “Dr. Urquinaona”,
Maracaibo, Venezuela. Participantes. Gestantes nuliparas. Intervenciones. Estudio
de 504 pacientes nuliparas con embarazos simples entre 17 y 20 semanas que
acudieron a la consulta prenatal. Se consideré casos a 41 embarazadas que
desarrollaron preeclampsia (grupo A) y controles (grupo B) las 463 embarazadas
qgue no tuvieron preeclampsia. Principales medidas de resultado. Caracteristicas
generales, concentraciones plasmaticas de angiopoyetina-2 y eficacia prondstica.
Resultados. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la edad
materna, edad gestacional y presion arterial sistolica y diastélica al momento de la
recoleccién de la muestra (p = ns). La edad gestacional al momento del diagnéstico
de preeclampsia en el grupo A fue 35,0 +/- 3,2 semanas. Tuvieron diferencias
estadisticamente significativas los valores de colesterol sérico entre las pacientes
del grupo A (26,0 +/- 4,7 ng/mL) y las pacientes del grupo B (19,7 +/- 5,9 ng/mL; p <
0,0001). Un valor de corte de 22 ng/mL presenté un valor por debajo de la curva de
0,77 y sensibilidad del 75,6%, especificidad 58,5%, valor predictivo positivo 14,2%
y valor predictivo negativo 96,5%. Conclusion. Las concentraciones plasmaticas
de angiopoyetina-2 en el segundo trimestre pueden predecir el desarrollo de
preeclampsia.

Palabras claves. Angiopoyetina-2; Preeclampsia, Prediccion.

ABSTRACT

Objective: To establish the usefulness of plasma concentrations of angiopoietin-2
in the second trimester of pregnancy as a predictor of the development of
preeclampsia. Design: Case-control study. Setting: Hospital Central “Dr. Urquinaona”,
Maracaibo, Venezuela. Participants: Nulliparous pregnant women. Interventions: 504
nulliparous women between 17-20 weeks pregnant who assisted to prenatal control
were studied; 41 developed preeclampsia and were considered cases (group A) and
463 did not develop preeclampsia and were considered controls (group B). Main
outcome measures: General characteristics, plasma angiopoietin-2 concentrations
and prognosis efficacy. Results: There were no significant differences in maternal
age, gestational age and systolic and diastolic blood pressure at the moment of
ultrasound evaluation (p = ns). Gestational age at diagnosis of preeclampsia in group
Awas 35.0 +/- 3.2 weeks. There were significant differences in plasma angiopoietin-2
concentration values between patients in group A (26.0 +/- 4.7 ng/mL) and patients
in group B (19.7 +/- 5.9 ng/mL; p < 0.0001). A cut-off value of 22 ng/mL had a value
under the curve of 0.77, a sensitivity of 75.6%, a specificity of 58.5%, a positive
predictive value of 14.2% and a negative predictive value of 96.5%. Conclusion:
Plasma angiopoietin-2 concentrations in the second trimester of pregnancy could
predict the development of preeclampsia.

Keywords: Angiopoietin-2; Preeclampsia; Prediction
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INTRODUCCION

La preeclampsia es un sindrome caracterizado
por hipertension y proteinuria. Produce compli-
caciones y mortalidad materna y fetal alrededor
de 5% de las gestaciones mayores de 20 sema-
nas. Se conoce que diversos factores, como la
isquemia placentaria, disfuncién endotelial, alte-
raciones de las sustancias vasoactivas, estan in-
volucradas en el desarrollo de la preeclampsia®.
La hipoxia placentaria es secundaria a la inade-
cuada invasion trofoblastica y remodelacion de
las arterias espirales uterinas, llevando a disfun-
cion endotelial materna®.

Las angiopoyetinas (angiopoyetina 1y angiopo-
yetina 2) actian durante las fases finales de la
angiogénesis moldeando el desarrollo de la vas-
culatura sanguinea y linfatica. La angiopoyetina
(ANG)-1 tiene una actividad mitogénica débil,
causa la maduracion de células endoteliales y
estabilizacidn tisular. La ANG-2 es el antagonis-
ta natural del ANG-1 en las células endoteliales,
inhibe la estabilizacién y la maduracion vascular,
lo que permite mayor plasticidad endotelial y
mejor respuesta ante el estimulo del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF)“?. La
ANG-1 y ANG-2 se unen al mismo receptor 2 de
cinasa de tirosina (Tie-2) especifico de las células
endoteliales y hematopoyéticas, el cual es acti-
vado por la ANG-1y bloqueado por la ANG-2©).

En la preeclampsia, se considera que los cam-
bios en los factores de crecimiento angiogénicos
preceden a las manifestaciones clinicas. Se ha
descrito que las concentraciones de factor de
crecimiento placentario y endoglinas estan dis-
minuidas entre las 14 y 21 semanas?. Se ha de-
mostrado la presencia de concentraciones sig-
nificativamente mas bajas de ANG-2 durante el
tercer trimestre en preeclampticas comparado
con embarazadas sanas®. Las concentraciones
plasmaticas de ANG-2 en las embarazadas sanas
son marcadamente mas elevadas al comparar-
las con mujeres no embarazadas y regresan a
valores similares a los de las controles no em-
barazadas después del parto. Se ha propuesto
un papel clave para la ANG-2 en el desarrollo del
embarazo y la aparicion de las complicaciones®,
pero los cambios en las concentraciones plas-
maticas en las embarazadas antes del desarrollo
de la preeclampsia aun no han sido completa-
mente evaluados.
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El objetivo de la investigacién fue establecer la
utilidad de las concentraciones plasmaticas de
angiopoyetina-2 en el segundo trimestre como
predictor del desarrollo de preeclampsia.

METtobpos

Se realizd un trabajo prospectivo observacional
en pacientes nuliparas con embarazos simples
que fueron atendidas en la consulta prenatal
ambulatoria del Hospital Central “Dr. Urquinao-
na”, Maracaibo, Venezuela, entre enero de 2012
y marzo de 2016. El protocolo de estudio fue
aprobado por el Comité de Etica del Hospital an-
tes del inicio de la investigacidn y se obtuvo con-
sentimiento por escrito de todas las pacientes.

Se comparo las concentraciones plasmaticas de
ANG-2 durante el segundo trimestre de las em-
barazadas que desarrollaron preeclampsia y
aquellas que no. Se excluy6 a las embarazadas
con polihidramnios, hemorragia del tercer tri-
mestre (desprendimiento prematuro de placen-
ta, placenta previa), sospecha de restriccion del
crecimiento intrauterino del feto (circunferencia
cefalica, circunferencia abdominal y longitud del
fémur menor del percentil 10 de referencia, con
confirmacién posnatal de peso menor al percentil
10 de referencia), sindrome de HELLP, alteracio-
nes de la frecuencia cardiaca fetal, gestaciones
multiples, presencia de infecciéon intrauterina o
materna activa, enfermedad hipertensiva crénica
(hipertensién antes de las 20 semanas de emba-
razo), enfermedad cardiaca, hematoldgica, hepa-
tica, renal o sistémica cronica, diabetes mellitus
pre o gestacional, habito tabaquico, aquellas
embarazadas en las cuales no se pudo obtener
muestras de sangre y en las que se hubiera utili-
zado medicamentos que alteraran la concentra-
cion plasmatica de ANG-2. También se excluyé a
las pacientes que se negaron a participar en la
investigacion.

La preeclampsia se definié como la presién arte-
rial sistélica de 140 mmHg o mas, o presion ar-
terial diastélica de 90 mmHg o mas, confirmada
por 6 h o mas de diferencia, mientras que la pro-
teinuria se definié como 300 mg o mas de protei-
naenunamuestrade24h,01a2crucesde pro-
teinuria en un examen cualitativo después de las
20 semanas de gestaciont?. La presion sangui-
nea se midi6 en posicién sentada después de 15
min de descanso, usando un esfigmografo de
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mercurio estandar con un manguito de 14 cm.
La presion arterial sistolica y diastélica (toma-
da en relacion con el quinto ruido de Korotkoff)
se ubico con relacién al punto de 2 mmHg mas
cercano. El método palpatorio se utiliz6 para ve-
rificar las lecturas auscultatorias de la presién
arterial sistdlica. Las presiones arteriales sisto-
licay diastolica se calcularon del promedio de la
presion arterial de cada brazo.

Una vez seleccionadas las pacientes para el estu-
dio, se llen6 una ficha de recoleccién de datos que
incluy6: identificacion de la paciente, antecedentes
personales y gineco-obstétricos, control prenatal,
edad de gestacion (por fecha de Ultima regla o
ecografia del primer trimestre) y concentraciones
plasmaticas de ANG-2. La edad gestacional se cal-
culd sobre la fecha de la Ultima menstruacion y se
corrigio por ultrasonido si las mediciones duran-
te el primer trimestre mostraban una diferencia
de mas de 7 dias. Las muestras de ANG-2 fueron
tomadas entre las 17 y 20 semanas de embarazo
para determinar las concentraciones plasmaticas
de ANG-2. Todos los embarazos fueron seguidos
hasta el parto, y se los catalogd de acuerdo al
desarrollo de preeclampsia (casos; grupo A) o0 no
(controles; grupo B).

Se recolect6 las muestras de sangre de la vena
antecubital en el momento de la realizacion de
la evaluacion ecografica de rutina, en todas las
embarazadas seleccionadas, durante el segun-
do trimestre del embarazo (17 a 20 semanas). Se
dejé coagular todas las muestras a temperatura
ambiente en un tubo con litio / heparina y se las
almacend a -80° C hasta el momento de proce-
sarlas. Posteriormente, fueron centrifugadas a
1 500 rpm por 10 minutos luego de 30 minutos
de la toma la muestra y almacenadas posterior-
mente a -80° C. La determinacién de las concen-
traciones de ANG-2 fue realizada utilizando una
prueba de ELISA (R&D Systems, Inc., USA). Todas
las mediciones fueron hechas por duplicado y el
promedio fue utilizado como resultado final. La
sensibilidad fue de 0,06 ng/mL. El coeficiente de
variacion intra e interensayo fue de 9% y 12%,
respectivamente.

Los valores obtenidos fueron presentados como
promedio +/- desviacion estandar. Se utilizé
la prueba de Kolmogorov-Smirnov para com-
probar la distribucién normal de los datos (p
> 0,05). La prueba t de student para muestras

desarrollo de preeclampsia

no relacionadas se utilizo para el analisis de los
grupos y para comparar las variables continuas.
La precision de las determinaciones ANG-2 para
la prediccion del desarrollo de preeclampsia es
presentada en funcidn de sensibilidad, especifi-
cidad, valor predictivo positivo y valor predictivo
negativo. Se utiliz6 el analisis operador-receptor
para determinar el mejor valor de corte. Se con-
sider6 p < 0,05 como estadisticamente significa-
tiva.

REsuLTADOS

Se obtuvo los resultados de las mediciones de
504 pacientes, de las cuales 41 embarazadas
(8,1%) desarrollaron preeclampsia (grupo A) y
463 embarazadas (91,9%) fueron consideradas
como controles (grupo B). Las caracteristicas
generales de los 2 grupos de embarazadas se
muestran en la tabla 1. No se encontraron di-
ferencias estadisticamente significativas en la
edad materna, edad gestacional y presion arte-
rial sistolica y diastdlica al momento de la reali-
zacion de la ecografia (p = ns). La edad gestacio-
nal al momento del diagnéstico de preeclampsia
en el grupo A fue 35,0 +/- 3,2 semanas. Se ob-
servo diferencias estadisticamente significativas
en la edad gestacional al momento del parto,
presion arterial sistolica y diastolica al momento
del parto, proteinuria en 24 h y peso del recién
nacido al nacer entre los 2 grupos de embaraza-
das (< 0,0001).

En la figura 1 se muestra los valores de las me-
diciones biométricas fetales y las concentracio-
nes de ANG-2. Se observé diferencias estadis-
ticamente significativas en las concentraciones
de ANG-2 entre las pacientes del grupo A (26,0
+/- 4,7 ng/mL) y las pacientes del grupo B (19,7
+/- 5,9 ng/mL; p <0,0001).

En la figura 2 se muestra la curva operador-re-
ceptor para la precisién de las concentraciones
de ANG-2 en la predicciéon de la preeclampsia.
Un valor de corte de 22 ng/mL milimetros pre-
sentd un valor bajo la curva de 0,77 (intervalo
de confianza de 95% [IC 95%]; 0,71 a 0,83) y tuvo
sensibilidad de 75,6% (IC 95%; 59,7 a 67,6), espe-
cificidad 58,5% (IC 95%; 53,9 a 63,0), valor pre-
dictivo positivo 14,2% (IC 95%; 9,9 a 19,7) y valor
predictivo negativo 96,5% (IC 95%; 93,6 a 98,3).
La razén de posibilidad positiva fue 1,8 (IC 95%;
1,4 a2,1)y la exactitud prondstica fue 61,1%.
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TABLA 1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS GESTANTES.

Edad materna, anos
indice de masa corporal, Rg/m2
Edad gestacional al momento del examen, semanas
Presion arterial sistélica al momento del examen, mmHg
Presion arterial diastolica al momento del examen, mmHg
Edad gestacional al momento del parto, semanas
Presion arterial sistolica al momento del parto, mmHg
Presion arterial diastolica al momento del parto, nmHg
Proteinuria, g/24 horas

Peso del recién nacido al nacer, gramos

FiGurA 1. CONCENTRACIONES PLASMATICAS DE ANGIOPOYETINA-2 EN EL SE-
GUNDO TRIMESTRE EN EMBARAZADAS QUE POSTERIORMENTE DESARROLLARON
PREECLAMPSIA COMPARADO CON LAS EMBARAZADAS CONTROLES SANAS.
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FIGURA 2. CURVA OPERADOR-RECEPTOR DE LAS CONCENTRACIONES PLAS-
MATICAS DE ANGIOPOYETINA-2 EN LA PREDICCION DE PREECLAMPSIA.
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Grupo B
Controles
(n=463)
229+/-25 226+/-22 ns
286+/-45 272+/-44 ns
183+/-09 185+/-08 ns
1105+/-53 11,7 +/-5] ns
715+/-42 772+/-38 ns
350+/-32 384+/-14 <0,001
1399 +/-144 1158+/-7] <0,001
986 +/-57 74)+/-78 <0,001
430 +/-160 0,24 +/-0,03 <0,001
2757 +/- 900 3595 +/-350 <0,001
Discusion

Durante las Ultimas dos décadas, se han anali-
zado varios marcadores biofisicos y bioquimicos
como predictores de preeclampsia. Los factores
involucrados en el balance angiogénico han sido
sugeridos como marcadores potenciales. Las
angiopoyetinas tienen el potencial de ser uno
de estos marcadores para el desarrollo de pree-
clampsia debido a su gran importancia durante
la implantacién y desarrollo placentario. Los re-
sultados de la presente investigacion aportan
evidencia de un aumento de las concentraciones
de ANG-2 en el segundo trimestre en embara-
zadas que posteriormente desarrollaron pree-
clampsia y que esta tiene una importante capa-
cidad de discriminar entre las embarazadas que
desarrollan preeclampsia y las que no.

Aunque la causa de la preeclampsia es aun des-
conocida, se conoce que el origen de esta con-
dicién es la placenta. Se han analizado varias
sustancias para evaluar si permiten predecir la
aparicion del sindrome®’. Las angiopoyetinas
son parte integral de la vasculogénesis y angio-
génesis. Este proceso de neovascularizacién es
iniciado por factores angiogénicos, que repre-
sentan un papel fundamental en el crecimiento
y desarrollo de la placenta.

La ANG-2 es un inhibidor de la ANG-1/Tie2, y al-
tera la interaccion entre las células endoteliales
y los pericitos. Los capilares fetales que se ubi-
can inmediatamente por debajo de las células
trofoblasticas pueden ser las células blanco de
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la ANG-2 producida por el trofoblasto. Sin em-
bargo, para que esto ocurra, la ANG-2 tendria
que pasar hacia la capa de sinciciotrofoblasto
subyacente. Esto es posible con otras sustancias
como la gonadotropina coriodnica, producida por
el sinciotrofoblasto, que se encuentra en la cir-
culacion fetal®,

En la placenta, el ARNmy la proteina de la ANG-
2 son expresados en grandes cantidades en el
primer trimestre, siendo la placenta probable-
mente la principal fuente, pero la expresion
disminuye marcadamente hacia el término del
embarazo“'. Existe una marcada angiogénesis
en el embarazo temprano caracterizada por el
crecimiento de las ramas vasculares. El control
del crecimiento y la extensidn de las ramificacio-
nes vasculares probablemente dependen de la
interaccion entre los factores locales, que inclu-
yen ANG-1, ANG-2, VEGF y la cinasa de tirosina
soluble similar al FMS (sFLT-1), producidos por la
placenta®.

Este balance puede ser alterado por condicio-
nes patologicas®?, ya que en el tercer trimestre
la expresién de ANG-2 placentaria disminuye
en embarazadas con preeclampsia estableci-
da¥. También, las concentraciones circulantes
disminuyen tanto en la preeclampsia como en
la hipertension inducida por el embarazo®'>9),
Hiroshi y col®™ estudiaron las concentracio-
nes plasmaticas de ANG-2 y la relacion sFLT-1
/ ANG-2 en embarazadas con preeclampsia.
Concluyeron que las concentraciones de ANG-2
eran significativamente mas bajas en las emba-
razadas con preeclampsia®™ y la relacidén esta
incrementada en embarazadas con signos clini-
cos de preeclampsia comparadas con controles
sanos™. Estos datos sefialan que el desarrollo
de la disfuncion vascular placentaria y la funcion
vascular materna estd asociado con un exceso
de los factores antiangiogénicos en el desarro-
llo de la preeclampsia. Ambos estudios tomaron
las muestras de sangre al inicio de los sintomas
y, por lo tanto, es dificil comparar los resultados
con los hallazgos de la presente investigacion.

Al'igual que en el presente estudio, Leinonen y
col™ encontraron un aumento de las concen-
traciones de ANG-2 entre las 16 y 20 semanas
en embarazadas que posteriormente desa-
rrollaron preeclampsia. La posible explicacion
para este evento paradodjico observado en la
presente investigacién (aumento de las concen-

desarrollo de preeclampsia

traciones de ANG-2 en el segundo trimestre)
puede ser explicada por el aumento de las con-
centraciones del VEGF en las preeclampticas®.
Este factor induce la separacion del receptor
Tie-2 de la superficie celular a la circulacién. El
Tie-2 circulante, a su vez, se une a la ANG-2 cir-
culante, el cual se considera que es un meca-
nismo regulador de su acci6on™. Por lo que por
esta via las preeclampticas con manifestacio-
nes clinicas pueden disminuir en las concentra-
ciones circulantes de ANG-2, aun cuando estas
concentraciones no estan disminuidas antes de
la enfermedad.

Los mecanismos detras del incremento de las
concentraciones de ANG-2 antes de la aparicion
de la preeclampsia aun son desconocidos. Los
hallazgos de esta investigacién son similares a
observaciones previas que describen aumentos
en las concentraciones de factores antiangio-
génicos antes del desarrollo de la preeclamp-
sia?%2), En embarazos complicados con pree-
clampsia, generalmente se ha considerado que
la placenta estd bajo condiciones de hipoxia.
Esto se considera asi por los resultados de la dis-
minucion del aporte de sangre materna, la cual
es secundaria a la conversién incompleta de las
arterias espirales endometriales por la migra-
cion del trofoblasto extravelloso, que no logra
invadir los segmentos endometriales de estas
arterias®®?. Esto puede llevar a una marcada des-
viacién (a favor de la ANG-2) cuando las vellosi-
dades terminales son sometidas a condiciones
de hipoxia.

Se ha demostrado que la hipoxia aumenta la
expresion del ARNm de la ANG-2 y del VEGF,
pero no de la ANG-1 o del TIE 20423, Existen dos
posibles razones para esto. Primero, la tension
de oxigeno en el espacio intervelloso durante
el primer y segundo trimestre del embarazo es
mas baja en comparacién con el tercer trimes-
tre@®. Por lo tanto, las células podrian responder
en forma diferencial a la tensién de oxigeno en
cada uno de los trimestres. Es conocido que las
concentraciones de enzimas antioxidantes en
las vellosidades se incrementan con el progreso
del embarazo y, por lo tanto, el oxigeno produ-
ce la muerte de sinciciotrofoblasto en el primer
trimestre®. Segundo, estas variaciones tam-
bién son dependientes de las diferencias en la
extensién y madurez de los vasos sanguineos en
el arbol velloso durante las diferentes fases del
embarazo. La proporcion de los vasos asociados
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a pericitos en las vellosidades es mayor al tér-
mino del embarazo que en el primer y segundo
trimestre®.

Los datos de la investigacion confirman los ha-
llazgos de investigaciones previas y demuestran
una alta sensibilidad y valor predictivo negativo
de esta prueba, lo cual significa que las emba-
razadas con valores de ANG-2 superiores a 22
ng/mL tienen un factor indicador de riesgo para
el desarrollo de preeclampsia. De acuerdo con
los resultados, los referidos valores tienen un
valor predictivo positivo de 53% y deberia in-
crementar la sospecha clinica de desarrollo de
preeclampsia, lo cual debe ser confirmado con
pruebas adicionales y estudios a gran escala.

Los hallazgos de la presente investigacion permi-
ten concluir que las concentraciones de angiopo-
yetina-2 en el segundo trimestre del embarazo
pueden predecir el desarrollo de preeclampsia.
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