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RESUMEN DEL CONTENIDO DE TESIS DOCTORAL

1.- Titulo de la Tesis

Espafiol: Inglés:

Estudio de los niveles séricos de estroncio | Study of serum levels of strontium in
en la preeclampsia y otras patologias del preeclampsia and other pathologies of
embarazo pregnancy

2.- Autor

Nombre: Clara Barneo Caragol

Programa de Doctorado: Biologia Molecular y Celular

Organo responsable: Centro Internacional de Posgrado

RESUMEN (en espaiiol)

Esta tesis doctoral se ha centrado en dilucidar la posible utilidad de las
concentraciones séricas de estroncio como marcador de preeclampsia, asi como en
identificar las causas de su alteracion. Inicialmente, se evalud la cinética de las
concentraciones seéricas del estroncio, otros elementos traza, el estrés oxidativo, el
calcio y el acido urico a lo largo del embarazo de gestantes sanas, evidenciando una
cinética diferente del estroncio respecto a otros elementos traza, y una relacién directa
de este elemento con el acido urico y el estado oxidativo. Posteriormente, se evaluo el
estroncio en la preeclampsia. Los niveles séricos de estroncio, estrés oxidativo, calcio,
acido urico, funcion cardioventricular y estado angiogénico en gestantes con
preeclampsia en la ultima muestra disponible previa al parto, y en el 1°" trimestre de
embarazo, se compararon con los hallados en gestantes sanas o con hipertension
gestacional. Se evidencié una elevacion significativa de estroncio en gestantes con
preeclampsia antes del parto, pero no en el 1¢" trimestre, pudiendo confirmar de nuevo
la relacion entre estroncio, acido urico y estado oxidativo, y descartando posibles
interacciones con el calcio o la funcién cardioventricular. Finalmente, se evaluaron los
niveles séricos de estroncio como biomarcador diferencial entre preeclampsia y otras
patologias del embarazo: crecimiento intrautero retardado e hipertensién gestacional.
Se compararon los niveles de estroncio, estrés oxidativo, acido Urico, estado
angiogénico y funcién renal al inicio de los sintomas, asi como las concentraciones de

estroncio unas semanas antes. Observamos una elevacién significativa del estroncio
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en gestantes con preeclampsia precoz al inicio de los sintomas, pero no con
anterioridad. Los hallazgos descritos, junto con las relaciones encontradas entre el
estroncio y otros parametros, como por ejemplo la relacién intraindividual inversa con
la funcién renal, y directa con un estado anti-angiogénico, asi como la evidencia
cientifica de una relacion directa con un metabolismo 6seo alterado, sugieren la
posibilidad de que no una, sino varias condiciones patolégicas propias de la
preeclampsia son las que podrian determinar las variaciones en la concentracion
sérica de este elemento, siendo necesarios futuros estudios disefiados para entender

la relacién entre el estroncio y la fisiopatogenia de la preeclampsia.

RESUMEN (en inglés)

This PhD Thesis has focused on elucidating the possible utility of serum concentrations
of strontium as a marker of preeclampsia, as well as identifying the causes of its
alteration. Initially, the kinetics of the serum concentrations of strontium, other trace
elements, oxidative stress, calcium and uric acid throughout healthy pregnancies were
evaluated, demonstrating a different trend in strontium levels compared to other trace
elements, and a direct relationship of this element with uric acid and the oxidative state.
Subsequently, strontium was evaluated in preeclampsia. The serum levels of strontium,
oxidative stress, calcium, uric acid, cardioventricular function and angiogenic state in
pregnant women with preeclampsia in the last sample available before delivery, and in
the 1%t trimester of pregnancy, were compared with those found in healthy pregnant
women or with gestational hypertension. A significant elevation of strontium was
observed in pregnant women with preeclampsia before delivery, but not in the 1t
trimester, confirming again the relationship between strontium, uric acid and oxidative
state, and ruling out possible interactions with calcium or cardioventricular function.
Finally, the serum levels of strontium were evaluated as a differential biomarker
between preeclampsia and other pathologies of pregnancy: intrauterine growth
retardation and gestational hypertension. The levels of strontium, oxidative stress, uric
acid, angiogenic state and renal function were compared at symptoms onset, as well
as the strontium concentrations several weeks earlier. We observed a significant
elevation of strontium in pregnant women with early-onset preeclampsia at symptoms
onset, but not before. The described findings, together with the relationships found
between strontium and other parameters, such as the inverse intraindividual
relationship with renal function, and direct with an anti-angiogenic state, as well as the

scientific evidence of a direct relationship with an altered bone metabolism, suggest the
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possibility that not one, but several pathological conditions of preeclampsia could
determine the variations in the serum concentration of this element, being necessary
future studies designed to understand the relationship between strontium and the

physiopathogenesis of preeclampsia.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR
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Introduccién

1. Introduccién

1.1 Preeclampsia y otros trastornos del embarazo

La preeclampsia (PE), la hipertension gestacional (HTAG) y el

crecimiento intrautero retardado (CIR) constituyen tres patologias obstétricas

que necesitan asistencia sanitaria urgente, y que se presentan con distintos

grados de severidad, tanto para la madre como para el feto.

Se pueden definir como:

Preeclampsia: la definicion clasica (1) es aparicion de HTAG vy
proteinuria a partir de la semana 20 de gestacion. Pero en los ultimos
afios se acepta que, en ausencia de proteinuria, existe PE si junto a la
hipertension de novo se presenta alguno de los siguientes hallazgos:
trombocitopenia (<100.000 plaquetas/ul), insuficiencia renal (creatinina
>1.1 mg/dL), alteracion de la funcion hepatica (elevacion de la
concentracion de las enzimas hepaticas de, al menos, el doble de su
limite superior de referencia), edema pulmonar y sintomas cerebrales
y/o visuales (2). ElI sindrome conocido como HELLP (hemdlisis
intravascular, enzimas hepaticas elevadas y plaquetas bajas) es una
forma severa de PE que se presenta con dafo hepatocelular.

Hipertensién gestacional: presion sanguinea =2140/90 mmHg en dos
ocasiones separadas por, al menos, 24 horas a partir de la semana 20
de gestacion, y en ausencia de proteinuria o de los hallazgos sistémicos
previamente mencionados (2). Esta hipertension gestacional puede
clasificarse como leve, moderada o severa, segun los niveles de presion
sanguinea alcanzados (<£149/99, 150-159/100-109 y 2160/110 mmHg,

respectivamente) (3).

Crecimiento intrautero retardado: peso fetal por debajo del percentil
10 (p10) debido a un proceso patolégico que inhibe la expresion del
crecimiento potencial normal, presentandose a partir de la semana 22 de
gestacion con oligohidramnios (indice de liquido amnidtico <p10) o con
un indice de pulsatilidad de la arteria umbilical en ecografia Doppler

mayor del percentil 95 (p95) (4).
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De las anteriores definiciones se desprende que la HTAG puede
considerarse un estado transitorio que, en algunos casos, puede evolucionar a
PE si va acompafiada de proteinuria o alguno de los otros hallazgos
previamente mencionados. Por tanto, es importante reevaluar cada caso y
clasificarlo correctamente acorde a los sintomas observados en cada momento,
debido a que su prondstico y manejo clinico seran distintos, suponiendo esto
un desafio para los clinicos, dadas las similitudes existentes entre estos
trastornos. La PE y la HTAG comparten un estado hipertensivo y muchos
factores de riesgo (5). El CIR, aunque parece ser una entidad independiente,
comparte con la PE la existencia de una insuficiencia placentaria (5-7), por lo
que ambas, junto al desprendimiento de placenta, constituyen el grupo de
enfermedades placentarias isquémicas (8). Hay que tener en cuenta que la PE
es un sindrome puramente materno, donde el feto muestra un crecimiento y
desarrollo normales en la gran mayoria de los casos, mientras que en las
gestantes con CIR, el sindrome es exclusivamente fetal, sin patologia materna,
pudiendo acarrear graves consecuencias si se produce al comienzo del 3¢

trimestre de embarazo (9) y no se diagnostica a tiempo (10).

Por otro lado, la PE y el CIR pueden subclasificarse en funcion de la
edad gestacional de aparicion, siendo PE precoz (PEP) o CIR precoz (CIRP) si
aparecen antes de las 34 semanas de gestacion, y PE tardia (PET) o CIR
tardio (CIRT), si lo hacen a las 34 semanas en adelante. Esta clasificacion
connota no sélo una diferencia en el momento de apariciéon de la enfermedad,
sino en el manejo clinico, grado de severidad, y pronéstico. En el caso de la
PE, las formas precoz y tardia tienen distintos mecanismos fisiopatoldgicos,
siendo consideradas como dos entidades diferentes (11, 12). Asi, la forma
precoz esta relacionada con un factor predominantemente placentario, mientras
que la tardia lo esta con un factor materno (tabla 1). Del mismo modo, se ha
constatado que el CIRP tiene una expresion fenotipica, evolucion, y desenlace
distintos a los observados en el CIRT (13), estando el primero mas relacionado
con una placentacion anémala (14), al igual que ocurre con la PEP.
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PEP (< semana 34%) PET (= semana 34*)
Poco comun (prevalencia 0.38% o | Mayoria de los casos de PE (prevalencia 2.72% o
12% de todas las PE) (15) 88% de todas las PE) (15)

Lesiones vellosas y vasculares

Lesiones placentarias minimas
extensas de la placenta P

Los factores maternos (como el sindrome
metabdlico y la hipertension) juegan un rol
importante
La mayoria de los casos de eclampsia® y muerte
materna ocurren en la enfermedad tardia

Mayor riesgo de complicaciones
maternas y fetales que la PET

* Edad gestacional al diagnéstico o al parto (16, 17)

Tabla 1. Clasificacion de la PE. * Eclampsia: complicacion de la PE caracterizada por
el desarrollo de convulsiones que no se pueden atribuir a otra causa (1). Adaptado de
Chaiworapongsa et al (18).

La PE también puede clasificarse segun presente o no caracteristicas
severas (2), las cuales se encuentran descritas en la tabla 2.
e Presién arterial sistélica 2160 mmHg, o presion arterial diastélica 2110 mmHg en
dos ocasiones con 24 h de diferencia, mientras la paciente esta en reposo
« Recuento de plaquetas <100000 por mm?

« Enzimas hepaticas elevadas (concentracion de, al menos, dos veces el limite
superior de referencia)

« Insuficiencia renal (concentracion sérica de creatinina> 1,1 mg/dl o duplicacion de
la concentracién sérica de creatinina) u oliguria (<500 ml en 24 h)

« Edema pulmonar o cianosis
o Trastornos cerebrales o visuales de nueva aparicion
« Dolor epigastrico severo y persistente en el cuadrante superior derecho

Tabla 2. Hallazgos severos de la PE (uno o mas de los mostrados). Adaptado de
Sibai et al (19).

La presencia de severidad supone un incremento de las tasas de
desprendimiento de placenta, y de mortalidad y morbilidad perinatal y materna,
siendo dichas tasas aun mayores si se presentan en la forma precoz (PE
precoz severa), mientras que, en la PE sin hallazgos severos, las tasas
obtenidas no son diferentes a las encontradas en gestantes normotensas (20-
22).
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1.1.1 Epidemiologia

La PE afecta al 2-8% de las embarazadas de forma global (8), y, en
concreto, en Espafa se estima una prevalencia del 1% de las gestantes (23).
Algunos estudios apuntan a un aumento de la incidencia en la ultima década en
los paises desarrollados (24), probablemente debido a una mayor frecuencia
de las condiciones que predisponen a la enfermedad, como son una edad
materna mayor y las gestaciones multiples. La HTAG afecta al 2-17% de las
gestantes (25), siendo esta prevalencia del 1.3% en Espana (23). El CIR esta
presente en el 3-5% de las gestaciones (8), aunque co-existe en un porcentaje
significativo con la PE, por la placentacion andmala comun. Asi, la prevalencia
de CIR entre las gestantes con PE en un estudio con casi 40000 embarazadas
(26) fue de un 22.2%. Ademas, existe asociacién con el momento en el que se
inicie la PE: las mujeres con PEP tienen 7 veces mas riesgo de tener un feto
con CIR respecto a las mujeres sin PE, mientras que el riesgo en las mujeres

con PET es 3 veces mayor (8).

Respecto a la mortalidad, los desdrdenes hipertensivos supusieron,
entre los afios 2003-2009, el 14% de todas las muertes maternas a nivel
mundial, con estimaciones regionales sustancialmente variables (10.3 — 22.1%)
(27), siendo responsables anualmente de aproximadamente 25000 muertes
maternas en Africa, 22000 en Asia, 3800 en América Latina y 150 en los paises
desarrollados (28).

Nuestro centro, el Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA),
atiende a la poblacion del area sanitaria IV del Principado de Asturias (71613
mujeres entre 15 y 50 afos, en el ano 2017, segun los datos del registro de la
Direccion General de Planificacion Sanitaria de la Consejeria de Sanidad y la
Sociedad Asturiana de Estudios Econdmicos e Industriales). Pero, ademas, es
centro de referencia para el resto de las areas sanitarias de la comunidad
auténoma, por lo que, ante determinadas patologias graves o con un manejo
clinico complejo, las pacientes son derivadas al HUCA. Anualmente, se realiza
un control rutinario del embarazo a aproximadamente 2300 embarazadas, y en
el periodo concreto 2015 — 2017, un total de 688 gestantes acudieron al

Servicio de Urgencias por presentar sintomatologia sugerente de PE,
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solicitando atencion sanitaria urgente un total de 1390 veces. Finalmente, el
20.3, 17.0 y 7.3% de estas gestantes fueron diagnosticadas de PE (incluyendo
el sindrome de HELLP), HTAG y CIR, respectivamente. La incidencia de CIR
en las gestantes con PE fue de un 16.7%. Los distintos diagndsticos pueden

verse en la figura 1.

EMBARAZO
NORMAL
32%

5%

HTAG
17%

Figura 1. Diagnéstico final de las 688 pacientes que acudieron al Servicio de
Urgencias del HUCA con sospecha de PE (periodo 2015-2017). CIRP, crecimiento
intradtero retardado precoz;, CIRT, crecimiento intrautero retardado tardio;, HTAG,
hipertension gestacional;, PEP, preeclampsia precoz; PET, preeclampsia tardia; RPBF,
riesgo de pérdida del bienestar fetal; RPM, rotura prematura de membranas; Otros:
incluye HTAG cronica, HTAG transitoria, aborto, oligohidramnios, PE previa, muerte
fetal, otros. Embarazo normal: aquellos en los que la gestacion transcurrié sin ninguna
patologia aparente, incluidas las mencionadas.

1.1.2 Factores de riesgo

Existe una serie de condiciones que predisponen, en mayor 0 menor
grado, al desarrollo de alguna de las patologias descritas, y que son
compartidas en algunos casos debido a las similitudes existentes entre los

trastornos (tabla 3).
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HTAG PE CIR
Obesidad (IMC >30kg/m?) Disfuncion placentaria (HTAG, PE)
PE en gestacién previa CIR en gestacion previa

Diabetes, enfermedad renal o cardiaca

Infeccion del tracto urinario

Infeccion del tracto Afecciones
reproductivo, cirugia del respiratorias
tracto reproductivo cronicas

Edad materna mayor

Edad materna extrema

Hijo previo nacido
“grande para la edad Nuliparidad
gestacional”

Hemorragia anteparto

Embarazos multiples

Tabla 3. Factores de riesgo compartidos por la PE, HTAG y CIR. IMC, indice de
masa corporal. Adaptado de Villar et al (5).

Asi mismo, también se han encontrado diferencias en los factores de
riesgo segun se trate de PEP o PET (15). La hipertension cronica esta mas
relacionada con la aparicion de PEP, mientras que el sobrepeso/obesidad,
nuliparidad, y diabetes mellitus, lo estan con la forma tardia. Este hecho apoya
la teoria de que ambas son entidades clinicas independientes, tal y como se ha
mencionado previamente. Por otro lado, existen factores maternos, fetales,
placentarios y genéticos que contribuyen de forma independiente a la aparicion
del CIR (10).

1.1.3 Fisiopatologia

La hipdtesis central que explica la fisiopatologia de la PE es la existencia
de una isquemia placentaria provocada por una transformacion anémala de las

arterias espirales uterinas (figuras 2 y 3).
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Embarazo normal Preeclampsia

decidua
7
4 Trofoblasto
limite de
— decidua-
miometrio

miometrio
Arteria
__/ espiral
A
\ |

Figura 2. Fracaso de la transformacién fisiolégica de las arterias espirales
implicado en la PE. A la izquierda, transformacion fisiologica de las arterias espirales
en el miometrio, en un embarazo normal, con trofoblastos en los segmentos decidual y
miometrial, que convierten las arterias en vasos de gran calibre e incrementan el
suministro de sangre al espacio intervelloso. A la derecha se observa una
caracteristica clave asociada al fracaso de la transformacion de las arterias espirales
en los embarazos afectados con PE: la falta de invasion de los trofoblastos en el
segmento miometrial de la arteria espiral, produciéndose asi arterias espirales
estrechas, un patréon de flujo sanguineo perturbado y una perfusion uteroplacentaria
reducida. Modificado de Chaiworapongsa et al (18).

Figura 3. Arterias espirales del miometrio transformadas y no transformadas. a)
Las arterias espirales transformadas se caracterizan por la presencia de trofoblastos
intramurales (puntas de flecha) y degeneracion fibrinoide (flechas) de la pared arterial.
b) Las arterias espirales no transformadas carecen de trofoblastos intramurales y
degeneracion fibrinoide, y retienen contornos arteriales intactos. Las puntas de flecha
indican la presencia de trofoblastos en el miometrio, pero no en la pared de la arteria
espiral. Ambas imagenes se tifieron con citoqueratina 7 (marrén) y acido peryddico-
Schiff (rosa), aumento x 200 (29).
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Durante el embarazo normal, los trofoblastos invaden la pared arterial,
destruyen la tunica media y transforman las arterias espirales uterinas,
aumentando su diametro para permitir una perfusion adecuada de la placenta
(30). Este proceso, regulado por la presién parcial de oxigeno, factores de
crecimiento, hormonas y otras moléculas de sefializacién (31), permite un
incremento de hasta diez veces el aporte sanguineo hacia el espacio
intervelloso En cambio, en la PE, esta transformacion es deficiente por lo que
se limita el flujo sanguineo hacia el feto, produciéndose la consecuente hipoxia
placentaria que, al liberar determinados factores a la circulacion, provocara las
manifestaciones clinicas de la enfermedad. Esta es una afeccién multisistémica
que incluye alteraciones renales, hepaticas, cerebrales, vasculares,

pancreaticas y cardiopulmonares.

La angiogénesis, formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los
preexistentes es, por tanto, esencial para un embarazo exitoso (32). Sin
embargo, en la PE existe un desequilibrio entre la produccién y liberacion de
factores angiogénicos y anti-angiogénicos, dando lugar a un estatus
marcadamente anti-angiogénico (33). Asi, se encuentran concentraciones
elevadas de factores anti-angiogénicos, como el receptor soluble de tirosin
quinasa (sFlt-1) y la endoglina soluble (sEng), y concentraciones disminuidas
de factores pro-angiogénicos, como el factor de crecimiento placentario (PIGF)

y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (34) (figura 4).

El VEGF se trata de una familia de moléculas que incluyen VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D y PIGF, y todas ellas estimulan el crecimiento de
vasos sanguineos a través de distintos mecanismos (35). Actuan uniéndose a
sus receptores tirosin quinasa, como el receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular-1 (VEGFR-1). Por otro lado, el sFlt-1 es la forma soluble del
VEGFR-1, y actua uniéndose a PIGF y a VEGF con gran afinidad, bloqueando
asi la angiogénesis placentaria (33). La endoglina es un co-receptor de la
superficie celular para algunas isoformas del factor de crecimiento
transformante (TGF), y actua promoviendo la angiogénesis. La sEng es la
forma soluble del co-receptor, y dificulta la unién del TGF a la endoglina,

contribuyendo asi al desarrollo de la PE (36).
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| —‘__u_-,-'—"‘ ) ‘__,"__ o) _’__4‘__ Q. _—
/ < Embarazo normal
Sht sFI-1/PIGF: bajo
P N “ 7\
G, PG
> 7 p, a1 !
\'/ \7 \ AL "™
— "‘--.____"_, I S e, 0 N

——= Mantenimiento de la funcion endatalial

Preeclampsia

T LY
_\ o SFit- :a N
'“‘ﬁ; Z) = 4N\ 4N -

— ' ‘!:IJEF A

!f /P:;F A

\/ \ / 1 R

—» Sefalizacidn VEGF insuficiente

Disfuncion endotalial

Figura 4. Esquema de la patogénesis de la PE. En el embarazo normal, las
concentraciones bajas de sFlt-1 permiten una sefalizacion adecuada de VEGF y
PIGF, manteniéndose el fenotipo anticoagulante y vasodilatador del endotelio sano. En
la PE, el aumento de la produccién y liberacion del factor anti-angiogénico sFit-1 desde
la placenta conduce a una disminucién de la biodisponiblidad de VEGF y PIGF. Esto
produce una alteracion del eje de sefalizacion VEGF/PIGF y a una disfuncion
endotelial generalizada. PIGF, factor de crecimiento placentario; sFlt-1; receptor
soluble de tirosin quinasa; VEGF, factor de crecimiento endotelial vascular. VEGFR-1,
-2, receptor del factor de crecimiento endotelial vascular-1, -2. Modificado de Hagmann
et al (34).

Existen otros factores de indole genética e inmunoldgica implicados en
la patogenia de la enfermedad (18), ademas de los factores de riesgo
mencionados. Sin embargo, el fracaso de la transformacién fisiolégica de las
arterias espirales no es especifico de la PE, ni causa suficiente por si mismo
para provocarla (37). Dicho fallo existe en otros sindromes obstétricos, entre
ellos el CIR (38, 39), el desprendimiento de placenta (40) o la rotura prematura
de membranas (41). Por tanto, en el caso de la PE, es necesaria la existencia
de otros factores extraplacentarios para desencadenar dicha patologia, que no
se presentan en el resto de las condiciones mencionadas o no aparecen con

tanta severidad. Es el lamado “modelo en dos pasos” (18) (figura 5).
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Figura 5. Fisiopatologia en dos pasos de la PE. Modificado de Shanmugalingam et
al (42).

En un primer paso, la placentacion andmala produce una circulacion
placentaria deficiente e hipoxia. Esta situacion hace que posteriormente se
produzca un desbalance entre los requerimientos nutricionales del feto y la
capacidad placentaria para suministrarlos, liberandose en un segundo paso,
durante la segunda mitad de la gestacion, distintos factores. Algunos de estos
factores son los reguladores del equilibrio angiogénico, los cuales incrementan
el estrés oxidativo y la disfuncién endotelial, apareciendo las manifestaciones
clinicas de la enfermedad: cuadro sistémico, microangiopatia generalizada y
vasoespasmo. Asi, el momento y la extension de ambos factores (la
placentacion defectuosa y la demanda fetal de suministro de sangre) serian los

determinantes para el desarrollo o no desarrollo de la PE (18).

En todo caso, sigue sin estar claro porqué se desarrolla una u otra
enfermedad, pues la PE y el CIR comparten los factores mencionados e incluso
el desequilibrio anti-angiogénico. Es posible que sea necesario superar un
determinado umbral de desbalance anti-angiogénico para que se desarrolle la
PE (43), mientras que grados mas leves de insuficiencia placentaria y estado
anti-angiogénico podrian dar lugar a formas variables de enfermedad

placentaria, dependiendo de la constitucion materna. Segun algunos autores, la
12
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condicién que diferencia ambas patologias es una susceptibilidad materna, un
sindrome metabdlico presente en la PE, pero ausente en el CIR (6) tal y como

muestra la figura 6.

Predisposicion materna a la disfuncion endotelial

1 factor inducible por hipoxia

|PLGF 1 VEGF 1TGFB,

Implantacion poco profunda

I Linfocitos T Citoquinas
proinflamatorios

MATERNAL
PLACENTA

Obesidad Q . “ @ | = Bajo peso
Resistencia a la insulina * Lipidos bajos
Hiperglicemia v *  No hiperglicemia
Hiperlipidemia Estrés oxidativo * Noresistencia a
Trombosis/coagulacion la insulina

11 disfuncion endotelial

Preeclampsia No preeclampsia

Figura 6. Modelo que sugiere el sindrome metabdlico como la clave que
diferencia PE y CIR. PIGF, factor de crecimiento placentario; VEGF, factor de
crecimiento endotelial vascular; TGF-B, factor de crecimiento transformante beta.
Modificado de Ness et al (6).

Estos factores metabdlicos interaccionan con la inflamacién,
alimentando el estrés oxidativo y alterando la funcion endotelial materna hasta
que el proceso cruza un umbral clinico en forma de hipoperfusion de érganos
maternos, una caracteristica clinica de la PE, pero no del CIR. Por tanto, el
desarrollo de una u otra enfermedad, de forma aislada o concomitante con la

otra, dependera de la existencia o no de este sindrome metabdlico materno.

Hoy en dia, no se conoce con exactitud la causa de la HTAG. Mientras
algunos autores consideran que puede ser una forma leve o incompleta de PE,
otros sugieren que se trata de una hipertension arterial esencial latente
desenmascarada precozmente con la gestacion. El hecho de que un 17% de
las pacientes con HTAG progresen a PE, y que este riesgo de progresion sea

mayor cuanto mas precoz es la aparicion de la HTAG (44), agranda la
13
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controversia en cuanto a si la HTAG es una entidad clinica independiente o, por
el contrario, es una forma leve o una presentacion temprana de la PE. A pesar
de existir algunos factores de riesgo comunes, existen diferencias en la
patologia  placentaria, epidemiologia, patogenicidad, caracteristicas
hemodinamicas y biologia vascular que parecen confirmar que HTAG y PE son

entidades independientes (45).

1.1.4 Diagnéstico

El diagndstico tradicional de la PE, basado en la presencia de proteinuria
y HTAG, ha dado paso a una definicibn mas flexible donde es posible
diagnosticar PE sin la presencia de proteinuria (revisar apartado 1.1 para mas
detalles). Esto es debido a que la PE puede manifestarse antes de que la
endoteliosis capilar glomerular se vuelva lo suficientemente grave como para
inducir proteinuria (46). Sin embargo, el diagndstico de la PE aun se basa en
datos clinicos y de laboratorio que son inespecificos, viéndose dificultado por la
presentacion clinica variable y/o tardia de algunos casos.

Por el caracter transitorio de la HTAG, ésta ha de ser revaluada
mediante la medicién de la presion sanguinea aproximadamente tres meses
tras el parto. Si la paciente se presenta normotensa, el diagnéstico final es
HTAG, mientras que la persistencia de hipertensién es consistente con el

diagndstico de hipertension crénica (45).

En el caso del CIR, los hallazgos ecograficos, principalmente el peso
fetal estimado y la hemodinamica Doppler, aproximan al diagnéstico, pero,
frecuentemente, la diferenciacién entre CIR y fetos “pequefios para la edad
gestacional” es extremadamente dificil, incluso para el personal mas

especializado (47).

1.1.4.1 Marcadores bioquimicos

Clasicamente, los marcadores utilizados para valorar las gestantes con

PE han sido las pruebas de funcién hepatica y el acido urico. Respecto a éste
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ultimo, se encuentra elevado en mujeres con PE debido a que, por un lado, la
enzima que lo produce, la xantina oxidasa, se encuentra aumentada como
consecuencia de la isquemia placentaria (48) y, por otro, existe una reduccion
en la excrecion renal de urato como consecuencia de una tasa de filtrado
glomerular disminuida, aumentando asi su concentraciéon en sangre (49). Por
ello, la hiperuricemia es un hallazgo caracteristico en la PE (50) que precede
muchas veces a la sintomatologia y al inicio del fallo renal, considerandose asi
un marcador de severidad y estrés oxidativo placentario, pero con una
sensibilidad baja. Es ademas marcador de disfuncion renal y correlaciona con
la severidad de la endoteliosis glomerular, lesion histologica caracteristica de la
PE (51). A pesar de lo mencionado, hoy en dia no hay evidencia de que sea un
marcador predictivo de la enfermedad y su papel patogénico continua siendo

desconocido.

Por otro lado, debido a que las alteraciones vasculares que acontecen
en la PE suponen un estrés a nivel cardiaco (52), se han evaluado marcadores
bioquimicos a este respecto. El fragmento N-terminal del propéptido natriurético
tipo B (NT-proBNP) es uno de los fragmentos secretados principalmente por el
ventriculo cardiaco, y su concentracion en suero se correlaciona con el
prondstico de la insuficiencia ventricular, utilizandose en la practica clinica para
evaluar las disfunciones ventriculares y para el diagndstico de la insuficiencia
cardiaca. Existen varios estudios (53, 54) que correlacionan niveles
aumentados de este péptido con el desarrollo de PE, y podria ser util para
diferenciar PE de CIR, al encontrarse concentraciones medias

significativamente distintas entre ambas patologias (4).

En los ultimos afos, se han seguido buscando y evaluando distintos
marcadores con el objetivo de predecir o diagnosticar precozmente la PE, entre
los que podemos mencionar la cistatina C, proteina asociada al embarazo
proteina placentaria 13, alfa-1 microglobulina, hemoglobina fetal, etc (55). De
entre todos, los mas prometedores han sido los relacionados con la

angiogénesis: sFlt-1 y PIGF.

El estudio de la evolucion de ambos factores a lo largo de embarazos de
gestantes normotensas y con PE (56), ha demostrado la existencia de niveles
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mas bajos de PIGF y mas altos de sFlt-1 en gestantes que desarrollan PE y
disfuncion placentaria respecto a gestantes normotensas. La evolucion de la
relacion sFIt-1/PIGF a lo largo del embarazo, expresada como cociente de sus

concentraciones séricas, se muestra en la figura 7.

— Preeclampsia

6007
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Edad gestacional (semanas)

Figura 7. Las concentraciones séricas maternas de la relaciéon sFlt-1/PIGF
durante el embarazo. Los valores normales de referencia (los percentiles 5/50/95) se
representan en azul (lineas continua y discontinuas) y los valores medios al momento
del diagnostico de PE se representan en rojo oscuro. Las diferencias maximas entre
los casos de PE y los embarazos normales se observan durante la fase temprana,
especialmente entre las 24 y las 28 semanas de gestacion. En la fase tardia, y
especialmente en los embarazos a término, se observa una superposicion
considerable. Para una mejor visualizacion, el valor de corte de la relacién sFlt-1/PIGF
de 85 se muestra como una linea horizontal negra. Modificado de Herraiz et al (43).

La relacion entre sFIt-1 y PIGF, en combinacién con marcadores
ecograficos como el indice pulsatil de la arteria uterina, constituye un modelo
de prediccion de PE temprana que ha mejorado la sensibilidad y especificidad
en el 2° trimestre, obteniéndose unos resultados de un 80-100% de sensibilidad
y un 89-100% de especificidad para identificar PEP y/o CIR (57-59). Por ello, la
relacion sFit-1/PIGF ha sido incorporada en algunos centros a la practica clinica
para ayudar en la prediccidn, diagndstico temprano y seguimiento del curso de
la enfermedad en la PE (43).

Sin embargo, el uso de los marcadores angiogénicos presenta algunas
limitaciones: por un lado, se ha demostrado que tienen una utilidad limitada en
16
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el 1¢" trimestre (60). Existen estudios con resultados contradictorios respecto a
su utilidad (61-63). Por otro lado, no son especificos para la PE, ya que
proporcionan informacion subrogada sobre la funcién placentaria, la cual esta
alterada en varias enfermedades de disfuncion placentaria, por lo que la
relacion sFIt-1/PIGF puede aumentar de forma similar en CIR, PE, hemorragia
posparto y otros sindromes (9). Asi, aunque se ha demostrado que una
relacion sFlt-1/PIGF <38 tiene un alto valor predictivo negativo para descartar
PE (64), una limitacion de esta estrategia de cribado es la alta tasa de falsos
positivos. En un estudio publicado recientemente por Sabria et al (4), el 38.8%
de los embarazos con una relacion sFlt-1/PIGF> 38 no present6 PE al
momento del parto y solo el 26.9% desarroll6 esta enfermedad durante la
semana posterior al cribado. Ademas, la relacion sFIt-1/PIGF no difirid
significativamente entre las pacientes con CIR y aquellas con PE, no existiendo
evidencia suficiente para establecer puntos de corte especificos de prediccion y
diagnostico del CIR. Por ello, un punto en discusion es si la evaluacion de
biomarcadores involucrados en una sola via de la enfermedad (angiogénesis)
puede predecir o detectar a todas las mujeres con PE, una enfermedad que

tiene una etiologia multiple (65).

1.1.5 Complicaciones maternas y perinatales:
1.1.5.1 Hipertension gestacional

Como ya se ha mencionado, aproximadamente el 17% de las mujeres
con HTAG desarrollaran durante el embarazo PE (44). Las pacientes con
HTAG tienen un mayor riesgo de complicaciones obstétricas graves en
comparacién con las gestantes sin esta patologia, pero este riesgo es
considerablemente menor que el de las gestantes con otros trastornos
hipertensivos del embarazo, como la hipertension cronica, la PE, o la eclampsia
(66). Ademas, la severidad de la hipertensién es un factor predictor importante,
ya que las mujeres con HTAG grave tienen un mayor riesgo de resultados
adversos maternos y perinatales que las mujeres con PE leve (21).
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1.1.5.2 Preeclampsia

La PE ha sido identificada como la principal causa del ingreso en
unidades de cuidados intensivos durante el puerperio (67). La gravedad de las
complicaciones maternas y perinatales va a depender de una serie de factores,
entre los que se encuentran la edad gestacional al inicio de los sintomas, la
severidad de la PE, la calidad en el manejo clinico y la presencia o ausencia de

desordenes médicos preexistentes (68) (tabla 4).

Complicaciones maternas (y su frecuencia estimada):

e Desprendimiento de placenta (1-4%)

e Coagulopatia diseminada/sindrome de HELLP (10-20%)
e Edemalaspiraciéon pulmonar (2-5%)

¢ Insuficiencia renal aguda (1-5%)

e Eclampsia (<1%)

¢ Insuficiencia hepatica o hemorragia (<1%)

e Accidente cerebrovascular (muy rara)

o Muerte (muy rara)

e Morbilidad cardiovascular a largo plazo

Complicaciones neonatales:

e Parto prematuro (15-67%)

e Crecimiento intrautero retardado (10-25%)
e Lesion neuroldgica por hipoxia (<1%)

e Muerte perinatal (1-2%)

e Morbilidad cardiovascular a largo plazo asociada con bajo peso al
nacer (origen fetal de la enfermedad del adulto)

La magnitud del riesgo depende de: la edad gestacional en el momento
del diagnéstico, el desarrollo del parto, la gravedad de la enfermedad y la
presencia de trastornos médicos asociados.

Tabla 4. Complicaciones maternas y fetales en PE severa. HELLP: hemodlisis,
enzimas hepaticas elevadas y plaquetas bajas. Modificado de Sibai et al (68).

En general, los resultados son favorables en los casos de PE leve
desarrollada tras la semana 36 de gestacion mientras que, en la PEP, la

morbilidad y mortalidad materna y perinatal aumenta.
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Debe tenerse en cuenta que, aunque hay un riesgo 4 a 6 veces mayor
de resultados adversos maternos y perinatales entre los casos de PEP en
comparaciéon con los de PET, estos ultimos son los mas comunes, por lo que
en términos absolutos las PET acumulan el mayor numero de complicaciones
(69).

1.1.5.3 Crecimiento intrattero retardado

Los recién nacidos con CIR son propensos a desarrollar complicaciones
después del nacimiento. Algunas de las complicaciones a corto plazo incluyen
asfixia perinatal, aspiracion de meconio, hipertensién pulmonar persistente,
hipotermia, hipo e hiperglucemia, hipocalcemia, policitemia, ictericia, dificultad e
intolerancia alimentaria, enterocolitis necrotizante, sepsis de inicio tardio,
hemorragia pulmonar, etc. (70). A largo plazo, los principales problemas

incluyen un crecimiento fisico anormal y alteraciones neuro-conductuales (71).
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1.2 Estrés oxidativo
1.2.1 Generalidades

Un radical libre es un atomo, molécula, o compuesto altamente inestable
debido a que en su estructura atdomica o molecular tiene en su orbital mas
externo uno o mas electrones desapareados (72), y es esta capa de electrones
incompleta la que confiere su alta reactividad. Los radicales libres pueden
generarse a partir de muchos elementos, pero en los sistemas bioldgicos los

que involucran al oxigeno y al nitrogeno son los mas importantes (73).

El oxigeno molecular (O2) participa en la transferencia de electrones de
alta energia ayudando en la generacion de grandes cantidades de adenosina-
5- trifosfato a través de la fosforilacion oxidativa, energia necesaria para
multiples reacciones y funciones celulares (72). En este proceso, el Oz es
reducido totalmente a agua (figura 8), generandose productos intermedios
denominados especies reactivas de oxigeno (ERO). Aunque la cadena
respiratoria mitocondrial es la mayor fuente de ERO, existen otros muchos
sistemas intra- y extracelulares involucrados en la produccion constante de
ERO (72, 74).

- e’ 0O, oxigeno molecular
\ \

e- e e
\ \ \ \ 0O,* radical superéxido
«, . | X R Y 5
7‘@ N OH*)— %~ H,0, peréxido de hidrégeno
/ /

/ . . . .
2H* H* H2O OH* radical hidroxilo

Figura 8. Reduccion total del oxigeno molecular. En cuatro pasos, con el aporte
seriado de cuatro electrones, el O, es totalmente reducido hasta agua, producto final en
la cadena de transporte electrénico.

Estas ERO tienen la capacidad de reaccionar muy faciimente con
cualquier sustancia organica que se encuentre a su alrededor, siendo capaces
de atacar a moléculas biolégicas como proteinas, lipidos o cadenas de acido
desoxirribonucleico (ADN) (73). Este proceso en el que las ERO producen dafio
biomolecular a los constituyentes de los organismos vivos es conocido como

dario oxidativo (75).
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Cuando las ERO se encuentran cerca de las membranas, atacan a los
fosfolipidos de las mismas provocando su oxidacion, en un proceso conocido
como peroxidacion lipidica, y que puede generar una reaccion en cadena en la
que se producen distintos radicales en un proceso que se amplifica (76). En
consecuencia, se forman aldehidos potencialmente tdxicos entre los que
destacan el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxi-2(E)-nonenal (77). Estos
aldehidos son sustancias estables que pueden atacar dianas moleculares
lejanas al lugar donde se originan. Ademas, provocan que la membrana pierda
su integridad (78), por lo que aumenta la filtraciéon a través de ésta de
sustancias que normalmente no pueden cruzarla, provocando un mayor dafio a

la estructura (76), lo que conlleva multiples desérdenes bioldgicos.

A pesar de lo mencionado, los radicales libres también cumplen un papel
fundamental en procesos fisioldgicos, como el control de la tension arterial, la
intervencidon en funciones endoteliales, sefales celulares, apoptosis, division
celular y transcripcion génica (79). Por ello, son necesarios unos niveles
minimos de ERO para el buen funcionamiento celular, pero sin exceder un
determinado umbral que implicaria un desequilibrio entre los procesos
involucrados en su produccion y eliminacion. Para ello, el organismo dispone
de un sistema de defensas antioxidantes enzimatico y no enzimatico que

elimina o inactiva a los radicales libres (tabla 5).

Enzimaticos No enzimaticos
e Superdxido dismutasa e Glutation (GSH) e Hemopexina
SOD
( ) e Albumina e [-caroteno
Catalasa (CAT
* ( ) e Coenzima Q e Transferrina
Glutation peroxidasa (GP
* Hation perox (GPx) e Ceruloplasmina e Bilirrubina
Glutatié duct GR ,
* utation reductasa (GR) e Lactoferrina e Acido urico
e Glutation S-transferasa .
(GST) e Haptoglobina o Glucosa
e Acido ascérbico e Vitaminas C, E

e Elementos traza (Cu,
Fe, Mn, Se, Zn)

Tabla 5. Sistema antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos. Los antioxidantes de
naturaleza enzimatica necesitan, en general, ayuda de cofactores para realizar sus
funciones, como metales (Cu, cobre; Fe, hierro; Mn, manganeso; Se, selenio; Zn,
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zinc), mientras que los no enzimaticos suelen provenir de una fuente exoégena.
Adaptado de Roth et al (81).

El sistema de defensa actua a dos niveles: o bien impidiendo la

formacion de ERO, o bien eliminado las ERO ya formadas (80).

Los antioxidantes pueden encontrarse dentro de la célula, en la
membrana o fuera de ella (82, 83). Cuando el balance entre los oxidantes y los
antioxidantes estd desequilibrado a favor de los primeros, se genera una
situacion perjudicial conocida como estrés oxidativo. Este desequilibrio se
produce por cambios en alguno de los dos lados de la balanza: bien por un
incremento en la generacion de ERO, o bien por una disminucion del sistema

antioxidante (73).

1.2.2 Marcadores de estrés oxidativo

Debido a que el estrés oxidativo es fruto de un desequilibrio del estado
natural pro-antioxidativo, es necesario medir ambos lados de la balanza para
una correcta valoracion. Al existir muchas moléculas que pueden ser
analizadas, se han estandarizado unos métodos de deteccion para cada uno

de los procesos implicados en la aparicion del dafo oxidativo (tabla 6).

Métodos de deteccion del dafno oxidativo

Medida de Ila |e Resonancia paramagnética nuclear

formacion in ) )
DIRECTOS vivo de ERO e Spin trapping

Medida de Ila|e Capacidad antioxidante relativa al trolox
capacidad

INDIRECTOS | ,tioxidante

¢ Cantidad de radicales atrapados totales
¢ Capacidad antioxidante de los radicales

e Poder reductor antioxidante del hierro

Medida de los | ¢ Medida de las defensas enzimaticas: CAT, SOD,
sistemas de GPx, GR

defensa , C .
e Medida de las defensas no enzimaticas: sistema

GSH, vitamina C
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Medida de las | ¢ Medida del dafio oxidativo a lipidos: 4-HNE,
consecuencias MDA, F2-isoprostanos

e Medida del dano oxidativo a proteinas:
glicosilacién proteica, oxidacion de aminoacidos,
formacion de agregados

e Medida del dano oxidativo al ADN: 8-OHdG,
comet assay o analisis del dafno general al ADN

Tabla 6. Esquema representativo de los métodos mas empleados en la
determinaciéon del dafno oxidativo. 4-HNE, 4-hidroxi-2(E)-nonenal; 8-OHdG, 8-
hidroxi-2’-deoxiguanosina; ADN, acido desoxirribonucleico; CAT, catalasa; ERO,
especies reactivas de oxigeno;, GPx, glutation peroxidasa; GR, glutation reductasa;
GSH, Glutation, MDA, malondialdehido; SOD, superoxido dismutasa. Adaptado de
Poljsak et al (84).

1.2.3 Estrés oxidativo en el embarazo

La generacion de ERO aumenta durante el embarazo, debido
fundamentalmente a la alta demanda de oxigeno de la madre vy el feto, lo cual
aumenta el metabolismo oxidativo (85). Ademas, hacia el final del 1° trimestre,
se termina de conformar la placenta discoide definitiva, proceso en el que el
estrés oxidativo juega un papel central, considerandose por tanto fisioldgico
(73). El inicio de la circulacion se asocia con un aumento de tres veces en la
concentracion de oxigeno dentro de la placenta (86), lo cual incrementa la
generacion de ERO, particularmente en la capa sincitiotrofoblastica, que
contiene bajas concentraciones de las principales defensas enzimaticas
antioxidantes, las Cu y Zn-superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) (87,
88).

Asi, los estudios realizados al respecto muestran niveles de
peroxidacién lipidica mas altos en mujeres embarazadas que en mujeres no
embarazadas (89-91), observandose un incremento del estrés oxidativo a
medida que avanza el embarazo (92-94). Sin embargo, no esta tan claro como
evoluciona la defensa antioxidante a lo largo de la gestacion, puesto que
aunque algunos estudios parecen haber demostrado un incremento de esta
defensa (95, 96), lo cual podria significar una adaptacion a la necesidad de
cambio para poder mantener el equilibrio pro-antioxidante, en otros estudios
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(92, 97) se observa un descenso significativo, sugiriéndose un agotamiento de

la defensa ante un mayor dafio oxidativo.

1.2.4 Estrés oxidativo y preeclampsia

Como se ha comentado, la generacion de ERO ocurre de forma natural
en el proceso de implantacion, proliferacion, diferenciacién e invasién
trofoblastica de cualquier embarazo, pero en el caso de la PE tiene lugar un
desbalance entre la formacion de lipidos peroxidos y la actividad antioxidante
llevada a cabo por muchos enzimas (98). El incremento de la exposicion a ERO
puede llevar a la carboxilacién de proteinas, peroxidacion de lipidos y oxidacion
del ADN, encontrandose abundante evidencia de estrés oxidativo en la sangre

y los tejidos de las mujeres con PE (tabla 7).

Evidencia de estrés oxidativo en la PE

Marcadores circulantes | Marcadores no lipidicos:
e Anticuerpos contra LDL
e Actividad oxidante del ascorbato

e Aumento de nitrosotioles

Marcadores lipidicos:
e Productos de oxidacioén de lipidos

e Anticuerpos contra LDL oxidada

En tejidos sistémicos e Aumento de los residuos de nitrotirosina en los vasos
maternos sanguineos

o Neutrdéfilos y monocitos activados

En la decidua e Aterosis con macréfagos cargados de lipidos
o Aumento de los perdéxidos lipidicos
e Aumento de los isoprostanos aumentados

e Proteinas carbonil

En la placenta Marcadores no lipidicos:

¢ Aumento de la xantina oxidasa en las células
invasoras del trofoblasto

o El aumento de nitrotirosina en los vasos sanguineos
fetales
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Antioxidantes:
e SOD reducida

e GPxreducida

Marcadores lipidicos
e Aumento del MDA
¢ Aumento de perdéxidos lipidicos

e Proteinas carbonil

Tabla 7. Evidencia de estrés oxidativo en sangre y tejidos de mujeres con PE.
GPx, glutation peroxidasa; LDL, lipoproteina de baja densidad; MDA, malondialdehido;
SOD, superéxido dismutasa. Modificado de Roberts et al (99).

En el modelo de los dos pasos (revisar apartado 1.1.3, figura 5, para
mas detalles), el estrés oxidativo juega un papel relevante en la fisiopatologia
de la PE, y se ha propuesto como el vinculo entre las dos etapas de la
enfermedad (100), ya que se piensa que es el causante de la liberacién de
factores en la circulacion materna que estimulan a su vez la respuesta

inflamatoria y la activacion de las células endoteliales maternas.

La reduccion de la perfusion placentaria debida a la invasion
trofoblastica poco profunda crea cambios en el entorno placentario, en donde
las ERO y la activacion de las células endoteliales, a través de diferentes
mecanismos, dan como resultado la disfuncién endotelial (101). Debido a la
invasion defectuosa del trofoblasto, se produce un flujo sanguineo arterial
intermitente, lo que resulta en periodos de isquemia/reperfusién, creando un
entorno hipdxico que favorece el estrés oxidativo, el consiguiente dafo

oxidativo y la inflamacién (102) (figura 9).

La mayoria de estudios realizados al respecto confirman la existencia de
mayores niveles de oxidantes y menores de defensa antioxidante en mujeres

con PE respecto a embarazadas sanas (50, 91, 103, 104)
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Figura 9. Mecanismos de la disfunciéon endotelial en la PE. La mala invasion del
trofoblasto en la PE causa un deterioro de la remodelaciéon de la arteria espiral,
seguida de isquemia/reperfusion placentaria e inflamacion. Dentro de la célula
trofoblastica, el estrés oxidativo proveniente de la formacion desequilibrada de
radicales libres se forma a partir de diferentes fuentes como la xantina oxidasa,
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) oxidasa y la mitocondria. En dltima
instancia, todos estos eventos se orquestan conduciendo a la formaciéon de
peroxinitrito, peroxidacion de lipidos, modificacién de proteinas, activacion de MMP y
dafio al ADN, lo que contribuye a la disfuncién endotelial. Co Q, coenzima Q; CTE,
cadena transportadora de electrones; Cyt C, citocromo C; eNOS, sintasa de oxido
nitrico endotelial: FADH,, flavin adenin dinucleétido, forma reducida; H*, cation
hidrégeno; H-0,, perdxido de hidrégeno;, MMP, metaloproteinasas de la matriz celular;
NADH, nicotin adenin dinucledtido, forma reducida; *NO, oxido nitrico; O, oxigeno
molecular; O2*, radical superéxido; ONOQO", peroxinitrito; SOD, superdxido dismutasa;
I, I, 1ll, 1V, V, complejos de la cadena transportadora de electrones. Modificado de
Sanchez-Aranguren et al (101).

Al contrario que en la PE, el papel que juega el estrés oxidativo en el
CIR apenas ha sido estudiado. La evidencia disponible sugiere que el nivel de
estrés oxidativo placentario observado en el CIR es similar al encontrado en
embarazos fisioldgicos, o algo superior al de estos, pero inferior al encontrado
en los embarazos con PEP (105, 106), lo cual sugiere un dafno vascular mas

leve en el caso del CIR (73). Se han encontrado pruebas morfolégicas y
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moleculares de estrés oxidativo en placentas de gestaciones con CIR, por lo
que se especula que, desde el comienzo de la circulacion materna, tiene lugar
un estrés cronico de bajo nivel que conduce a un menor crecimiento de la

placenta (107).
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1.3 Elementos traza
1.3.1 Generalidades

Los elementos traza son aquellas moléculas que el ser humano precisa
en concentraciones menores a 100 mg/dia o que presentan concentraciones en
plasma o suero inferiores a 100 pg/ml. Algunos de ellos son considerados
esenciales cuando, tal y como esta ampliamente aceptado (108), una ingesta
deficiente produce de manera consistente un deterioro de una funcion bioldgica
de optima a suboptima y cuando la suplementacion con niveles fisiologicos de
este elemento, pero no de otros, previene o cura esta alteracion. Asi, dentro de
los elementos traza esenciales estarian el cromo, cobre (Cu), cobalto (Co),
flaor, yodo, hierro, manganeso, molibdeno, selenio (Se), vanadio, zinc (Zn),
niquel, silicio, arsénico y estafio. Otros elementos considerados candidatos
para obtener esta distincidon son el bario, el boro, el bromo y el estroncio (Sr)
(109).

1.3.2 Papel en el organismo y el embarazo

Las enzimas catalizan reacciones quimicas tanto anabdlicas como
catabdlicas, fundamentales en el metabolismo celular. Existe una interaccion
muy estrecha entre algunas enzimas y algunos elementos traza, pudiendo
estar unidos de una forma mas laxa (enzima-metal), o firmemente adheridos
(metaloenzimas). En cualquiera de los dos grupos, el papel de los elementos
traza puede ir desde mantener la conformacion estructural de la proteina
enzimatica, unir el sustrato a la proteina, a intercambiar electrones en las
reacciones catalizadas (110). Asi, los elementos traza participan en el
mantenimiento de procesos bioquimicos, y la alteracion de sus niveles puede

desregular mecanismos importantes y predisponer a enfermedades (111).

Por su parte, el embarazo es un periodo de rapido crecimiento y
diferenciacién celular tanto para la madre como para el feto. En consecuencia,
es una etapa durante la cual ambos son vulnerables a los cambios en el
suministro dietético, especialmente de aquellos micronutrientes que son
marginales en circunstancias normales (112). Como ya se ha comentado, la

28



Introduccién

generacion de ERO ocurre naturalmente durante el trascurso de cualquier
embarazo (98), por lo que algunos elementos traza han sido estudiados
extensivamente en embarazos normales y complicados debido a su funcion
como cofactores enzimaticos antioxidantes, como es el caso, por ejemplo, del

Cu, el SeyelZn.

El Se es un elemento traza esencial, cofactor de la enzima glutatién
peroxidasa (GPx), que forma parte del mayor sistema de defensa celular contra
el dano oxidativo (113). El requerimiento de Se en mujeres embarazadas y en
periodo de lactancia aumenta como resultado del transporte de Se a través de
la placenta y la leche materna, por lo que los niveles en sangre y suero
disminuyen durante el embarazo y son mas bajos que los observados en

mujeres no embarazadas (114).

El Cu es componente de numerosas enzimas y cofactor de la enzima
antioxidante SOD (115). Durante el embarazo existe un aumento progresivo del
mismo, que parece estar relacionado con una sintesis incrementada de
ceruloplasmina, una de las principales proteinas de unién a Cu, como resultado
de los niveles elevados de estrogeno materno. Otra razén puede ser la
disminucion de la excrecion biliar de Cu, inducida por cambios hormonales

tipicos del embarazo (116).

El Zn desempeia un papel importante en la mejora de la salud
reproductiva y también se requiere para una funcién celular éptima, ya que
actua como cofactor de mas de 300 enzimas diferentes, como la SOD,
anhidrasa carbonica, fosfatasa alcalina o alcohol deshidrogenasa (117, 118).
Durante el embarazo, los niveles de Zn circulante estan disminuidos y se
produce una mayor reduccion a medida que avanza el embarazo, posiblemente
debida a cambios hormonales y al aumento de la transferencia de la madre al
feto (119).

1.3.3 El Estroncio

Considerado actualmente como un elemento traza no esencial, hasta
hace unos ahos apenas se sabia nada de las posibles funciones del Sr en el
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cuerpo humano. Sin embargo, en la ultima década se ha ido incrementando
este conocimiento, siendo objeto de numerosos estudios debido a su uso, bajo
la forma de ranelato de Sr, en el tratamiento de la osteoporosis. El Sr (peso
atoémico: 87.62 u) es un cation divalente con similitud quimica y fisica con el
calcio (Ca), aunque con mayor peso molecular. Ambos cationes compiten por
los mecanismos de transporte, al tener vias comunes, teniendo el Sr menor
absorcidon intestinal y mayor aclaramiento renal, debido a una menor
reabsorcion tubular por su mayor tamafo (120). El Sr ingresa en el cuerpo
humano con la alimentacién, estando presente en concentraciones traza. Tras
la absorcion, muestra gran afinidad por el tejido 6seo, depositandose el 99% en
el tejido mineral y representando el 0.035% del contenido de Ca. Tiene una
baja unién a proteinas plasmaticas (25%), no se metaboliza y se elimina

lentamente por via renal y fecal.

La introduccion del ranelato de Sr en el tratamiento de la osteoporosis
propicio el interés por los mecanismos moleculares a través de los cuales actua
el Sr (121). El ranelato de Sr ha demostrado su eficacia en la prevencion de
fracturas en pacientes con osteoporosis, induciendo efectos beneficiosos en la
masa y resistencia 6sea al reducir la resorcidn y mantener o incrementar la
formacion del hueso, como indican los resultados de los estudios
internacionales STRATOS (STRontium Administration for Treatment of
Osteoporosis, administracion de Sr para el tratamiento de la osteoporosis)
(122) y TROPOS (Treatment Of Postmenopausal OSteoporosis, tratamiento de
la osteoporosis postmenopausica) (123). El Sr es la unica fraccién activa del
compuesto en el farmaco, dado que el acido ranélico que lo acompafa es un
acido organico capaz de quelar cationes metalicos, carente de actividad
bioldgica, y que se elimina rapida e inalteradamente por via renal, pero que
facilita la absorcion y la farmacocinética del Sr. En los ultimos anos, se generd
una gran controversia respecto a su uso, debido a los resultados de varios
estudios que determinaron un riesgo incrementado de eventos
cardiovasculares y tromboembodlicos en los pacientes tratados con este
farmaco (124, 125), aunque otros estudios similares concluyeron que no existia
evidencia a este respecto (126). Finalmente, en enero del 2014, el comité para
la evaluacion de riesgos en farmacovigilancia europeo (PRAC) concluy6é que
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existia un balance beneficio-riesgo desfavorable del uso de este farmaco,

recomendando la suspension de su comercializacion (127).

No existen muchas investigaciones que hayan estudiado el papel del Sr
en el contexto del embarazo fisiologico, y las que hay no le dan ningun
significado concreto a las concentraciones encontradas (128-132).

1.3.4 Papel de algunos elementos traza en la preeclampsia

El papel desempenado por algunos elementos traza como cofactores de
enzimas antioxidantes ha propiciado que hayan sido estudiados en patologias
obstétricas donde el estrés oxidativo tiene un papel importante, como la PE
(104, 133, 134). Al respecto, los resultados son en general contradictorios,
excepto en el caso del Se, en donde si parece existir acuerdo sobre una
situacion de deficiencia en aquellos embarazos con resultados adversos (135,
136). De hecho, se han puesto en marcha varios estudios de suplementacion
con Se para valorar su efecto en la prevencion de distintas patologias, con
resultados bastante prometedores (137, 138). Por otro lado, cuando se ha
encontrado deficiencia de alguno de los otros elementos estudiados, este
hecho ha sido sugerido como causa contribuyente al estrés oxidativo,
produciendo disfuncion endotelial en las mujeres con PE (104, 112). Sin
embargo, no se ha podido confirmar con certeza la existencia de una relacion
entre la deficiencia/exceso de algunos de estos elementos traza y la aparicion
de la PE.

Si poco se sabia hasta hace unos afos sobre el posible papel bioldgico
del Sr, mucho mas incierto es si juega algun papel de relevancia en las
patologias del embarazo. La unica referencia que se tiene es un trabajo
publicado en 2015 (139), cuyos resultados revelaron concentraciones de Sr
significativamente mayores en gestantes con PE frente a embarazas sanas,
observandose ademas una correlacion positiva con el factor anti-angiogénico
sEng (figura 10). Sin embargo, este estudio presentaba varias limitaciones: el

tamano muestral de gestantes con PE fue bastante limitado (n=37), no se
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establecié distincidon entre PEP y PET, ni del grado de severidad, y el intervalo

gestacional estudiado fue muy amplio (semanas 27 a 39).
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Figura 10. Resultados mas relevantes del estudio “Correlations among
antiangiogenic factors and trace elements in hypertensive disorders of
pregnancy”, de Rezende et al (139). a) Niveles plasmaticos de Sr encontrados en
mujeres con preeclampsia (PE), hipertension gestacional (GH), embarazos sanos (HP)
y mujeres no embarazadas (NP). *P<0.05 frente al grupo HP. b) Correlacién positiva

entre los niveles plasmaticos de SEng, factor anti-angiogénico, y Sr en mujeres con
PE.
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2. Justificacion e Hipoétesis
Justificacion

A pesar de haberse avanzado notablemente en el entendimiento de la
PE y otras patologias obstétricas relacionadas con ésta, aun no se comprenden
todos los mecanismos fisiopatoldgicos implicados, y su diagndstico continua
siendo un desafio para los clinicos. Los marcadores angiogénicos utilizados en
la practica clinica presentan limitaciones, pues no son mas que un reflejo de la
disfuncién placentaria existente y no permiten distinguir claramente los casos
de PE de otras patologias placentarias. Los criterios diagnosticos de estas
enfermedades, mas que basarse en su origen patogénico, aun se apoyan en
hallazgos inespecificos tanto clinicos, ecograficos, como de laboratorio, los

cuales apenas han sido modificados en los ultimos anos.

El uso de nuevos marcadores que ayuden en el diagnostico precoz de la
PE y del resto de las patologias placentarias podria suponer una mejora
significativa de los resultados de atencidn sanitaria en este tipo de gestaciones.
A este respecto, el grupo del Dr. Alvarez lleva investigando en el campo de la
PE desde el afio 2012, y fruto de ello son los distintos articulos publicados
desde entonces (4, 140-143). En esta busqueda, se ha centrado la atencion en
un elemento, el Sr, por varios motivos. Por un lado, se conoce muy poco de las
funciones bioldgicas de este elemento y de su posible papel en el embarazo,
existiendo con anterioridad al desarrollo de esta tesis doctoral un unico estudio
donde se hubiera evaluado el Sr en gestantes con PE e HTAG (139). Este
mismo estudio, aunque con limitaciones importantes de disefo, permitié
obtener unos resultados alentadores en cuanto a la posible relacion de las
concentraciones séricas de Sr y el desarrollo de PE. Ademas, el Sr ha sido
relacionado con un mayor riesgo de desarrollar eventos cardiovasculares y
tromboembdlicos en pacientes tratados con ranelato de Sr (124, 125). Dado
que la PE se configura como una disfuncién endotelial con una disminucion del
gasto cardiaco, podria existir una relacion de causa-efecto entre los niveles de
Sr y el desarrollo de PE. Por ultimo, el hecho de que no exista una variacion

dietética en la ingesta de Sr durante el embarazo, al no ser un elemento objeto
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de suplementacion, representa una ventaja frente al estudio de otros elementos

traza.

Hipotesis

Existen indicios de que las concentraciones séricas de Sr puedan estar
alteradas en la PE, y de que este elemento esté involucrado en la fisiopatologia
de la enfermedad. Por ello, su determinacién tanto en gestaciones sanas como
en gestaciones con PE u otras patologias obstétricas seria util para evaluar su

potencial como biomarcador de PE, asi como estimar el papel que este

elemento pueda desempefar en esta patologia.
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3. Objetivos

1. Determinar cdmo evolucionan los niveles séricos de Sr a lo largo

del embarazo y compararlos con los de otros elementos traza.

Analisis de las concentraciones séricas del Sr y otros elementos traza
(Cu, Se y Zn) en mujeres no embarazadas, durante el embarazo fisiolégico (1€,

2° y 3¢ trimestres de gestacion) y el posparto inmediato.

2. Estudiar la posible utilidad del Sr como biomarcador de PE.

Analisis de las concentraciones séricas de Sr en gestantes con PEP y

PET en distintos momentos del embarazo y de la enfermedad:

a) al principio y al final de la gestacién, comparandolas con las halladas

en gestantes sanas y con HTAG.

b) antes y en el momento de inicio de los sintomas, comparando dichas

concentraciones con las halladas en gestantes con CIR e HTAG.

3. Determinar el rendimiento diagnéstico del Sr en los distintos
momentos evaluados, asi como su posible relacién con la severidad de la
enfermedad y su capacidad predictora de necesidad de finalizar el

embarazo debido a enfermedad.

Analisis estadistico mediante el uso de curvas ROC (receiver operating
characteristics, caracteristicas operativas del receptor), regresiones lineales
simples y el grado de asociacidn mediante coeficientes de correlacion de

Pearson y Spearman.

4. Buscar puntos de uniéon entre el Sr y otros parametros
bioquimicos relacionados con la PE, para esclarecer el papel del Sr en la
enfermedad.
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Analisis del estrés oxidativo, niveles de Ca, acido urico, NT-proBNP,
factores angiogénicos y funcién renal, tanto en gestantes sanas como en

gestantes con PE, CIR y HTAG, con analisis estadistico posterior.
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4. Resultados

Esta tesis doctoral se presenta como compendio de publicaciones, las
cuales figuran a continuacién. Se trata de tres comunicaciones cientificas que
fueron aceptadas como articulos originales para publicacion entre el 22 de
septiembre de 2017 y el 1 de mayo de 2019.

El orden cronoldgico de publicacion de dichos trabajos se corresponde

con el orden natural y l6gico del estudio.
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4.1 Estroncio y estrés oxidativo en el embarazo normal

Articulo 1: Clara Barneo-Caragol, Eduardo Martinez-Morillo, Susana
Rodriguez-Gonzalez, Paloma Lequerica-Fernandez, Ignacio Vega-Naredo,

Francisco V. Alvarez. “Strontium and oxidative stress in normal pregnancy’.

Journal of Trace Elements in Medicine and Biology 45 (2018) 57-63
Doi: 10.1016/j.jtemb.2017.09.021
JCR Impact Factor: 3.755; Rank: 88/293; Quartile: Q2

Publicado en enero del 2018, se planteé como estudio inicial para
conocer la evolucion de los niveles séricos de Sr, y compararla con la de otros
elementos traza mas conocidos, asi como del estrés oxidativo, a lo largo de un
embarazo normal en el 1¢, 2° y 3° trimestres de gestacion, en grupos
independientes y en un grupo de 20 gestantes seriadas. Para disponer de una
vision mas completa, se evaluaron ademas otros dos grupos: un grupo de
mujeres no embazadas, sanas y en edad fértil, y un grupo posparto. Otros
parametros como el Ca y el acido urico fueron afiadidos al estudio para

establecer su posible relacién con el Sr.

Contribucién personal al trabajo:

e Comunicacion del estudio al personal colaborador, elaboraciéon de
consentimiento informado y distribucidon de éste en distintos puntos de
extraccion, para la puesta en marcha del reclutamiento de mujeres sanas no
embarazadas, gestantes en el 2° y 3° trimestres de embarazo y grupo
posparto. Solicitud de aprobacion del estudio al Comité de Etica de la

Investigacion del Principado de Asturias.

e Conformacién de la seroteca con las muestras de la poblacion de estudio
(mujeres no embarazadas, embarazadas sanas en el 2° y 3°" trimestres de
gestacion y grupo posparto). Seleccion de participantes en base a no
cumplimiento de criterios de exclusion (desarrollo de patologia durante el

embarazo, menores de edad o informacién incompleta), y recuperacion de
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las muestras de la seroteca conformada para el estudio, asi como de la
seroteca, ya conformada previamente, del programa autonémico de cribado

combinado del 1¢" trimestre para la deteccion de aneuploidias fetales.
Analisis de los parametros bioquimicos seleccionados, para lo cual:

o Iniciacién en el manejo de un equipo de espectrometria de masas
con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-MS) para el analisis de
Sr, Cu, Se y Zn, bajo la supervision del Dr. Martinez Morillo:
aprendizaje de la tecnologia utilizada, preparacion de calibradores a
partir de soluciones patron primarias, en condiciones metrologicas

adecuadas, pool de muestras, soluciones de trabajo, etc.

o Manejo de equipos automatizados para el analisis del Ca y acido
urico en las muestras con volumen suficiente, supervisando que las
condiciones de trabajo fueran las adecuadas (volumen de muestra,
cantidad de reactivo, asi como calibracion y controles correctos de

cada parametro).

Establecimiento de un acuerdo de colaboracion entre el laboratorio de
Bioquimica del HUCA vy el laboratorio del Departamento de Morfologia y
Biologia Celular de la Facultad de Medicina de la Universidad de Oviedo al
inicio del primer trabajo, que se mantuvo durante el resto de trabajos
presentados en esta tesis. Este acuerdo permitioé la medicién de parametros
de estrés oxidativo en las muestras de una parte de la poblacion de estudio,
seleccionadas al azar y transportadas por la doctoranda. Ademas, se
mantuvo una comunicacioén e intercambio de ideas constante respecto a los

analisis e interpretacion de resultados del estrés oxidativo.

Manejo de base de datos y revision de historias clinicas de la poblacion
estudiada. Analisis estadisticos, elaboracion de tablas y figuras y redaccién
del manuscrito bajo la supervisién del Dr. Martinez Morillo y del Dr. Alvarez.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background: Pregnancy brings about metabolic and oxidative changes that involve various trace elements and
oxidative stress. Strontium (Sr) is a trace element scarcely studied in this context, although it has been suggested
that it may play a role in the pathophysiology of preeclampsia. The main aim of this study was to evaluate Sr
concentrations and oxidative status in normal pregnancy.

Methods: The study population included non-pregnant women (n = 31), healthy pregnant women in the first
(n = 50), second (n = 51) and third (n = 53) trimesters of gestation, and women in postpartum period
(n = 31). Additionally, samples from another twenty pregnant women were obtained in the three trimesters.
Strontium, copper, selenium and zinc were measured by inductively coupled plasma-mass spectrometry.
Calcium (Ca), uric acid (UA), lipid peroxidation and total antioxidant activity (TAA) were measured by spec-
trophotometric assays.

Results: Strontium remained unchanged until the third trimester of pregnancy, in which significantly higher
levels were found (p = 0.001). The other elements showed diverse trends during pregnancy. Uric acid levels
were significantly different in all groups (p < 0.001), increasing gradually as the pregnancy progresses. In serial
samples, there was a statistically significant positive correlation between Sr and gestational week of sampling
(r=0.31, p=0.01), UA (r = 0.40, p = 0.001) and lipid peroxidation/TAA ratio (r = 0.38, p = 0.0002).
Additionally, Sr correlated negatively with TAA (r = —0.40, p = 0.0001).

Conclusion: Strontium seems to play a physiological role in the oxidative status of the human organism. Further
studies involving Sr and pathologies of pregnancy are warranted.

Keywords:

Strontium

Trace elements

Oxidative stress

Inductively coupled plasma-mass spectrometry

1. Introduction measuring indicators of the antioxidant system, the concentrations of

end-products derived from oxidative stress, or both [8-13].

Pregnancy is a period of rapid growth and cell differentiation for
both the mother and the fetus, which are vulnerable to changes in
dietary supply, especially of those micronutrients that are marginal
under normal circumstances |1 |. Generation of reactive oxygen species
(ROS) naturally occurs in the process of implantation, proliferation,
differentiation and trophoblastic invasion of any pregnancy [2]. Some
trace elements, such as copper (Cu), selenium (Se) and zinc (Zn), have
been extensively studied both in normal and complicated pregnancies
due to their function as cofactors for antioxidant enzymes, and it has
been suggested that they could be implicated in adverse pregnancy
outcomes [3-7]. Oxidative stress in pregnancy has also been studied by

Recently, strontium (Sr) has been implicated in the pathophysiology
of preeclampsia (PE) [14]. Considered as a non-essential trace element,
Sr’s function in the human body is barely known, especially its anti-
oxidant and pro-oxidant functions. Strontium is a divalent cation with
chemical and physical similarities to calcium (Ca). Although both
compete for common carrier proteins, Sr has lower intestinal absorption
and higher renal clearance. It shows great affinity with bone tissue,
with 99% depositing in the mineral tissue, but only representing 0.04%
of the Ca content [15].

The aims of this study were: i) to establish the normal levels of Sr in
both non-pregnant and healthy pregnant women at the first, second and

Abbreviations: 1TG, 1st trimester group; 2TG, 2nd trimester group; 3TG, 3rd trimester group; 17Tss, 1st trimester of serial samples; 2Tss, 2nd trimester of serial samples; 3Tss, 3rd
trimester of serial samples; Ca, calcium; Cu, copper; HUCA, Hospital Universitario Central de Asturias; ICP-MS, inductively coupled plasma-mass spectrometry; MDA, malondialdehyde;

NPG, non-pregnant group; PE, preeclampsi

PPG, postpartum group; ROS, reactive oxygen species; Se, selenium; Sr, strontium; TAA, total antioxidant activity; UA, uric acid; Zn, zinc
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third trimesters of pregnancy; ii) to determine the concentrations of
other elements (Ca, uric acid (UA), Cu, Se and Zn) and compare their
levels with the concentrations of Sr; iii) to evaluate the redox status in a
subset of participants by measuring total antioxidant activity (TAA) and
lipid peroxidation and evaluate its association with Sr and UA con-
centrations.

2. Material and methods
2.1. Study population

A total of 236 participants were enrolled in the study between
August 2015 and June 2016. Serum samples were collected at Hospital
Universitario Central de Asturias (HUCA) and analyzed at the
Laboratory of Medicine (HUCA). The study population was divided into
three groups: non-pregnant women of childbearing age (NPG, n = 31),
pregnant women (n = 174) and postpartum women (PPG, n = 31).
Pregnant women were subdivided into two additional subsets of sam-
ples: independent groups pregnant women with serum samples col-
lected in the 1st (1TG, n = 50), 2nd (2TG, n = 51) and 3rd (3TG,
n = 53) trimesters and a serial samples group, formed by 20 pregnant
women whose samples were collected throughout the pregnancy in the
three trimesters (1st, 2nd, and 3rd trimesters, 1Tss, 2Tss, and 3Tss,
respectively). Serum samples collected at the 1st trimester of pregnancy
were available from a Biobank composed of specimens used in HUCA's
First Trimester Combined Screening for Fetal Aneuploidies. Samples
from the PPG were collected on the first day post-delivery. Clinical data
from all participants, including maternal age, type of delivery and
complications through the pregnancy, were collected from their med-
ical records by using the software products Cerner Millennium” and
GestLab". The study population is shown in Fig. 1.

2.2, Exclusion criteria

Participants who developed a pathology during pregnancy (late-
onset PE (n = 1), intrauterine growth restriction (n = 1) and gesta-
tional hypertension (n = 3)) were excluded from the study. In addition,
participants with missing information (n = 4) or younger than 18 years
old (n = 3) were also excluded.

2.3. Collection of serum samples

Samples from all participants were collected in BD Vacutainer” red
top tubes with no additives. Serum was obtained by centrifugation at
3000 rpm for 10 min at 4 °C. First trimester samples were recovered
from the Biobank previously mentioned. Samples from the 2nd and 3rd
trimesters were collected after the routine laboratory tests were per-
formed at HUCA's Biochemistry Laboratory. Samples from NPG and

Total participants
n=236

pregi o tp
n=31 n=174 n=31

Serial samples group
[ Indapéncent groups ] l (194 20 4 3 himesters) n=20 |

1 trimester group 2 rimester group 3 trimester group
n=50 n=51 n=53

Fig. 1. Study population,
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PPG were specifically collected for this study from healthy volunteers.
All the samples were stored at —40 °C until assayed.

In all these samples, Sr, Ca and UA were measured. Copper, Se and
Zn were determined in the serial samples. A total of 90 serum samples
from the different groups (25 from NPG, 40 from serial samples group
and 25 from PPG) were randomly selected to evaluate redox status by
measuring lipid peroxidation and TAA at the Department of
Morphology and Cell Biology, Faculty of Medicine, University of
Oviedo.

2.4. ICP-MS method and sample preparation

An alkaline working solution with 1% ammonium hydroxide, 0.05%
EDTA, 0.05% Triton X-100, 4% butan-1-ol and 20 mg/L of internal
standards (*°Sc, 7?Ge, "**Rh, '?*Ir and *°°Bi) was first prepared. For Sr,
a specific calibrator in 2% nitric acid was prepared from a solution
containing 1000 mg/L of Sr (High-Purity™ Standards, accredited by the
IDO/IEC 17025, Guide 34). A pool of serum samples from several
participants was first prepared, aliquoted and frozen to be used later as
internal quality control for Sr, establishing its mean value by a standard
additions experiment. For Cu, Se and Zn, a multi-element calibration
standard in 2% nitric acid was prepared from mono-element solutions
containing 1000 mg/L of each trace element (High-Purity™ Standards).
The limits of quantification and calibration ranges (6-point calibration)
were: 3.25 (0-60) pg/L for Sr, 150 (0-3000), 100 (0-2000), and 15
(0-300) ng/mL for Cu, Zn and Se, respectively. Calibrators, pool,
quality control (Clinchek™) for Cu, Zn and Se and serum samples
(200 pL) were diluted by 1:20 with the working solution before ana-
lysis. Integration times were 2, 0.5, 1.0, 0.5 and 0.5 s for **Sr, 7*Ge,
78ge, 3Cu, and ®*®Zn, respectively, and 0.3 s for each internal standard.
Measurements were performed in triplicate using an ICP-MS 7700x
from Agilent Technologies” and total analysis time was less than three
minutes per sample. Precision, accuracy and total error were estimated
with the internal quality controls by following CLSI guidelines EP15-A2
[16]. Samples with results above the calibration range were diluted
with the alkaline solution (without internal standards) and no values
below the calibration range were found.

2.5. Spectrophotometry and electrochemiluminescence immunoassay
methods

Calcium and UA levels were determined on the automated auto-
analyzer Cobas c¢601 (Roche Diagnostics, Germany) by a spectro-
photometric assay (Elecsys'). The measuring intervals were
0.2-5 mmol/L, and 0.2-25 mg/dL for Ca and UA, respectively.

2.6. Redox status determination

The lipid peroxidation was used as an indicator of oxidative da-
mage. This process leads to the production of lipid peroxides and its
derivative end-products malondialdehyde (MDA) and 4-hydro-
xynonenal (4-HNE) that provide a convenient rate of lipid peroxidation
[17]. MDA and 4-HNE content was determined using the 1-methyl-2-
phenylindole method, based on the condensation of the chromogenic
agent 1-methyl-2-phenylindole with either MDA or 4-HNE [18]. The
results are expressed as nmol MDA + 4-HNE/g protein.

The total antioxidant activity was determined using the ABTS (2,2'-
azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic  acid)) cation radical
method [19] modified for blood samples [20]. Results are expressed in
equivalents of mg Trolox/g protein.

2.7. Statistical analysis
Statistical analyses were performed with MedCale” 12.5.0.

Continuous variables were expressed as means and standard deviations
whereas discrete variables were expressed as numbers or percentages.
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Normal distribution was evaluated using the Kolmogorov-Smirnov test.
When the data did not follow a normal distribution (even using the
logarithmic transformation), the variables were expressed as median
and interquartile range. Analysis of variance or repeated measures
analysis of variance tests were used to compare various groups with
independent or paired samples, respectively. Student’s t-tests were used
for comparison between two groups of independent and paired samples.
The Welch test was used for independent samples with unequal var-
iances. Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests were used when any
group compared did not follow a normal distribution. A p-value of less
than 0.05 was considered statistically significant. Associations between
variables were assessed using the Pearson product-moment correlation
coefficient or the Spearman’s rank correlation coefficient when any
variable did not follow a normal distribution.

2.8. Ethics

Ethics approval was obtained from the institutional review board.
The study was conducted in accordance with the World Medical
Association Declaration of Helsinki regarding ethical conduct in re-
search involving human subjects. Informed consent was obtained from
all participants.

3. Results and discussion
3.1. Analytical characteristics of the ICP-MS method

The mean Sr level obtained in the pool of serum samples used as
internal quality control was 33.2 pg/L (Fig. S1, Supplementary data).
Imprecision, bias and total error were: 4.3, —0.2, and 7.2%, respec-
tively (estimated with the internal quality control by following the CLSI
guidelines EP15-A2 [16]).

3.2, Study population

A total of 236 healthy women aged from 19 to 47 years were in-
cluded in the study, with an average age of 32.1 * 5.1 years. There
were no significant differences among groups. Mean gestational weeks
at the time of extraction were 10.9 = 0.8, 25.4 = 1.4 and 36.9
(36.4-37.9) in the 1st, 2nd and 3rd trimesters, respectively, and the
mean gestational week at the time of delivery was 40.1 (39.3-40.9).
The PPG included 31 healthy women whose serum sample was col-
lected 1.4 = 1.1 days after delivery. Clinical data, including maternal
age, gestational week of sampling and type of delivery, are contained in
Table 1.

Table 1
Clinical characteristics of the study population (mean + SD).

Journal of Trace Elements in Medicine and Biology 45 (2018) 57-63

3.3. Serum strontium concentrations

Strontium concentrations were measured from all participants.
Mean Sr level in NPG was 26.8 + 7.1 yg/L and no significant differ-
ences were found between this group and the 1TG (28.1 £ 9.9 ug/L),
2TG (27.4 = 7.8 ug/L) and PPG (32.0 *+ 8.2 pg/L). However, Sr le-
vels in the 3TG were significantly higher (33.5 *+ 9.9 pg/L,
p = 0.001), (Table 2). In line with previous results, Sr concentrations in
serial samples were similar in the 1Tss and 2Tss (23.8 £ 6.5 vs
22.8 + 5.6ug/L, p = 0.49, respectively), but significantly lower than
in the 3Tss (29.8 = 8 pug/L, p < 0.001), (Table 3), There was a sta-
tistically significant positive correlation in serial samples between Sr
and the gestational week of sampling (r = 0.31, p = 0.01).

3.4. Serum uric acid concentrations

Uric acid concentrations could not be obtained from nine samples of
2TG because of insufficient serum. As is shown in Table 2, although UA
levels were within the established reference range for the general po-
pulation, there were significant differences between all groups
(p < 0.001). In 1TG, UA levels fall significantly compared to NPG
(28 = 0.6 vs 3.5 = 0.8 mg/dL, p < 0.0001), but it increased gra-
dually as the pregnancy progressed. The ascendant trend was confirmed
in the serial samples, showing a correlation coefficient with the gesta-
tional week of extraction of 0.51 (p < 0.0001), (Table 3).

3.5. Serum calcium concentrations

Concentration of serum Ca could not be measured in eight samples
from 2TG, where the remaining serum volume was insufficient for
analysis. Calcium levels were significantly higher in NPG compared to
the other groups (2.38 + 0.08 mmol/L, p < 0.0001), while the
lowest concentrations were found in PPG (2.18 = 0.09 mmol/L).
During pregnancy, Ca was lower in 2TG (2.24 (2.18-2.27 mmol/L)),
with similar concentrations occurring in 1TG and 3TG (2.26 + 0.15
and 2.29 + 0.10 mmol/L respectively, p = 0.30), (Table 2). In serial
samples, the lowest concentration was also found in the 2Tss
(2.23 = 0.05mmol/L), finding however a downward kinetic
(r = —0.36, p = 0.005), (Table 3).

3.6, Serum copper, selenium and zinc concentrations in serial samples group

Copper concentrations increased according to gestational age
(r =0.56, p < 0.0001), rising significantly from 1Tss to 2Tss
(203.7 * 46.7 vs 269.9 *= 384 pg/dL, p < 0.0001) and remaining
stable in the 3Tss (269.9 = 38.4 vs 274.4 + 47 ug/dL, p = 0.40),
(Table 3). Selenium levels decreased according to gestational week of
extraction (r = —0.39, p = 0.002), falling significantly from the 2Tss

NPG (n = 31) 1TG (n =50) 2TG(n =51) 3TG (n = 53) PPG (n = 31) S5G (n = 20)
Participant age (years) 324 = 69 324 £ 5.1 322 + 46 319 £ 46 31.1 = 5.6 323 = 4
Gestational week of delivery - 403 = 1.3 396 = 1.3 40.3 = 1.2 40.0 40.1 = 1.1
(39.3-40.6)
Gestational week of extraction - 109 + 0.9 25.0 (24.6-25.7) 36.7 (36.3-37.6) - 1Tss 2Tss 3Tss
109 = 06 256 = 09 377 £ 09
Time between extraction and delivery date - 2060 = 99 997 + 154 22.4 = 106 0.98 2042 =+ 9 1009 = 10.8 162 *= 7.6
(days) (0.98-0.98)
Type of delivery:
®Spontaneous - 33 (66%) 30 (59%) 27 (51%) 17 (54.8%) 12 (60%)
®|nstrumental - 13 (26%) 15 (29%) 20 (38%) 9 (29%) 5 (25%)
®Caesarean = 3 (6%) 6 (12%) 6 (11%) 5 (16.1%) 2 (10%)
®No data - 1 (2%) - - - 1 (5%)

NPG, non-pregnant group; 1TG, 2TG and 3TG,

first, second and third trimester groups respectively; PPG, postpartum group; SSG, serial samples group; 1Tss, 2Tss and 3Tss, first, second

and third trimester in serial samples group. Variables that do not follow a normal distribution are expressed as median and interquartile range.
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Table 2

Strontium, calcium and uric acid serum concentrations in independent groups (mean * SD).

Journal of Trace Elements in Medicine and Biology 45 (2018) 57-63

Parameters (reference interval) NPG 1TG 2TG 3TG PPG
Strontium 26.8 + 7.1° 28.1 = 9.9* 27.4 + 7.8° 335 + 9.9" 32.0 = g2
(21.0-100 pgsL)[22] n=31 n =50 n=5l1 n=>53 n=31
Uric acid 3.5 + 0.8 28 + 06" 32 + 0.7° 4.0 = 0.8 4.8 + 1,0°
(2.4-5.7 mg/dL) [24] n=31 n =50 n=42 n=53 n=31
Calcium 2.38 + 0.08 226 + 0.15" 2.24 (2.18-2.27)° 229 + 0.10" 2,18 = 0.09°
(2.15-2.50 mmol/L) [25] n =31 n =50 n =43 n=53 n=31
P values NPG vs 1TG vs 2TG vs 3TG vs
176G 21G 3TG PPG 216G TG PPG TG PPG PPG
Strontium ns ns — ki il ns il » ns
Uric add whkdkd * * kkdkdk & EdEkk kkEkE wkdk wkdd kkik
Cﬂldum EE 23 P22 wdkh wkdkdk - ns *k £ - ddhdk

NPG, non-pregnant group; 1TG, 2TG and 3TG, first, second and third trimester groups respectively; PPG, postpartum group. Values in parentheses are reference intervals established in
our laboratory/by other studies. Variables that do not follow normal distribution are expressed as median (interquartile range). “*4* Similar alphabets in a row do not differ sig-
nificantly at p = 0.05. Variables strontium, uric acid and calcium had p = 0.001, < 0.001 and < 0.0001 respectively (analysis of variance/Kruskal-Wallis tests). *p < 0.05, **p < 0.01,
*#*4p < 0.001, ****p < 0.0001, ns = non-significant, p values based on Student's t-test or the Mann-Whitney test.

Table 3

Concentrations of serum el 1 in serial of 20 preg at different stages of pregnancy (mean * SD).
Parameters (reference interval) 1Tss 2Tss 3Tss P values

1Tss/2Tss 1Tss/3Tss 2Tss/3Tss

Strontium (21.0-100.8 pg/L) [21] 23.8 = 65° 228 = 56" 208 + 8" ns oy e
Uric acid (2.4-5.7 mg/dL) [51] 3.0 = 04" 3.1 = 05" 3.8 = 05" ns o bl
Calcium (2.15-2.50 mmol/L) [52] 2.33 + 0.08° 2.23 = 0.05 225 = 0.07" Hank e ns
Copper (117-301 pg/dL in pregnant at term) [53] 204 * 46.7" 270 + 38.4" 274 + 47.0° e bt ns
Selenium (70-150 pg/L) [53] 77.7 £ 92" 742 + 6.7° 67.2 + 84" ns ani e
Zinc (66-110 pg/dL) (53] 927 = 17.8" 63.6 = 8.7 89.4 = 17.8" i ns bl

1Tss, 2Tss and 3Tss, first, second and third trimester in serial samples group. Values in parentheses are reference intervals established in our laboratary/by other studies .*"* Similar
alphabets in a row do not differ significantly atp = 0.05. All variables hadp < 0.001 (repeated measures analysis of variance). **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, ns = non-

significant, p values based on paired samples Student’s t-test.

to the 3Tss (74.2 = 6.7 vs 67.2 = 8.4 pg/L, p = 0.001). Zinc levels
decreased significantly from the 1Tss to the 2Tss (92.7 + 17.8 vs
63.6 = 8.7pg/dL, p < 0.0001), rising significantly in the 3Tss
(63.6 = 8.7vs89.4 = 17.8 ug/dL, p < 0.0001) and reaching similar
concentrations to the first trimester, with no correlation with the ge-
stational week of sampling (r = —0.10, p = 0.46)

3.7. Correlations between analytes in serial samples

In serial samples, the only element that correlated significantly with
Sr was the UA, showing a strong positive correlation between them
(r = 0.40, p = 0.001).

3.8. Oxidative stress status

Lipid peroxidation in 1Tss was higher than in NPG (75.4 = 26.7 vs
65.7 = 35.9 nmol MDA + 4HNE/g prot, respectively), increasing sig-
nificantly from 1Tss to 3Tss (75.4 = 26.7 vs 99.3 + 36, p = 0.007)
and declining, although not significantly so, in PPG (87.7 = 42.3,
p = 0.34), (Table 4). TAA was significantly higher in 1Tss compared to
NPG (5.65 + 2.64vs3.76 = 1.72mg Tx/g prot, p = 0.009), followed
by a decreasing trend in 3Tss (3.19 + 1.02) and postpartum
(2.19 £ 0.95) (Fig. 2a). The correlation between TAA and gestational
age was r = —0.64, p < 0.0001. When calculating the lipid perox-
idation/TAA ratio, an increasing trend was observed throughout the
pregnancy (r = 0.47, p = 0.002), reaching the maximum value in PPG
(Fig. 2b).

When correlations between oxidative stress parameters and Sr/UA
were performed, significant associations between oxidative damage to
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lipids and UA (r = 0.23, p=0.03), TAA and Sr (r = —0.40,
p = 0.0001) and TAA and UA (r = —0.63, p < 0.0001) were found.
Positive correlations between lipid peroxidation/TAA ratio and Sr
(r = 0.38, p = 0.0002) and UA (r = 0.63, p < 0.0001) were also ob-
tained.

3.9. Discussion

To our knowledge, this is the first study in which Sr serum levels at
three different stages of pregnancy (early, mid and late) are de-
termined. The concentrations obtained in non-pregnant women are in
line with previous studies [21-25]. However, only a few studies eval-
uating Sr during pregnancy are available. Wang et al. [24] measured Sr
in the serum of 90 healthy pregnant women by inductively coupled
plasma-atomic emission spectrometry (ICP-AES), obtaining similar
concentrations (24.5 = 5.5 pg/L) to those obtained in our study. Un-
fortunately, no data on the gestational week of sampling were provided.
Silberstein et al. [26] also measured Sr by ICP-MS in the serum of 40
pregnant women at gestational weeks 16-21, finding slightly higher
concentrations (54 = 13 pg/L). More recently, Rezende et al. [14]
measured the plasmatic Sr concentrations of 51 women in the 3rd tri-
mester of pregnancy, by using ICP-MS, finding very similar levels
(38 = 1.4 pg/L) to those obtained by us.

As we have shown, Sr seems to increase during the 3rd trimester of
pregnancy. However, the reason for this is unknown. Strontium levels
may increase as a physiological response to pregnancy or as a con-
sequence of changes in calcium concentration, since both elements
share the same carrier system. To clarify this, Ca concentration was
measured in the majority of participants in this study and no correlation
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Table 4
Oxidative stress parameters measured in non-pregnant women, serial ples of 20 preg at early- and late-pregnancy and post-partum women (mean * SD).
NPGn = 25 1Tss n = 20 3Tssn = 20 PPGn = 25
Lipid peroxidation (nmol MDA + 4HNE/g prot) 65.7 + 35.9° 75.4 = 267" 99.3 + 365" 87.7 + 42,3
TAA (mg Tx/g prot) 3.76 + 1.72" 5.65 + 2.64" 319 + 1.02™ 219 * 0.95°
Lipid peroxidation/TAA ratio 224 + 19.4°" 16.0 = 9.0° 335 = 167" 45.0 = 24.5°
P values NPG vs 1Tss vs 3Tss vs
1Tss 3Tss PPG 3Tss PPG PPG
Lipid peroxidation ns oot ns ek ns
TM we ns www R e -
Lipid peroxidation/TAA ratio ns ns wen N et ns

NPG, non-pregnant group; 1Tss and 3Tss, first and third trimester in serial samples group; PPG, postpartum group; TAA, total antioxidant activity. *™ Similar alphabets in a row do not
differ significantly at p = 0.05. p values for lipid peroxidation, TAA and lipid peroxidation/TAA ratio were 0.02, < 0.001 and < 0.001 respectively (analysis of variance). **p < 0.01,
“wip < 0.001, ****p < 0.0001, ns = non-significant. p values based on independent/paired samples Student's t-test.

was found between the two elements (r = —0.07, p = 0.59).

Various studies have shown that concentrations of trace elements,
such as Cu, Se and Zn, are altered during pregnancy [27-31]. We
performed the analysis of these elements in serial samples of 20 preg-
nant women to compare their kinetics with the Sr’s, and we found
significant differences. Copper rises during pregnancy, as does Sr, but
while increases of Cu happen earlier, between the 1st and 2nd trime-
sters, the increase of Sr occurs later, between the 2nd and 3rd trime-
sters. The same ascendant trend for Cu has been described in other
longitudinal studies [27,28]. We found the lowest concentrations of Zn
in the 2nd trimester, while there were no differences between the 1st
and 3rd trimesters. These kinetics do not concur with the majority of
published studies [27-31], in which Zn decreases as the pregnancy
progresses, reaching its minimum values in the 3rd trimester. In any
case, Zn levels seem to evolve differently to Sr concentrations. Finally,
Se shows the opposite trend to Sr. It decreases as pregnancy progresses,
especially during the 3rd trimester. Most studies have shown the same
decreasing trend [32-34]. We can therefore verify that in healthy

pregnancy, Sr behaves differently to the other trace elements studied.

Regarding UA concentrations, we observed that levels were lower in
the 1TG, compared to the NPG (p < 0.0001). However, as the preg-
nancy progresses, the UA levels increase, reaching their peak values in
the PPG. These results are consistent with those reported previously
[35-38]. This seems to be explained by the fact that in normal preg-
nancy, circulating levels of UA are associated with the renal excretion
of urate, which decreases in the 1st trimester, remains stable in the 2nd
trimester and increases to normal/non-pregnant levels in the 3rd tri-
mester [37].

In this study we found a strong positive correlation between UA and
Sr, showing that both parameters correlate positively with gestational
age. This suggests that there may be a relationship between UA, Sr and
oxidative stress, since both parameters have been related to it [39-46].
To elucidate this point, we evaluated oxidative stress status through the
measurement of TAA and lipid peroxidation. We found that both oxi-
dative stress parameters rise in the 1st trimester of pregnancy but
continue with different kinetics, as while TAA drops significantly in the

a Fig. 2. Evolution of oxidative stress parameters (a), lipid peroxida-
tion/TAA ratio and Sr levels (b) in non-pregnant women, during
- 1201 -75 = Lipid peroxidation  pregnancy and postpartum,
g 1104 3 -4~ Total Antioxidant NPG, non-pregnant group; 1Tss and 3Tss, first and third trimester in
= -6 % Activity serial samples group; PPG, postpartum group.
_E 1004 -]
ET 90 5§
$o 3
- ‘%
= 704
3 -3 3-
: e 4
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3rd trimester, reaching the minimum value in postpartum, lipid per-
oxidation continues to increase during pregnancy and only begins to
decline in the postpartum group (Fig. 2a).

The association of normal pregnancy with elevated lipid peroxida-
tion levels has been established previously [8,9,12,13,47-49], If we
look for data about how oxidative stress varies throughout normal
pregnancy, we find that most studies observe an ascendant trend
[9.10,48], although there are studies in which serum levels of lipid
peroxides remained relatively stable throughout gestation [49]. Re-
garding antioxidant defense, it is not as clear how it evolves during
pregnancy, as there are some contradictory results [9,11,38,47]. Al-
though we observed a decreasing trend in TAA during pregnancy, our
data reveal a higher elevation of TAA at the beginning of pregnancy,
while the elevation of oxidative damage at this time is still discrete. We
suggest that the body's defense system is on alert and responds rapidly
to the slightest sign of oxidative damage, with an increase of anti-
oxidant defense. In this way, it tries to compensate for the possible
oxidative damage. Walsh et al. [50] reported that in normal pregnancy,
there is a balance between peroxidation of lipids and antioxidant pro-
cesses, and that is what is perceived when observing the kinetics of both
measured parameters at the beginning of pregnancy, although if we
focus on the ascendant trend of the lipid peroxidation/TAA ratio, the
balance falls in favor of the oxidative stress during the rest of the
pregnancy.

When it comes to the lower levels of oxidative stress parameters
obtained in the postpartum group, Davidge et al. found similar results
[11]. This is consistent with the fact that the physiological state of
pregnancy, per se, leads to an increase in oxidative stress: once the body
has given birth, the factors causing oxidative damage disappear, and
thus both oxidative stress parameters decrease.

Both Sr and UA correlated negatively with TAA and positively with
the oxidative stress ratio. Uric acid has been proposed in several studies
as a marker of oxidative stress, tissue damage and renal dysfunction
[39,40]. Given these results, we are not the first to suggest a relation-
ship between Sr and oxidative stress, since several studies have already
verified it [42-46], although these studies have not been performed in
the context of pregnancy. Most of these studies suggest that Sr has a
scavenging effect on lipid peroxidation, playing a preventive role in
oxidative damage. It can therefore be suggested that Sr levels rise when
some kind of oxidative damage exists, and this elevation attempts in
some way to restore the balance between the organism'’s defense and its
oxidative damage.

4. Conclusion

Strontium seems to play a role in the organism's oxidative status,
possibly rising in an attempt to cope with the oxidative damage that
develops physiologically in pregnancy. Further studies involving Sr and
pathologies of pregnancy are warranted.
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Publicado en mayo del 2018, este trabajo supuso la primera
aproximacion exploratoria de la posible utilidad del Sr como biomarcador de
PE. Se compararon los niveles séricos de Sr y estrés oxidativo en gestantes
con PE frente a gestantes sanas y con HTAG. Se utilizaron los resultados de
las gestantes sanas obtenidos en el primer trabajo, como parte del grupo
control, junto a las gestantes con HTAG del actual trabajo. En el caso de
gestantes con PE o HTAG, los parametros se analizaron en la muestra de
suero disponible mas cercana al parto, y en las muestras obtenidas en el 1°"
trimestre de gestacion (cuando estuvieron disponibles), provenientes del
programa autonémico de cribado combinado para la deteccién de aneuploidias
fetales. Ademas, 20 gestantes con PE (8 PEP y 12 PET) fueron seriadas a lo
largo del embarazo. Evaluamos de nuevo el Ca y el acido urico, y afiadimos el
NT-proBNP vy los factores relacionados con la angiogénesis (sFlt-1 y PIGF).

Contribucién personal al trabajo:

e Seleccidon de participantes, en base al diagnéstico final y de no
cumplimiento de criterios de exclusién (menor de edad, gestacién multiple, o
muestra posparto), y recuperacion de la muestra mas cercana al parto
(seroteca ya conformada previamente de las muestras de gestantes que
acudieron al Servicio de Urgencias del HUCA con sospecha de PE) y de la

muestra disponible del 1" trimestre (seroteca ya conformada previamente

55



Resultados

56

de las muestras del programa autondmico de cribado combinado del 1€

trimestre para la deteccion de aneuploidias fetales), para su analisis.
Analisis de los parametros estudiados:
o Manejo del equipo ICP-MS para el analisis del Sr.

o Manejo de equipos automatizados para el analisis del Ca y del NT-
proBNP.

Mantenimiento de la comunicacion entre el laboratorio de Bioquimica del
HUCA y el laboratorio del Departamento de Morfologia y Biologia Celular de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Oviedo. Seleccion aleatoria de

muestras y su transporte entre ambos laboratorios.

Manejo de base de datos y consulta de las caracteristicas clinicas de la
poblacién estudiada. Andlisis estadisticos, elaboracion de tablas y figuras y
redaccion del manuscrito bajo la supervision del Dr. Martinez Morillo y del
Dr.Alvarez.
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ABSTRACT

Background: Preeclampsia (PE) is considered a specific vascular disease in which endothelial dysfunction may be
the crucial factor of its pathogenesis. It has been suggested that strontium (Sr) may play a role in the patho-
physiology of PE. Our group established in a previous study the serum levels of Sr in healthy pregnancies, and
the main aim of the present study was to evaluate Sr concentrations and oxidative status in preeclamptic women.
Methods: The study population included women with early-onset PE (E-PE, n = 39), late-onset PE (L-PE, n = 67)
and serial samples from a subset of preeclamptic women (PE-ss, n = 20). The control group included women
with gestational hypertension (GH, n = 56) and healthy pregnancies (samples collected in the 1st (n = 50), 2nd
(n = 51) and 3rd trimesters (n = 53)). Strontium, calcium (Ca), uric acid (UA), placental growth factor (PIGF),
soluble fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt-1), N-terminal pro-brain natriuretic peptide (NT-proBNP), lipid perox-
idation and total antioxidant activity (TAA) were measured in these samples.

Results: Mean Sr levels were significantly higher in PE than in control groups (p = 0.0001). Calcium values were
found to be significantly lower in E-PE compared to control groups (p = 0.03). Higher levels of NT-proBNF were
found in PE vs. control groups (p < 0.001). sFlt-1/PIGF ratio was higher in E-PE compared to L-PE and GH
(p < 0.001). Uric acid levels in PE were significantly higher than in control groups (p < 0.0001). There was a
strong positive correlation between UA and Sr in the E-PE serial samples (r = 0.80, p < 0.0001). Lipid per-
oxidation and lipid peroxidation/TAA ratios were found to be higher in PE, with lower values of TAA.
Conclusion: The higher levels of Sr and the alterations of redox status found in preeclamptic women, along with
the strong correlation between UA and Sr suggest that this element may be involved in the pathogenesis of PE.

1. Introduction

the relationship between the deficiency/excess of these elements and
PE. One of these trace elements, strontium (Sr), has recently been as-

Endothelial dysfunction contributes significantly to the pathogen-
esis of preeclampsia (PE) and has been related to the oxidative stress of
placenta [1-7]. Oxidative stress is manifested at the maternal-fetal
interface from early pregnancy onwards [4], but in the case of PE, an
imbalance between the enzymatic antioxidant activity and the forma-
tion of lipid peroxides takes place [5,8-11]. Thus, trace elements in-
volved in the antioxidant system, such as copper, selenium and zinc,
have been studied in preeclamptic pregnancies [11-14], yielding con-
tradictory results and, therefore, failing to reach a consensus regarding

Abbreviations: 1TC, 1st tri

control group; 1T non-PE, 1st trimester of non-preeclamptic women; 1T-PE, 1st tr of preec

sociated with the pathophysiology of PE [15]. In addition, strontium
ranelate, a medication for osteoporosis, has been linked to an increased
risk of cardiovascular and thromboembolic events [16,17].

Since PE is considered a specific vascular disease, in which en-
dothelial dysfunction may be the crucial factor of its pathogenesis [18],
and taking into account the above, we speculated that Sr may be in-
volved in the pathogenesis of PE. The aims of this study were: i) to
evaluate the serum concentrations of Sr in patients with early- and late-
onset PE and compare them with the levels in non-preeclamptic

; 2TC, 2nd trimester control group;

3TC, 3rd trimester control group; Ca, calcium; E-PE, early-onset preeclampsia; GH, gestational hypertension; HUCA, Hospital Universntann Cenlral de Asturias; ICP-MS, inductively
coupled plasma-mass spectrometry; L-PE, late-onset preeclampsia; MDA, malondialdehyde; NT-proBNP, N-terminal pro-brain natriuretic peptide; PE, preeclampsia; PE-ss, serial samples
of preeclamptic women; PIGF, placental growth factor; ROC, receiver operating characteristic; sFlt-1, soluble fms-like tyrosine kinase 1; Sr, strontium; TAA, total antioxidant activity; UA,

uric acid
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pregnant women; ii) to determine the diagnostic value of Sr; iii) to
assess the cardioventricular function through measurement of N-term-
inal pro-brain natriuretic peptide (NT-proBNP) serum levels; iv) to
determine the concentrations of other analytes (calcium (Ca), uric acid
(UA), soluble fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt-1) and placental growth
factor (PIGF)), to elucidate their possible relation with Sr and v) to
evaluate and compare the redox status in a subset of patients and
healthy controls and determine its association with Sr concentrations.

2. Material and methods
2.1. Study population

A total of 162 participants were enrolled in the study between
October 2012 and June 2016. Serum samples from pregnant women
with suspected PE diagnosis were collected at the Emergency Room of
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) and analyzed at the
Laboratory of Medicine (HUCA). Diagnosis of PE was made according to
the classical criteria: onset of hypertension and proteinuria after 20
weeks of gestation [19], being considered early-onset PE before gesta-
tional week 34 and late-onset PE after 34 gestational weeks. The study
population was split in three groups, depending on the final diagnosis:
early-onset PE (E-PE, n = 39), late-onset PE (L-PE, n = 67) and gesta-
tional hypertension (GH, n = 56), considering the latter as part of the
control group. When several samples were collected from the same
patient, the analyzed sample was the closest to the time of delivery.
Whenever it was available, first trimester samples were recovered from
a Biobank composed of specimens used in HUCA's First Trimester
Combined Screening Program for Fetal Aneuploidies. Twenty pre-
eclamptic women who had several samples collected throughout the
pregnancy were selected (8 E-PE and 12 L-PE), forming an additional
PE group of serial samples (PE-ss).

The control group was formed by 56 pregnant women with gesta-
tional hypertension previously mentioned and 154 healthy pregnant
women whose samples were collected in the 1st (1TC, n = 50), 2nd
(2TC, n = 51) and 3rd gestational trimesters (3TC, n = 53), and ana-
lyzed in our previous study [20]. Clinical data from all participants,
including maternal age, gestational week of sampling and delivery and
type of delivery were collected from their medical records by using the
software products Cerner Millennium™ and GestLab". The study popu-
lation, including the control group from our previous study [20], is
shown in Fig, 1.

2.2, Exclusion criteria

Participants with multiple gestation (n = 29) and whose sample was
collected post-partum (n = 2) were excluded from the study. In addi-
tion, one participant younger than 18 years old was also excluded.

2.3. Collection of serum samples

Samples were collected in BD Vacutainer™ red top tubes with no
additives. Serum was obtained by centrifugation at 3000 rpm for 10 min
at 4°C, and UA, PIGF, sFlt-1 and NT-proBNP were measured at the
Emergency Biochemistry Laboratory of HUCA. After that, serum was
aliquoted and stored at —40 "C until assayed for the rest of parameters.

In all these samples, Sr and Ca were also measured. A total of 40
serum samples from different groups (10 from E-PE, 10 from L-PE, 10
from GH and 10 collected at the 1st trimester of preeclamptic women)
were randomly selected to evaluate redox status, by measuring lipid
peroxidation and total antioxidant activity (TAA) at the Department of
Morphology and Cell Biology, Faculty of Medicine, University of
Oviedo. Likewise, 20 samples from the previous study [20] were ran-
domly selected and recovered (10 from 1TC and 10 from 3TC) to per-
form the same redox status assessment.

Some analytes could not be measured in all samples due to
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insufficient volume. The analytes and samples assayed are shown in
Supplementary data, Table S1.

2.4, ICP-MS method and sample preparation

An alkaline working solution with 1% ammonium hydroxide, 0.05%
EDTA, 0.05% Triton X-100, 4% butan-1-ol and 20 pg/L of internal
standard ("Ge) was first prepared. The pH of this solution was 10.7.
Serum samples were diluted 1:20 with this solution prior to analysis.
The limit of quantification and calibration range for Sr (6-point cali-
bration) were 3.25 (0-60) pg/L. The integration time was 2s for **8r
and 0.5 s for 7>Ge. The total acquisition time was 145, measurements
were performed in triplicate using an ICP-MS 7700 x from Agilent
Technologies™ and total analysis time was less than three minutes per
sample. In the collision cell, the helium flow was on (flow rate of
4.5ml/min). The octopole voltages were: Bias = —18.0V, RF = 200V,
and the energy discrimination was set at 3.0 V.

2.5. Spectrophotometry and electrochemiluminescence immunoassay
methods

Calcium and UA levels were determined on the automated auto-
analyzer Cobas ¢601 (Roche Diagnostics, Germany) by a spectro-
photometric assay (Elecsys’). The measuring intervals were 0.2-5
mmol/L and 0.2-25 mg/dL for Ca and UA, respectively. The coefficients
of variation were =2.5% and =1.6% for Ca and UA, respectively. The
lower detection limits for Ca and UA were 0.2 mmol/L and 0.2 mg/dL,
respectively.

PIGF, sFlt-1 and NT-proBNP concentrations were measured by an
electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA, Elecsys') on the au-
tomated immunoanalyzer Cobas e601 (Roche Diagnostics, Germany).
The measuring intervals were 3-10000 pg/mL, 10-85000 pg/mL and
5-35000 pg/mL for PIGF, sFlt-1 and NT-proBNP, respectively. The
coefficients of variation were =4.6%, =5.6% and =3.1% for PIGF,
sFlt-1 and NT-proBNP, respectively. The lower detection limits for
PIGF, sFlt-1 and NT-proBNP were 3, 10 and 5 pg/mL, respectively.

2.6. Redox status determination

The lipid peroxidation was used as an indicator of oxidative da-
mage. This process leads to the production of lipid peroxides and its
derivative end-products malondialdehyde (MDA) and 4-hydro-
xynonenal (4-HNE) that provide a convenient rate of lipid peroxidation
[21]. MDA and 4-HNE content was determined using the 1-methyl-2-
phenylindole method, based on the condensation of the chromogenic
agent 1-methyl-2-phenylindole with either MDA or 4-HNE [22]. The
results are expressed as nmol MDA + 4-HNE/g protein.

The total antioxidant activity was determined using the ABTS (2,2'-
azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic  acid)) cation radical
method [23] modified for blood samples [24]. Results are expressed in
equivalents of mg Trolox/g protein.

2.7. Statistical analysis

Statistical analyses were performed with MedCalc" 12.5.0.
Continuous variables were expressed as means and standard deviations
whereas discrete variables were expressed as numbers or percentages.
Normal distribution was evaluated using the Kolmogorov-Smirnov test.
When the data did not follow a normal distribution (even using the
logarithmic transformation), the variables were expressed as median
and interquartile range. Analysis of variance test was used to compare
various groups with independent samples. Student's t-tests were used
for comparison between two groups of independent and paired samples.
The Welch test was used for independent samples with unequal var-
iances. Mann-Whitney tests were used when any of the groups com-
pared did not follow a normal distribution. Receiver operating
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Fig. 1. Study population.

characteristic (ROC) curve analysis was performed to determine the
optimal cut-off value for Sr to diagnose PE. A p-value of less than 0.05
was considered statistically significant. Associations between variables
were assessed using the Pearson product-moment correlation coeffi-
cient or the Spearman’s rank correlation coefficient.

2.8. Ethics

Ethics approval was obtained from the institutional review board.
The study was conducted in accordance with the World Medical
Association Declaration of Helsinki regarding ethical conduct in re-
search involving human subjects. Informed consent was obtained from
all participants.

3. Results and discussion
3.1. Analytic characteristics of ICP-MS method

The mean Sr level obtained in the pool of serum samples used as
internal quality control was 33.2 ug/L. Imprecision, bias and total error
were: 4.3, —0.2 and 7.2%, respectively, and estimated with the internal
quality control by following the CLSI guidelines EP15-A2 [25].

3.2. Study population

A total of 162 patients aged from 18 to 46 years were included in the
study, with a median age of 35 (31-37) years. There were no significant
differences among groups (p > 0.05). Mean gestational week of ex-
traction in the 1st trimester was 10.6 += 0.7 in all pregnant women.
Due to the differences observed in the median gestational week at the
time of extraction between E-PE (31.1 [28.9-32.6]) and 2TC (25.0

39

[24.6-25.7]), and between E-PE and 3TC (36.7 [36.3-37.6])
(p < 0.0001), an early control group (2TC + 3TC) was created in order
to be compared with E-PE (E-PE: 31.1 [28.9-32.6] vs. C2T + C3T: 36.1
[25.1-36.7], p = 0.05). A further comparison was made between E-PE
(31.1 [28.9-32.6]) and 2TC + GH (30.9 [25.0-37.4]), p = 0.05, in
order to include pregnant women with hypertension in the early control
group. A late control group (3TC + GH: 36.8 [36.3-38.4]) was created
to be compared with L-PE (37.3 [35.9-38.8]), p > 0.05.

The gestational week at diagnosis of E-PE or L-PE was significantly
different (29.9 + 2.8 vs. 37.3 = 1.9, p < 0.0001). The mean gesta-
tional week at the time of delivery was 31.3 = 3.2, 38.0 + 1.8 and
38.9 = 1.5, in E-PE, L-PE and GH, respectively. Clinical data of the
study population, including the control group from our previous study
[20], are contained in Table 1.

3.3. Serum strontium concentrations

Mean Sr levels in E-PE (40.9 + 13.9 pg/L) were significantly higher
(p = 0.0001) than in early control groups (2TC + 3TC (30.5 = 9.4 pg/
L) and 2TC + GH (32.2 + 10.9 pg/L)) (Table 2 and Fig. 2). When L-PE
was compared with the late control group (3TC + GH), significant
differences were also found (42.6 = 10.8 vs. 35.1 = 10.9pg/L,
p < 0.0001). No significant differences in Sr concentration were found
in the 1st trimester of pregnancy between pregnant women who later
developed PE (1T-PE: 1st trimester samples from E-PE and L-PE,
26.4 + 8.3 pg/L) and those who did not (1T non-PE: 1st trimester
samples from GH and 1TC, 26.6 = 9.1ug/L, p > 0.05) (Table S2,
Supplementary data).

An ascendant trend was observed in Sr levels of PE-ss, showing a
statistically significant positive correlation between Sr and gestational
week of sampling (r = 0.52, p < 0.0001), with this correlation being
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Table 1

Clinical characteristics of the study population (mean * SD or median [interquartile range]).

Journal of Trace Elements in Medicine and Biology 47 (2018) 37—44

E-PE (n = 39) L-PE (n = 67) GH (n = 56) 1TC(n =50) 2TC(n =51) 3TC (n = 53)

Maternal age (years) 343 = 6.1 338 = 45 34.1 = 5.1 324 = 5.1 322 * 46 319 = 46
Gestational week of extraction 30.3 £ 3.2 373 £ 1.9 37.3 (35.9-38.8) 10.9 = 0.9 25.0 (24.6-25.7)  36.7 (36.3-37.6)
Gestational week of extraction in the 1st trimester 105 £ 0.6n=24 106 £ 07n=50 107 £ 07n=48 - - -
Gestational week of diagnosis 299 + 28 373 £ 19 - - - -
Gestational week of delivery 313 = 3.2 38.0 £ 1.8 389 £ 15 403 = 1.3 396 = 1.3 40.3 = 1.2
Time between extraction and delivery date (days) 3.0 (1.0-7.0) 2.0 (1.0-5.00 5.5 (2.0-16.0) 206.0 = 99 99.7 + 154 224 + 10.6
Type of delivery

®Spontanecus 3 (8%) 26 (39%) 21 (37%) 33 (66%) 30 (5%%) 27 (51%)

®[nstrumental 1 (2%) 20 (30%) 18 (32%) 13 (26%) 15 (29%) 20 (38%)

®Cesarean 32 (82%) 21 (31%) 15 (27%) 3 (6%) 6 (12%) 6 (11%)

®Fetal demise 3 (8%) - - - - -

®No data - - 2 (4%) 1 (2%) - -

E-PE, early-onset preeclampsia; L-PE, late-onset preeclampsia; GH, gestational hypertension; 1TC, 2TC and 3TC; 1st, 2nd and 3rd trimester control groups from a previous study [20].

stronger in L-PE (r=0.62, p < 0.0001) than in E-PE (r = 0.36,
p < 0.01) (Fig. 81, Supplementary data).

3.4. Diagnostic value of strontium

To obtain the diagnostic value of Sr, three ROC curve analyses were
performed. When E-PE was compared with 2TC + 3TC, the area under
the ROC curve (AUC) was 0.74, with a significance level of p < 0.0001,
obtaining a sensitivity of 74.4% and specificity of 65.4% for a Sr value
of 31.3ug/L. For the other groups compared, the diagnostic value
turned out to be slightly lower (AUC = 0.70 or 0.71, p = 0.0002). Data
corresponding to each curve are represented in Fig. 3.

3.5. Serum calcium concentrations

Calcium values were found to be significantly lower in E-PE com-
pared to 2TC + 3TC (2.18 * 0.2vs. 2.25 * 0.1 mmol/L, p = 0.03), as
well as when compared to 2TC + GH (2.26 = 0.1 mmol/L, p = 0.03),
(Table 2).

Calcium levels did not correlate with the gestational week of ex-
traction (r = 0.14, p = 0.10), and although a significant but weak ne-

3.6. Serum N-terminal pro-brain natriuretic peptide (NT-proBNP)
concentrations

Mean NT-proBNP level in E-PE (426 pg/mL) exceeded the cutoff
point for exclusion of heart failure (< 300 pg/mL) (Table 2). Of all
samples analyzed, twenty-four had NT-proBNP values above this cut-off
point, of which eighteen exceeded the established cutoff point
(= 450 pg/mL) for the diagnosis of heart failure in adults under 50
years old [26], namely thirteen E-PE, four L-PE and one GH. Higher
levels of NT-proBNP were found in E-PE (426.0 += 538.5pg/mL)
compared to 2TC + 3TC/2TC + GH (39.4 * 22.5/54.7 * 63.5,
p < 0.001) and in L-PE compared to C3T + GH (152.4 + 195.2 vs.
53.7 * 629pg/mL, p < 0.001). In the 1st trimester, serum NT-
proBNP levels were not significantly different between 1T-PE
(58.9 + 37.8pg/mL) and 1T non-PE (61.1 * 38.3, p > 0.05) (Table
S2, Supplementary data). NT-proBNP levels were significantly higher in
the samples closest to delivery than at the beginning of pregnancy in all
pregnant women (154.4 + 334.1 vs. 58.8 *= 38.3 pg/mL, p < 0.05),
with this difference being more pronounced in E-PE (513.3 = 751.7 vs.
41.0 + 21.5pg/mL,p < 0.05).

Finally, although a significant but weak positive correlation was
found between NT-proBNP and Sr levels in all pregnant women
(r = 0.20, p = 0.009), this correlation was found to be not sig-

gative correlation was found between Ca and Sr levels in all participants nificant when performed in preeclamptic pregnant women
(r = =0.23, p = 0.005), this correlation turned out to be not significant (r=0.15p = 0.12).
in preeclamptic pregnant women (r = —0.14, p = 0.20).
Table 2
Concentrations of strontium, uric acid, caleium, NT-proBNP and sFit-1/PIGF ratio in each group (mean + SD).
E-PE L-PE GH 2TC 3TC P values
E-PE vs. E-PE vs. L-PE vs.
2TC + 3TC 2TC + GH 3TC + GH
Sr (21.0-100 pg/L)[59] 409 £ 139 426 = 108 366 x 11.6 274 £ 7.8 335 = 99 e ot b
n=39 n =67 n =56 n =51 n=>53
Uric acid (2.4-4.9 and 3.1-6.3 mg/dL for 6.4 = 1.7 56 = 1.0 45 = 1.2 3207 4.0 = 08 ae Lo R
2nd and 3rd trimester, respectively]) n =39 n =67 n =56 n=42 n =53
[27]
Caleium (2.05-2.25 and 218 = 0.2 228 + 0.1 229 = 0.1 224 (218-227) 229 * 0.10 * w ns
2.05-2.42 mmol/L for 2nd and 3rd n=32 n =53 n =54 n=43 n =53
trimester, respectively)[27]
NT-proBNP (< 300 pg/mL) “[26] 426.0 = 5385 1524 = 1952 67.9 = 83.1 40.2 + 239 387 £ 21.6 *** Eiai L
n=39 n =67 n = 56 n =51 n=53
sFIt-1/PIGF ratio (< 33) ™[36,37] 3794 £ 3563 1123 = 77.7 384 = 348 - -
n=39 n =67 n =56

E-PE, early-onset preeclampsia; L-PE, late-onset preeclampsia; GH, gestational hypertension; 2TC and 3TC, 2nd and 3rd trimester control groups from a previous study [20]. Variables
that do not follow a normal distribution are expressed as median and interquartile range. "Cut-off point for exclusion of heart failure. “Cutoff point for exclusion of preeclampsia.

*p = 0.05 **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, ns = non-significant.
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Fig. 2. Strontium values in the different groups (a),
in E-PE vs. 2TC + 3TC (b), in E-PE vs. 2TC + GH (c)
and in L-PE vs. 3TC + GH (d).

p=0.0001

EPE LPE GH 2TC 3TC

p=00001

E-PE

2TC +3TC

E-PE 2TC +GH

3.7. Soluble fms-like tyrosine kinase 1 and placental growth factor ratio

The sFlt-1/PIGF ratio was different in the three groups analyzed,
being higher in E-PE (379.4 = 356.3) compared to L-PE
(112.3 = 77.7) and GH (38.4 = 34.8), with significant differences in
all cases (p < 0.001) (Table 2).

When the correlation test was performed, it turned out to be not
significant between sFlt-1 and Sr (r = 0.14, p = 0.10), PIGF and Sr
(r==0.13, p = 0.10) or between sFIt-1/PIGF ratio and Sr (r = 0.05,
p = 0.56).

3.8. Uric acid concentrations

Uric acid levels were within the established reference interval for
pregnant women (2.4-4.9 and 3.1-6.3 mg/dL for 2nd and 3rd trimester,
respectively, [27]) except in E-PE (6.4 = 1.7 mg/dL), where UA was
significantly higher than in 2TC+ 3TC (3.6 = 0.8 mg/dL,
p < 0.0001) and in 2TC + GH (3.9 * 1.2mg/dL, p < 0.0001). Uric
acid levels were also significantly higher in L-PE compared to
3TC + GH(5.6 = 1.0vs. 4.3 = 1.0,p < 0.0001). The levels of UA in
the 1st trimester of pregnancy were significantly higher in 1T-PE when
compared to 1T non-PE (3.2 = 0.6 vs. 2.8 * 0.7 mg/dL, p < 0.001)
(Table S2, Supplementary data). Uric acid levels were significantly
higher in the samples closest to delivery than in the 1st trimester for all
pregnant women (5.2 + 1.4 vs. 3.08 = 0.7 mg/dL, p < 0.0001).

There was a significant positive correlation in PE-ss between UA and
Sr (r = 0.67, p < 0.0001), which was stronger in E-PE (r = 0.80,
p < 0.0001) than in L-PE (r=0.55, p < 0.0001), (Fig. 82,
Supplementary data).

3.9. Oxidative stress status

Lipid peroxidation was found to be the highest in L-PE
(94.9 = 64.9nmol MDA + 4HNE/g prot.), but there were no sig-
nificant differences when compared with the other groups
(78.5 = 25.8, 71.8 = 39.4 and 91.2 + 68.2, for E-PE, GH and 3TC,
respectively, p = 0.05) (Table 3). E-PE showed the lowest values of
TAA (2.1 = 1.2mg Tx/g prot.), but no significant differences were
found when compared with the other groups (3.3 = 1.5, 4.1 + 2.8

L-PE
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3TC +GH

and 4.2 + 5.0, for L-PE, GH and 3TC, respectively, p > 0.05). When
calculating the lipid peroxidation/TAA ratio, it was found to be sig-
nificantly higher in E-PE (46.0 = 25.0) compared to GH (23.3 + 16.4,
p < 0.05). No significant differences were found in the 1st trimester of
gestation between 1T-PE and 1TC in lipid peroxidation (84.1 = 51.6
vs. 1084 = 77.1, p = 0.05), TAA (55 = 1.4 vs. 7.3 = 3.7,
p = 0.05) or lipid peroxidation/TAA ratio (155 + 87 wvs.
18.3 + 18.4, p > 0.05). Lipid peroxidation/TAA ratio in all groups is
shown in Fig. 83, Supplementary data.

When correlations between oxidative stress parameters and gesta-
tional week of sampling were performed, we found a different trend
between preeclamptic (1T-PE, E-PE and L-PE) and non-preeclamptic
women (1TC, GH and 3TC), as in the former case a stronger and ne-
gative correlation existed between gestational week of sampling and
TAA (r= —0.64, p=0.0001 and r= —0.40, p = 0.03, for pre-
eclamptic and non-preeclamptic women, respectively) and there was a
positive correlation between gestational week of sampling and lipid
peroxidation/TAA ratio (r = 0.49, p = 0.006) that does not exist in
non-preeclamptic women (r = 0.25, p = 0.18).

When correlations were performed, we found in preeclamptic
women significant associations between TAA and Sr (r= —0.54,
p = 0.002) and between lipid peroxidation/TAA ratio and Sr (r = 0.47,
p = 0.008), with these correlations being non-significant in non-pre-
eclamptic women (r = —0.02, p= 0.9 and r = —0.18, p = 0.33, re-
spectively).

3.10. Discussion

To our knowledge, this is the first study in which Sr serum levels are
measured in patients with PE, been E-PE and L-PE clearly differentiated.
Strontium levels at the beginning of pregnancy and the evolution of this
biomarker in a subset of patients were also evaluated.

Concentrations of serum Sr in preeclamptic pregnant women were
found to be significantly higher than in healthy pregnancies, with this
difference being greater in E-PE. These results are consistent with those
showed in a previously study [15], where higher Sr concentrations in
pregnant women with PE were found when compared to healthy
pregnancies. These authors also found a correlation between Sr and
clinical parameters and with soluble endoglin, a biomarker of PE,
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Fig. 3. Receiver operating characteristic (ROC) curves for the diagnostic of PE in preg-
nant women using Sr as biomarker when the groups compared are E-PE vs. C2T + C3T
(a), E-PE vs. C2T + GH (b) and L-PE vs. C3T + GH (c).

suggesting that Sr can take part in the pathophysiology of the illness.
According to the results of our previous study [20], Sr remains
unchanged until the 3rd trimester in healthy pregnant women, when it

Table 3
Oxidative stress parameters measured in a subset of participants (mean * SD).

Journal of Trace Elements in Medicine and Biology 47 (2018) 37-44

rises slightly. This may explain why Sr shows a better diagnostic value
in E-PE than in L-PE, where Sr levels are also elevated, but there is a
higher overlapping with Sr concentrations in normal pregnancy.

Several studies have shown that preeclamptic women have de-
creased levels of plasmatic and urinary Ca [12,28,29], which may be
related to an increased bone turnover compared to normal pregnancies,
occurring only when the disease is clinically evident [30]. Because of
the similarities and the existing competition between Sr and Ca in the
absorption, transport and signaling pathways, we added Ca determi-
nation to establish possible relations. Although we found no significant
correlation between Ca and Sr in women with PE, we did find sig-
nificantly lower Ca levels in E-PE, which is in agreement with the
studies mentioned above.

Vascular disorders that occur in PE involve a cardiac stress [31]. NT-
proBNP is one of the fragments secreted primarily by the cardiac ven-
tricle, and its serum concentration correlates with prognosis of ven-
tricular failure, being used in clinical practice to assess ventricular
dysfunction and for diagnosing heart failure. According to previous
studies which link this peptide with the development of PE [32,33], we
found that NT-proBNP is increased in preeclamptic women, being ele-
vated in 41% of women with E-PE and exceeding the cutoff point for the
diagnosis of heart failure in 33%. We also found that NT-proBNP is
within reference interval in the 1st trimester of pregnancy, rising later,
when symptoms of PE appear. Strontium, used as strontium ranelate,
has been related to an increased risk of cardiovascular and throm-
boembolic events [16,17]. However, Sr levels found in patients under
this treatment are, at least, 100 times higher than in normal pregnancy
[34]. Moreover, other authors did not find evidence of such association
[35]. Given the above, besides the fact that we found no correlation
between Sr and NT-proBNP in preeclamptic women, it is unlikely that
Sr influences the occurrence of heart failure in these patients.

The results found for the sFlt-1/PIGF ratio are consistent with the
literature [36,37], although the mean value found in GH is slightly
above the diagnostic exclusion cut-off point for PE.

Our results about UA are consistent with those reported previously,
being significantly elevated in women with PE compared to controls, It
is the only parameter of those studied whose levels are already sig-
nificantly higher in the 1st trimester in pregnant women who will de-
velop PE later on. In pregnancy, hyperuricemia frequently occurs before
the development of hypertension and proteinuria, and has been pro-
posed to be involved in the pathogenesis of PE [38,39]. In addition, and
interestingly, UA and Sr show a strong and positive correlation in
pregnancy, which is even higher in PE (especially E-PE).

The redox state was found to be higher in E-PE only when compared
to GH, without finding significant differences when compared to other
groups. We observe a different evolution of the oxidative stress para-
meters as the pregnancy progresses between preeclamptic and non-
preeclamptic women, with the balance between damage and defense
being less favorable in PE than in healthy pregnant women. Therefore,
there is an oxidative stress component that increases more strongly and

1T-PEn =10 1TCn =10 E-PEn =10 L-PEn =10 GHn =10 3TCn =10
Gestational week of extraction 10.4 = 0.3 10.6 = 0.7 300 = 4.1 368 % 23 357 £ 5.2 387 = 16
Lipid peroxidation (nmol MDA + 4HNE/g prot.) 84.1 + 51.6 1084 = 77.1 785 = 258 949 + 649 71.8 + 394 91.2 + 68.2
TAA (mg Tx/g prot.) 55+ 14 7:3.%.3.7 21 12 33 +15 4.1 = 2.8 4.2 = 50
Lipid peroxidation/ TAA ratio 155 = 8.7 18.3 = 184 46.0 = 25.0 327 = 256 233 = 164 287 = 18.1
P values 1T-PE vs. 1TC E-PE vs. L-PE vs.

L-PE GH 3T1C GH arc

Lipid peroxidation ns ns ns ns ns ns
TAA ns ns ns ns ns ns
Lipid peroxidation/ TAA ratio ns ns ol ns ns ns

1T-PE, preeclamptic pregnant women in the 1st trimester; 1TC, 1st trimester control group; E-PE, early-onset preeclampsia; L-PE, late-onset preeclampsia; GH, gestational hypertension;
3TC, 3rd trimester control group; TAA, total antioxidant activity. *p < 0.05, ns = non-significant.
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significantly as the disease progresses than when the disease does not
exist. Previous studies found decreased antioxidant activity and/or in-
creased oxidative damage in pregnancies with PE [5,10,11]. In fact, it is
recognized that endothelial damage in PE is mediated by oxidative
stress imposed by increased generation of oxygen free radicals or a fall
in antioxidant levels [3].

We found a strong correlation between Sr and TAA and Sr and the
lipid peroxidation/TAA ratio in preeclamptic women, which we did not
find in non-preeclamptic women. This suggests that the disease makes
Sr and the body’s oxidative status fluctuate more closely, as did Sr and
UA. There is growing evidence about the effects of UA on oxidative
stress [40-42]. On the other hand, several studies have showed a re-
lationship between Sr and oxidative stress [43-47], suggesting that Sr
has a scavenging effect on lipid peroxidation, playing a preventive role
in oxidative damage. Taking into account the above, the link between
both parameters is probably the oxidative stress. As we suggested in our
previous study [20], Sr levels rise when some kind of oxidative damage
exists, and this elevation attempts in some way to restore the balance
between the body’s defense and its oxidative damage.

Some of the limitations of our study are, first, that the population
size of each subgroup is very small (n = 10), which is the probable
cause that explains that the differences are not significant except when
comparing E-PE to GH. Secondly, we do not have a control subgroup in
the 2nd trimester to compare with E-PE, which would be more correct
according to the gestational week of extraction. Therefore, oxidative
stress in E-PE is compared to control samples belonging to a later mo-
ment in pregnancy (GH and 3TC), which is not entirely appropriate,
since according to a previous study, oxidative stress increases physio-
logically in the 3rd trimester of healthy pregnancy.

The molecular mechanisms of Sr involve several signaling path-
ways, including the OPG/RANKL/RANK system. In this system, Sr in-
creases OPG protein and decreases RANKL mRNA and protein levels in
osteoblasts [48-53]. OPG has been identified as a possible useful serum
marker of vascular disease [54], being a potential pro-angiogenic factor
which acts as an important factor in protecting vascular endothelial
cells [55-57]. Several studies provide evidence for an involvement of
this system in PE [18,58], showing higher levels of OPG in pregnancies
with PE compared to control pregnancies, concluding that OPG might
be closely correlated to the pathogenesis of PE.

Whatever the role of Sr in the pathophysiology of the disease is, its
levels may increase due to the oxidative damage generated in this pa-
thology, with its involvement in the disease still unknown.

4. Conclusion

.The higher levels of Sr found in preeclamptic pregnant women cannot
be explained by decreased levels of Ca or a relationship with cardiovascular
damage. The high redox status found in PE which correlates with Sr levels
and the strong correlation between UA and Sr suggest that this trace ele-
ment may be involved in oxidative stress, perhaps playing a protective role
through its molecular targets of signaling. Further studies are needed to
clarify the role of Sr in PE and its pathogenesis.
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Resultados

SUPPLEMENTARY DATA:
Table S1. Parameters and number of samples assayed from the study
population.
Parameters: Sr NT-proBNP UA Ca sFit-1 PIGF oS
Samples closest to
delivery:
e E-PE 39 39 39 32 39 39 10
e L-PE 67 67 67 53 67 67 10
e GH 56 56 56 54 56 56 10
Samples from 15t trimester:
e E-PE 24 13 17 13 - - 1
e L-PE 51 37 40 37 - - 9
e GH 49 35 35 35 - - -
Samples from the previous
study:
e 1TC 50 50 50 50 - - 10
e 2TC 51 51 42 43 - - -
e 3TC 53 53 53 53 - - 10
E-PE, early-onset preeclampsia; L-PE, late-onset preeclampsia; GH,

gestational hypertension; 1TC, 2TC and 3TC; 1st, 2" and 3" trimester control

groups from a previous study [1]; Sr, strontium; NT-proBNP, N-terminal pro-

brain natriuretic peptide; UA, uric acid; Ca, calcium; sFit-1, soluble fms-like

tyrosine kinase 1; PIGF, placental growth factor;

parameters.

0sS,

oxidative stress
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Table S2. Strontium, calcium, NT-proBNP and uric acid serum concentrations in
the first trimester of gestation in preeclamptic and non-preeclamptic pregnant

women (mean = SD).

1T-PE fTnonPE | f T‘_’Fa,'éflss
(E-PE+L-PE) (GH+1TC) AT non-PE)

Sr (glL) 26.4+8.3 26.6 9.1
(21.0-100 pg/L) [2] n=75 n=99 ns
Uric acid 32106 28107
(2.0-4.2 mg/dL for _ _ *
the 13t trimester) [3] n=s7 n=85
Calcium

2.31+01 229+ 01
(2.2—2.64 mmol/L ns
for the 15t trimester) n=50 n=85
(3]
NT-proBNP 58.9+37.8 61.1 £ 38.3

ns

(<300 pg/mli) 4] n=50 n=85

1T-PE, preeclamptic pregnant women in the 18t trimester; E-PE, early-onset
preeclampsia; L-PE, late-onset preeclampsia; 1T non-PE, 18t trimester in non-
preeclamptic pregnant women; GH, gestational hypertension; 1TC, 18t trimester
control group from a previous study [1]. ACut-off point for exclusion of heart

failure. *p<0.001, ns = non-significant.
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Figure S1. Evolution of strontium in E-PE (a) and L-PE (b) from the first

trimester throughout the pregnancy.
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Figure S2. Correlation between Sr and UA in E-PE (a) and in L-PE (b) of serial

samples.
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Figure S3. Lipid peroxidation/TAA ratio in a subset of participants of all groups.
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1T-PE, preeclamptic pregnant women in the 15 trimester; 1TC, control pregnant
women in the 1%t trimester; E-PE, early-onset preeclampsia; L-PE, late-onset
preeclampsia; GH, gestational hypertension; 3TC, control pregnant women in

the 3 trimester.
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4.3 Niveles incrementados de estroncio y estatus oxidativo alterado en la

preeclampsia precoz

Articulo 3: Clara Barneo-Caragol, Eduardo Martinez-Morillo, Susana
Rodriguez-Gonzalez, Paloma Lequerica-Fernandez, Ignacio Vega-Naredo,
Francisco V. Alvarez. “Increased serum strontium levels and altered oxidative

stress status in early-onset preeclampsia”.
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Publicado en mayo del 2019, es el ultimo articulo que forma parte de
esta tesis. Se estudiaron los niveles séricos de Sr como biomarcador
diferencial entre la PE y otras patologias del embarazo: el CIR y la HTAG. Se
compararon los niveles de Sr y estrés oxidativo en la primera muestra
disponible al inicio de los sintomas, dividiéndose la poblacién de estudio en dos
grupos, segun la semana gestacional de apariciéon (antes o después de la
semana 34). Ademas, 5 gestantes con PEP y 9 con otras patologias fueron
seriadas desde la aparicion de los sintomas hasta el parto. Se evaluaron asi
mismo las concentraciones de Sr unas semanas antes de la aparicion de los
sintomas, en aquellas muestras disponibles correspondientes al cribado de la
diabetes gestacional en el 2° trimestre. Se evaluaron de nuevo el acido urico y
los factores relacionados con la angiogénesis (sFlt-1 y PIGF), y se afadi6 el

célculo de la tasa de funcion glomerular.

Contribucién personal al trabajo:

e Puesta en marcha del reclutamiento de mujeres embarazadas que
realizaron el cribado de la diabetes gestacional en el 2° trimestre, por medio
de la comunicacion del estudio al personal colaborador, asi como reparto de
consentimientos informados en distintas areas de extracciones entre febrero

2016 y enero 2017, ayudada por el Dr. Martinez Morillo.
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Solicitud al Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos del
Principado de Asturias la exencion del consentimiento informado en
aquellas pacientes a las que no pudo entregarse este documento, pero si

hubo muestra disponible y se utilizé para el estudio.

Seleccion de participantes, en base al diagnéstico final y de no
cumplimiento de criterios de exclusion (gestacién multiple). Recuperacién
de la muestra correspondiente al inicio de los sintomas (seroteca, ya
conformada previamente, de las muestras de gestantes que acudieron al
Servicio de Urgencias del HUCA con sospecha de PE) y de la muestra
extraida unas semanas antes, cuando estuviera disponible (seroteca de las
muestras de las gestantes del cribado de la diabetes gestacional en el 2°

trimestre) para su analisis.
Analisis de los parametros estudiados:
o Manejo del equipo ICP-MS para el analisis del Sr.

o Estimacion de la tasa de filtrado glomerular estimada (TFGe) por
medio de la férmula CDK-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration, colaboracién epidemioldgica de la enfermedad renal

cronica).

Mantenimiento de la comunicacion entre el laboratorio de Bioquimica del
HUCA y el laboratorio del Departamento de Morfologia y Biologia Celular de
la Facultad de Medicina de la Universidad de Oviedo. Seleccion de

muestras con volumen suficiente y su transporte entre ambos laboratorios.

Manejo de base de datos y consulta de las caracteristicas clinicas de la
poblacién estudiada. Andlisis estadisticos, elaboracion de tablas y figuras y
redaccion del manuscrito bajo la supervision del Dr. Martinez Morillo y del

Dr. Alvarez.
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ABSTRACT
Keywords:
Strontium
Oxidative stress
Preeclampsia
Intrauterine growth retardation

Gestational hypertension
Inductively coupled plasma-mass spectrometry symptoms onset and before and compare it with IUGR/GH.

Methods: Samples collected at symptoms onset included 77 preeclamptic women and 72 women diagnosed with
IUGR/GH divided into two groups according to the gestational extraction week (< 34 and = 34). Fifteen pa-
tients were also serialized until delivery. Samples collected before symptoms onset included 140 women who
developed early-onset PE (E-PE, n = 9), late-onset PE (L-PE, n = 13), IUGR (n = 9), GH (n = 32) and no
pathologies (n = 77). Strontium, placental growth factor (PIGF), soluble fms-like tyrosine kinase 1 (sFlt-1), uric
acid (UA), creatinine, lipid peroxidation, and total antioxidant activity (TAA) were measured.

Results: Mean Sr, sFlt-1/PIGF ratio, UA, and lipid peroxidation/TAA ratio levels were significantly higher
(p = 0.002, < 0.0001, = 0.0001 and = 0.03, respectively) and estimated glomerular filtration rate (eGFR) and
TAA significantly lower (p = 0.0008 and < 0.0001, respectively) in E-PE vs other pathologies when gestational
extraction week was < 34. There was a significant comrelation between Sr and eGFR (r = 0.43, p = 0.02), sFlt-1/
PIGF ratio (r = 0.56, p = 0.002), TAA and gestational week of sampling (r = —0.45, p = 0.02) and UA
(r= —0.82, p = 0.0001) in the E-PE serial samples. No differences were found in Sr levels before symptoms
onset.

Conclusion: Serum Sr concentration and oxidative status are increased in E-PE when compared to other
pathologies at the time of symptoms onset. More studies are needed to elucidate the causes of Srlevels elevation

Background: Correctly distinguishing preeclampsia (PE), gestational hypertension (GH), and intrauterine growth
retardation (IUGR) is a challenge for clinicians due to existing similarities. In our previous study, we showed that
serum strontium (Sr) levels were elevated in preeclamptic women compared to healthy and GH pregnant women
at the end of pregnancy. The main aim of this study was to evaluate Sr and oxidative stress in PE at the time of

and its role in the pathophysiology of PE.

1. Introduction environment, genetics, oxidative stress, age, and obesity are some of the
factors involved in the development of these pathologies [1,2]. It is
Preeclampsia (PE), gestational hypertension (GH), and intrauterine important to differentiate between early- and late-onset disease, since

growth retardation (IUGR) are three pathologies of pregnancy that they have different outcomes. Thus, early- (E-PE) and late-onset PE (L-
occur with varying degrees of severity for mother and fetus. Nutrition, PE) have slightly different pathophysiological mechanisms, being

Abbreviations: 4-HINE, 4-hydroxynonenal; ABTS, 2,2"azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid; BMI, body mass index; CKD-EPI, Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration; eGFR, estimated glomerular filtration rate; E-IUGR, early-onset intrauterine growth retardation; E-PE, early-onset preeclampsia; GH,
gestational hypertension; HUCA, Hospital Universitario Central de Asturias; ICP-MS, inductively coupled plasma-mass spectrometry; IUGR, intrauterine growth
retardation; L-TUGR, late-onset intrauterine growth retardation; L-PE, late-onset preeclampsia; MDA, malondialdehyde; PE, preeclampsia; PIGF, placental growth
factor; ROC, receiver operating characteristic; sFlt-1, soluble fms-like tyrosine kinase 1; Sr, strontium; TAA, total antioxidant activity; UA, uric acid
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considered as two different entities [3,4] with different biochemical
markers, genetic and environmental risk factors, prognosis, heritability,
and clinical features [5-7]. Likewise, IUGR has a different phenotypic
expression, evolution, and outcome when it starts early in pregnancy
[8]. Correctly distinguishing one disease from another is often a chal-
lenge for clinicians due to existing similarities. Preeclampsia shares the
condition of hypertension in addition to many risk factors with GH [1]
and placental insufficiency with IUGR [9].

Trace elements and redox status have been widely studied in com-
plicated pregnancies, where oxidative stress seems to be potentiated
against a detriment of antioxidant defense [10,11]. Strontium (Sr) has
recently been associated with the pathophysioclogy of PE [12], and we
showed in our previous study [13] that serum Sr levels are elevated in
preeclamptic women compared to healthy pregnant women or with GH
at the end of pregnancy.

The aims of this study were: i) to evaluate the Sr's utility to differ-
entiate PE from IUGR/GH at the time of symptoms onset or before, ii) to
evaluate and compare other parameters such as uric acid (UA), esti-
mated glomerular filtration rate (eGFR), and oxidative stress status in
these pathologies of pregnancy, establishing possible associations with
Sr levels.

2. Material and methods
2.1. Study population

Samples collected at the time of symptoms onset: serum samples
from pregnant women who came to the Emergency Room of Hospital
Universitario Central de Asturias (HUCA) with suspected PE, later
confirmed or otherwise diagnosed with other complications of preg-
nancy, were collected between February 2015 and January 2018.
Multiple gestations (n = 16) were excluded. In total, 77 women diag-
nosed with PE (28 E-PE and 49 L-PE) and 72 with other pathologies (37
IUGR and 35 GH) were included in this group (n = 149). Only the first
sample collected at the onset of symptoms was used. Fifteen patients
who had several samples collected throughout pregnancy were selected
(4 E-PE, 1 E-PE&IUGR, 6 E-IUGR, 2 L-PE, and 2 GH) to be serialized, the

Free Radical Biology and Medicine 138 (2019) 1-9

so-called “serial samples group” (Fig. 1).

Samples collected before symptoms onset: A follow-up of the preg-
nant women who underwent the screening test for Gestational Diabetes
Mellitus (GDM) between the gestational weeks 24-28 at HUCA was
carried out between February 2016 and January 2017. Once the women
gave birth, samples from those patients who developed PE, IUGR, or GH
during pregnancy and a similar number of samples from healthy
pregnant women were randomly selected and recovered for analysis.
Thus, three groups were created: E-PE (with or without added IUGR,
n = 9), other pathologies (early-onset IUGR (E-IUGR), L-PE, L-PE&
IUGR, late-onset [UGR (L-IUGR), and GH, n = 54), and healthy preg-
nant women (n = 77) (Fig. 1).

2.2. Clinical definitions

Preeclampsia was diagnosed according to the American College of
Obstetricians and Gynecologists (ACOG) definition [14]. Hypertension
was defined as blood pressure =140,90 mmHg on two separate occa-
sions (=24 h apart). Proteinuria was defined as either =300mg of
protein per 24-h urine collection or a protein/creatinine ratio of
=30 mg/mmol. In the absence of proteinuria, PE was defined as new-
onset hypertension with any of the following: thrombocytopenia
(=< 100,000 platelets/uL), renal insufficiency (creatinine > 1.1 mg/dL),
impaired liver function, pulmonary edema, or cerebral or visual
symptoms. Preeclampsia was considered severe if one or more of these
findings were present: systolic blood pressure =160 mmHg or diastolic
blood pressure =110mmHg on two occasions at =4 h apart while the
patient is on bed rest, platelet count < 100,000 per mm?, elevated liver
enzymes, renal insufficiency or oliguria, pulmonary edema or cyanosis,
new-onset cerebral or visual disturbances, severe persistent right upper
quadrant, or epigastric pain [15]. Diagnosis of IUGR was estimated as
fetal weight below the 10th percentile due to a pathological process
that inhibits the expression of the normal growth potential, being de-
monstrated after 22 weeks of gestation with oligohydramnios (amniotic
fluid index < 10th percentile) or Doppler ultrasonography pulsatility
index of the umbilical artery > 95th percentile. Preeclampsia and IUGR
were both classified according to the onset of symptoms: before (E-PE

Study population

i) At the time of symptoms onset,
February 20115 — January 2018 (n=165)

Multiple gestations
excluded (n=16)

ii) Before symptoms onset (Gestational Diabetes Mellitus screening), 24-28
weeks of gestation, February 2016 — January 2017 (n=140)

Pregnant women that
developed other pathologies
(n=54)

Pregnant women that
developed no
pathology (n= 77)

Pregnant women that
developed E-PE (n=9)

[

<34 weeks of gestation at sample
collection {n=68) collection (n=81)

| =34 weeks of gestation at sample

« E-IUGR (n=1)
* LIUGR (n=8)

* E-PE (n=4)
+ E-PERIUGR (n=5)

* L-PE (n=11)
+ L-PERIUGR (n=2)
 GH (n=32)

Pregnant women
diagnosed with E-

Pregnant women
diagnosed with other

Pregnant
women
diagnosed with

Pregnant women
diagnosed with
other pathologies

PE (n=28) pathologies (n=40) L PE (n41) {r=40)
* E-PE (n=16) * E-IUGR (n=12) * L-PE [n=36) * L-IUGR (n=11)
+ E-PE&IUGR (n=12) * L-IUGR (n=14) * L-PE&IUGR [n=5) * GH (n=29)
* L-PE (n=8)
* GH (n=6)

Fig. 1.
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and E-IUGR) or after (L-PE and L-IUGR) gestational week 34. Final
outcomes were reviewed by an independent obstetrician and were as-
sessed after delivery.

Body mass index was calculated as follows: BMI = weight (in kg)/
height® (in m). The anthropometric status for pregnant women was
classified into three subgroups according to the BMI cutoff values [16]:
normal (18.5 = BMI < 25), overweight (25 =< BMI < 30), and obe-
sity (BMI = 30). The BMI data were only considered when obtained
within three days of serum samples collection and before the delivery
date.

The renal function was estimated by the Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) creatinine-based formula for
eGFR [17].

Clinical data from all participants, including maternal age, gesta-
tional week of sampling and delivery, maternal BMI, newborn's weight
(kg), and type of delivery were collected from their medical records by
using the software products Cerner Millennium” and GestLab".

2.3. Collection of serum samples

Blood samples were collected in BD Vacutainer™ red top tubes with
no additives and serum was obtained by centrifugation at 3000 rpm for
10min at 4 °C. Uric acid, creatinine, PIGF, and sFlt-1 were measured at
the Emergency Biochemistry laboratory of HUCA in the serum of
pregnant women who came to the Emergency Room with suspected PE.
Glucose for the O'Sullivan test for GDM screening was measured at the
Routine Biochemistry Laboratory of HUCA. Leftover serum samples
were aliquoted, encoded, and stored at —80 "C until the subsequent Sr
levels analysis. When enough volume was left, redox status was eval-
uated by measuring lipid peroxidation and total antioxidant activity
(TAA) at the Department of Morphology and Cell Biology, Faculty of
Medicine, University of Oviedo.

2.4. Inductively coupled plasma-mass spectrometry (ICP-MS) method and
sample preparation

Serum samples were diluted 1:20 with an alkaline working solution
with 1% ammonium hydroxide, 0.05% EDTA, 0.05% Triton X-100, 4%
butan-1-ol, and 20 ug/L of internal standard ("*Ge) prior to analysis.
Measurements were performed in triplicate using an ICP-MS 7700x
from Agilent Technologies”. The limit of the quantification and cali-
bration range for Sr (6-point calibration) was 5 (0-80) ug/L. The mean
Sr level obtained in a pool of serum samples (used as internal quality
control) was 29.3 pug/L. Impredsion (< 5%), bias, (< 3%) and total
error (< 8%) were in agreement with those previously obtained [18].

2.5. Spectrophotometry and electrochemiluminescence immunoassay
methods

Uric acid and creatinine levels were determined on the automated
autoanalyzer Cobas ¢601 (Roche Diagnostics, Germany) by a spectro-
photometric assay (Elecsys’). The measuring intervals were 0.2-25 and
0.17-24.9mg/dL for UA and creatinine, respectively. The coefficients
of variation were =1.6% and =3.5% for UA and creatinine, respec-
tively. The lower detection limits were 0.2 and 0.17 mg/dL for UA and
creatinine, respectively.

PIGF and sFlt-1 concentrations were measured by an electro-
chemiluminescence immunoassay (ECLIA, Elecsys ) on the automated
immunoanalyzer Cobas e601 (Roche Diagnostics, Germany). The
measuring intervals were 3-10000 and 10-85000 pg/mL for PIGF and
sFlt-1, respectively. The coefficients of variation were =4.6% and
=5.6% for PIGF and sFlt-1, respectively. The lower detection limits for
PIGF and sFlt-1 were 3 and 10 pg/ml, respectively.

Free Radical Biology and Medicine 138 (2019) 1-9

2.6. Redox status determination

The lipid peroxidation was used as an indicator of oxidative da-
mage. This process leads to the production of lipid peroxides and its
end-products malondialdehyde (MDA) and 4-hydro-
xynonenal (4-HNE) that provide a convenient rate of lipid peroxidation
[19,20]. MDA and 4-HNE content was determined using the 1-methyl-
2-phenylindole method, based on the condensation of the chromogenic
agent 1-methyl-2-phenylindole with MDA and 4-HNE [21]. Briefly, a
standard curve of MDA was prepared by hydrolysis of 1,1,3,3-tetra-
ethoxypropane. A volume of 200 pl of sample/standard were mixed in
glass tubes with 650 pl of 1-methyl-2-phenylindole (10.3 mM) diluted
in a 3:1 solution of acetonitrile to methanol. Reaction was initiated by
the addition of 150 pl methanesulfonic acid (15.4 M). Glass tubes were
shaken, incubated 40 min at 50 "C and kept on ice for 15 min. Then,
samples and standards were centrifuged at 10000 g for 5 min at 4 "C.
Finally, 200 pl of supernatant was transferred to a 96-well plate and
read at 586 nm. The results were expressed as nmol MDA+ 4-HNE/g
protein.

The TAA was determined using the ABTS (2,2’-azino-bis-(3-ethyl-
benzthiazoline-6-sulphonic acid)) cation radical (ABTS ") method [22]
modified for blood samples [23]. The ABTS cation radical were freshly
prepared by mixing 50mM ABTS, 1 mM horseradish peroxidase and
10mM H,0; in 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.5. The solution
was shaken and kept in darkness for 3—4 h at 4 °C to stabilize the ra-
dical. The determination of TAA was made by measuring the decrease
in absorbance at 730 nm induced by the addition of the sample to the
reaction medium containing the preformed and stabilized ABTS *.
Briefly, 10 pl of sample was mixed with 240 puL of ABTS ™ solution in a
96-well plate that was read in darkness at 730nm for 15min. The
difference between the initial and final value (0 and 15 min) of absor-
bance was used as index of TAA. The results obtained were transformed
into Trolox equivalents (mg Trolox/g protein) taking into an account
that the extinction coefficient of the ABTS radical at 730nm is
12947 M~ 'em™!, 1mol Trolox reacts with 2mol of ABTS'* and the
molecular weight of Trolox is 250.29 g/mol.

derivative

2.7. Statistical analysis

Statistical analyses were performed with MedCalc® 12.5.0.
Continuous and discrete variables were expressed as means and stan-
dard deviations and as numbers or percentages, respectively. Normal
distribution was evaluated using the Kolmogorov-Smirnov test. When
the data did not follow a normal distribution, the variables were ex-
pressed as median and interquartile range. For the outlier's detection,
the Generalized Extreme Studentized Deviate (ESD) was performed (a
level = 0.05). The chi-square test was used for categorical data.
Student's t and Welch tests or the Mann-Whitney test were used for
comparison between two independent groups of samples. Analysis of
variance (ANOVA) or Kruskal Wallis tests were used to compare three
or more independent groups of samples. The evolution and correlations
between parameters were calculated with serial samples data (except
BMI and days for delivery, which were calculated with the symptoms
onset data) by the Pearson or Spearman's correlation coefficients. The
receiver operating characteristic (ROC) curve analysis to diagnose E-PE
was performed to determine the optimal cut-off value for Sr, sFlt-1/
PIGF ratio, or both combined. To obtain the different points of the
latter, a multivariate linear regression analysis between Sr and the sFlt-
1/PIGF ratio was used. A p-value < 0.05 was considered statistically
significant.

2.8. Ethics
Ethics approval was obtained from the institutional review board.

The study was conducted in accordance with the World Medical
Association Declaration of Helsinki regarding ethical conduct in
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research involving human subjects. Informed consent was obtained
from the majority of participants, except in 54 patients whose blood
sample for the GDM screening was obtained in a peripheral hospital.
Since all these patients were treated later at HUCA for developing a
pregnancy pathology, the exemption of informed consent was requested
to the Ethics Committee of our institution, which was granted.

3. Results
3.1. Study population

Samples collected at the time of symptoms onset: A total of 149
patients aged from 19 to 49 years were included in this group, with a
mean age of 33.5 * 5.6 years. Appropriate BMIs were obtained from
81 participants (54%). No differences were found in maternal age or
BMI between subgroups. Clinical data are contained in Table 1.

Due to the differences observed in the mean gestational week of
extraction, two groups (early- and late-groups) were created for sta-
tistical comparisons among preeclamptic and non-preeclamptic women
(Table 2). In the early group, L-PE was classified within the group of
other pathologies, to be compared with the E-PE group. Gestational
weeks of extraction were 30.1 = 2.6 in E-PE (with or without added
IUGR) vs 28.2 + 2.7 in the rest of pathologies, p = 0.06. In the late
group, gestational week of extraction in I-PE (with or without added
IUGR) was 36.7 + 2.2 vs 37.7 = 1.8 in the rest of pathologies,
p=0.02.

The 15 patients who were serialized (number of samples = 80) had
between 2 and 10 samples each, collected from 24.4 to 39.4 gestational
weeks. The mean gestational week of extraction at symptoms onset and
before delivery were 27.4 = 2.7 and 33.18 + 3.46, respectively.

Samples collected before symptoms onset: A total of 140 patients
aged from 20 to 44 years were included in this group, with a mean age
of 335 = 4.8 years. Mean gestational week of extraction was
25.0 = 1.2 in all pregnant women. No significant differences in ma-
ternal age or gestational extraction week were found among groups
(p = 0.05). Clinical data of this group is contained in Table 3.

3.2, Serum strontium concentrations

At symptoms onset: Strontium mean levels in E-PE
(38.0 = 13.1 pg/L) were significantly higher than in other pathologies
(28.4 + 9.1 nug/L, p = 0.002) in the early group (Table 2), but this
difference was not significant in the late group (42.7 = 11.2 vs
36.8 + 15.7 ug/L, p = 0.05). Concentrations of each parameter ac-
cording to the diagnosis in the early group are contained in Table S1.
Strontium levels increased significantly throughout pregnancy in other
pathologies (r=0.54, p < 0.0001), but not in E-PE (r= 0.26,

Table 3
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p = 0.19). However, an ascending trend was observed in each in-
dividual patient (Fig. S1). The evolution of Sr levels in different
pathologies of pregnancy is represented in Fig. 2.

Before symptoms onset: There were no significant differences in Sr
levels between pregnant women who later developed E-PE
(26.9 = 5.5ug/L), other pathologies (25.5 + 6.0ug/L), and healthy
pregnancies (26.1 * 7.6 ug/L, p = 0.82) (Table 3).

Serum strontium concentrations and BME According to the BMI,
there were no differences in Sr concentrations in normal
(39.6 = 7.6 ug/L, n = 9), overweight (36.6 + 12.2pg/L,n = 23), and
obese (39.6 + 14.1pg/L, n = 49) (p = 0.64) pregnant women. There
was no correlation between Sr levels and BMI (r = —0.008, p = 0.94).

Severity: The degree of PE severity was established in 80.5% of
preeclamptic women. Preeclampsia was considered as severe in 98.9%
of the cases with E-PE vs 64.7% of cases with L-PE (p = 0.02). There
were no differences in Sr levels in the early (32.7 [30.0-44.8] vs 32.0
[23.5-39.3ng/L], p = 0.32, severe and non-severe PE, respectively)
and late groups (41.2 = 9.7 vs 41.6 = 11.2pg/L,p = 0.93, severe and
non-severe PE, respectively).

Days for delivery: Regardless of the patient's diagnosis, there was a
significant negative correlation between Sr concentration and days for
delivery in the early group (r = —0.44, p = 0.0002), resulting in the
following regression equation: y = 180.6 + —98.2 Log (x), R* = 0.19
(y = days between extraction and delivery date, x = Sr levels). When Sr
levels were =40 pug/L (n = 14), a significantly higher percentage of
women gave birth within 15 days compared to when Sr was < 40 pg/L
(n = 54), (71.4 vs 33%, p = 0.02). There was no correlation in the late
group (r = —0.21, p = 0.06).

3.3. Soluble fms-like tyrosine kinase 1 and placental growth factor ratio

The sFlt-1/PIGF ratio was significantly higher in preeclamptic
women compared to pregnant women with other pathologies in the
early (492.4 + 483.1 vs 60.5 + 95.7, p < 0.0001) and late groups
(136.6 = 137.5 vs 46.9 * 40.1, p < 0.0001).

3.4. Diagnostic value of strontium and the sFlt-1/PIGF ratio at symptoms
onset

When comparing E-PE (n = 28) with other pathologies (n = 40),
the area under the ROC curve (AUC) was 0.76, with a significance level
of p < 0.0001, obtaining a sensitivity of 78.6% and specificity of
70.7% for a Sr cut-off value of > 29.4 pg/L (Fig. 3). The AUC obtained
by using the sFlt-1 /PIGF ratio was significantly higher (0.90, p = 0.03),
with a sensitivity of 71.4% and specificity of 95.0%. When both para-
meters were combined, an AUC not significantly higher was obtained
091, p = 0.79) (Fig. 3).

Clinical characteristics and Sr concentrations (mean *+ SD) of patients whose samples were collected before symptoms onset.

Parameters and reference intervals Pregnant women who later developed:

E-PE (4 E-PE, 5E-PE&IUGR)  Other pathologies (1 E-IUGR, 8 L-IUGR, 11 L-PE, No pathology (healthy pregnant P values
m=9 2 L-PE&RIUGR, 32 GH) (n = 54) women) (n = 77)
Maternal age (years) 344 £ 45 325 = 58 342 + 39 0.11
Gestational week of extraction at time of 253 + 29 252 + 1.0 249 + 1.0 0.44
O'Sullivan test
Gestational week of delivery 32,4 + 2.0 389 + 1.7 397 + 1.3 = 0.001
Type of delivery: 1 (11%) 26 (48%) 46 (B0%) 0.0001
® Spontaneous - 16 (30%) 17 (22%)
® Instrumental 8 (89%) 12 (22%) 14 (18%)
® Cesarean
Sr levels (21.0-100 (ug/L) [52] 26.9 + 55 255 + 6.0 261 + 7.6 0.82

E-PE, early onset preeclampsia; E-PE&IUGR, early-onset preeclampsia plus intrauterine growth retardation; E-IUGR, early-onset intrauterine growth retardation, L-
IUGR, late-onset intrauterine growth retardation; L-PE, late-onset preeclampsia; L-PE&IUGR, late-onset preeclampsia plus intrauterine growth retardation; GH,

gestational hypertension. P values obtained with ANOVA test.
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Fig. 2. Evolution of 5r levels in different pathologies of pregnancy. The data used are from the current (+) and previous studies [13,18]. Last value of healthy
pregnancies corresponds to the postpartum period ( + 1 day after delivery). The circle indicates the best time to discriminate E-PE from other pathologies according

to Sr values.
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Fig. 3. Receiver operating characteristic (ROC) curve for the diagnostic of E-PE with Sr levels, sFlt-1,/PIGF ratio, and both parameters combined, when compared
with other pathologies (E— and L-IUGR, L-PE and GH), at the time of symptoms onset (gestational week of sampling =< 34).
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3.5. Uric acid concentrations

Uric acid levels were significantly higher in preeclamptic women
compared to pregnant women with other pathologies in the early
(6.0 =19 vs 3.8+ 09mg/dl, p < 0.0001) and late groups
(5.5 = 1.4 vs 4.7 = 0.9mg/dL, p = 0.004). An ascendant trend was
observed in UA levels throughout pregnancy in E-PE (r=0.39,
p = 0.04) and in other pathologies (r = 0.59, p < 0.0001).

3.6. Estimated glomerular filtration rate

Estimated glomerular filtration rate was significantly lower in PE
compared to other pathologies in the early (110.0 + 19.4 vs
1247 + 10.5, p =0.0008) and late groups (109.7 = 17.6 vs
117.4 + 13.7, p = 0.03). In E-PE, eGFR decreased significantly as the
pregnancy progressed (r = —0.56, p =0.002), but not in other
pathologies (r = —0.20, p = 0.19).

3.7. Oxidative stress status

In E-PE, TAA levels were significantly lower than in other pathol-
ogies (2.3 = 1.1 vs 6.7 = 7.3 mg Tx/g prot, p < 0.0001), and lipid
peroxidation/TAA ratio was significantly higher (70.0 + 81.1 vs
32.0 = 31.0mg Tx/g prot, respectively, p = 0.03) (Table 2). No dif-
ferences were found when the gestational week of extraction was > 34.
Levels of TAA decreased significantly throughout pregnancy in E-PE
(r=—0.45, p=0.02, Fig. S2), but not in other pathologies
(r=—0.20, p = 0.18).

3.8. Correlation between parameters

In E-PE, a positive correlation was obtained between Sr and eGFR
(r=0.43, p=0.02), being not significant in other pathologies
(r= —0.17, p = 0.27). However, an inverse relation individually could
be observed, although not statistically significant, in 12 of the 15 pa-
tients (Fig. 53).

There was a positive correlation between sFlt-1/PIGF ratio and Sr in
E-PE (r = 0.56, p=0.002, Fig. 54), but not-significant in other
pathologies (r = 0.008, p = 0.95).

A significant correlation was found between TAA and UA in E-PE
(r= —0.82, p < 0.0001, Fig. S5) and other pathologies (r = —0.79,
p < 0.0001), and between lipid peroxidation/TAA ratio and UA in E-
PE (r = 0.47, p = 0.01) and other pathologies (r = 0.32, p = 0.03).

4. Discussion

Many authors postulate that E— and L-PE are two distinct entities
[3,4], the reason why we separated these two pathologies in the study
design. To our knowledge, this is the first study describing and com-
paring Sr levels in pregnant women with PE, IUGR, and GH at the time
of symptoms onset and before. The current and previous results ob-
tained by our group [13] show that Sr levels in E-PE are significantly
higher from the time of symptoms onset to delivery compared to
healthy pregnant women or pregnancies with other pathologies (Fig. 2).
In contrast, its levels in the first trimester of pregnancy and approxi-
mately 5 weeks before the symptoms onset are not yet increased. This
fact shows that the pathophysiology of E-PE, despite starting very early
in pregnancy, alters serum Sr levels only when symptoms appear. Also,
Sr levels cannot be considered as a marker of disease severity.

Regardless of the diagnosis, Sr levels increase physiologically as
pregnancy progresses [18]. This leads to 1) a negative correlation be-
tween Sr levels and the days for delivery, being a marker of pregnancy
termination with moderate discrimination value, and 2) Sr levels
showing a better diagnostic value when analyzed at the time of symp-
toms onset than at the end of pregnancy.

In the current study, an ascending trend of Sr levels was observed in
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each individual E-PE patient, although not significant, in contrast to
previous studies [13,18]: a lower samples number and the absence of
the first trimester samples could be the reasons. Rezende et al. [12] also
found no correlation between Sr and gestational age of sampling in the
PE group, finding it however in healthy or GH pregnancies. All this
suggests that, in E-PE, the elevation of Sr does not depend so much on
the gestational week of sampling, but there seem to be other factors that
influence its elevation, such as the pathophysiology of the disease itself.

The results found for the sFlt-1/PIGF ratio are consistent with the
literature [24,25], although the mean value found in E-IUGR was above
the diagnostic exclusion cut-off point for PE. This suggests that this
ratio, by itself, does not seem to have enough discriminating power,
hence the need to look for other markers. Thus, when Sr concentrations
and the sFlt-1/PIGF ratio were combined, the diagnostic performance
did not improve significantly to that obtained with the sFlt-1/PIGF ratio
alone, but a considered gain of sensitivity was achieved (Fig. 3).

Our results for UA are consistent with those previously reported,
being significantly elevated in women with PE compared to GH
[26,27]. An elevation of UA may be the result of changes in glomerular
filtration, proximal tubule function and secretion, and xanthine oxidase
synthesis [28]. On the other hand, the strong inverse relationship found
between UA and antioxidant defense (Fig. S5) has been postulated
previously [18,29,30], suggesting that UA levels may be used as an
indicator of the underlying oxidative stress in PE.

Although the mean creatinine values (data not showed) were within
the normal reference range in all groups, eGFR were decreased in PE,
which agrees with the literature [31,32]. Preeclampsia is a multisystem
disorder that affects the renal system, where the renal plasma flow and
the glomerular ultrafiltrate decrease when compared with healthy
pregnancies [33,34]. Our data showed a direct relationship between
eGFR and Sr levels in E-PE, but an individual inverse relationship was
observed in most cases (Fig. S3). Thus, Van den Berkhof YS et al. [35]
showed an independent inverse association between eGFR and Sr levels
in diabetic kidney disease.

An altered oxidative status and a decreasing trend of TAA was found
in E-PE, which has also been previously confirmed when comparing PE
vs GH [12] and PE vs IUGR [36]. The cause for the oxidative stress is
thought to be vascular, because E-PE is associated with deficient con-
version of the spiral arteries [37]. On the other hand, it has been pro-
posed that depletion of antioxidants upon free radical generation and
elevation of circulating lipid peroxides may contribute to vascular en-
dothelial cell damage, thereby compromising cellular functions in PE
[38]. However, there is no definitive evidence of how the participation
of free radicals influences the pathogenesis of the disease, or whether
oxidative stress is the cause or the result of PE [39]. This may be due to
the lack of comparative methods and, therefore, the difficulty of com-
paring the published data to evaluate the absolute levels of oxidative
stress in vivo [40]. Although Sr has been linked to oxidative stress in
many publications [18,41,42], we were not able to demonstrate these
associations in the current study, so further research is needed.

The reasons why Srlevels are elevated in E-PE when compared with
other pathologies still need to be elucidated. Although there is evidence
of association between the BMI and some trace elements [43,44], our
results confirm that this association does not occur with Sr levels. Since
most of Sr is excreted by the kidneys and an altered renal function is
usually present in preeclamptic women [45], this could be an ex-
planation. On the other hand, 99% of the total amount of Sr in the body
is deposited in the bone [46] and PE is characterized by increased bone
turnover and resorption when compared to normal pregnancy [47,48],
so this could be another reason. This is supported by the fact that a
recent study [35] showed the association of plasma Sr concentrations
with altered bone metabolism parameters in diabetic kidney disease,
suggesting that plasmatic Sr levels are not tightly regulated and
therefore may increase in circumstances of increased bone turnover.
Finally, since Sr levels rise in different pathologies, including cancer
[49,50], it is likely that there are one or several common underlying
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processes that produce such an increase.

The main limitations of this study were, first, the small number of
patients with serial samples, which has not allowed us to confirm with
certainty the existing associations between the levels of Sr and the rest
of the parameters. Secondly, eGFR values were calculated using the
CKD-EPI equation, which is not the gold-standard method to measure
renal function during gestation [51], although commeonly used in rou-
tine clinical practice. And finally, being an observational study, we
have not been able to elucidate the physiopathological mechanisms by
which Sr and oxidative stress are involved in the disease, although the
methodology and results exposed here will be useful for researchers in
future studies.

5. Conclusion

Patients with E-PE showed higher Sr levels at the time of symptoms
onset when compared to other pathologies, but not before. This bio-
marker can be considered as a marker of pregnancy termination with
moderate discrimination value, but not of disease severity. Oxidative
status and UA were increased and eGFR was decreased in E-PE. Further
studies are needed to clarify the relation between these parameters as
well as the role of Sr in the pathophysiology of PE.
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Resultados

Table S1. Concentrations of Sr, sFlt-1/PIGF ratio, UA, eGFR, and oxidative stress

parameters at the time of symptoms onset according to the final diagnosis when

gestational week of extraction was before 34 (mean £ SD)

E-PE E-PE&IUGR E-IUGR L-IUGR L-PE GH
(n=16) (n=12) (n=12) (n=14) (n=8) (n=6)
Sr (uglL) (21.0- 38.0+15.8 38.0+8.8 27.4+6.1 28.0 % 8.1 294+99 | 31.3+162
100 pg/L) 1] n=16 n=12 n=12 n=14 n=8 n=6
SFILA/PIGE ratio 508.9 +593.3 | 470.4+303.0 | 156.8+128.6 | 10.9+13.1 | 33.9+28.7 | 19.0+33.4
(<33)"[23] n=16 n=12 n=12 n=14 n=8 n=6
Uric acid (3.1-6.3 6.1+£2.2 59+15 42413 35+0.5 40+0.8 3.8+1.1
mg/dL for 3™
trimester) [4] n=16 n=12 n=12 n=14 n=8 n=6
eGFR (CKD-EPI,
mUmin/1.73m?) 111.6 £ 17.4 107.922.3 1225+10.8 | 1259+91 | 124.1+14.8 | 126.8+9.0
rd
(117-182 for 3 n=16 n=12 n=12 n=14 n=7 n=6
trimester) [4]
i o 1279+ 182.6 +
Lipid peroxidation 98.9+ 64.5 153.3+133.3 | 150.7 £ 121.7 116.9 £ 59.7
(nmol MDA + 122.5 110.2
4HNE/g prot.) n=16 n=12 n=11 n=13 =5 n=5
TAA (mg Tx/g 2.08+0.9 26+1.3 37+12 10.2 £ 11.1 49+13 72+7.1
prot.) n=16 n=12 n=11 n=11 n=5 n=5
Lipid peroxidation/ | 73:2+99.2 65.7+51.7 39.5+25.8 229+404 | 39.8+283 | 28.0+20.3
TAA ratio n=16 n=12 n=11 n=11 n=5 n=5
E-PE, early onset preeclampsia; E-PE&IUGR, early-onset preeclampsia plus

intrauterine growth retardation; E-IUGR, early-intrauterine growth retardation, L-IUGR,

late-intrauterine growth retardation; L-PE, late-onset preeclampsia; GH, gestational

hypertension; eGFR, estimated glomerular filtration rate; CKD-EPI, Chronic Kidney

Disease Epidemiology Collaboration formula; TAA, total antioxidant activity. *Cutoff

value for exclusion of preeclampsia.
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Figure S1. Evolution of Sr levels throughout pregnancy in serial samples from each E-

PE patient.
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Figure S2. Evolution of TAA levels throughout pregnancy in

E-PE patient.
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Resultados

Figure S3. Relation between Sr levels and eGFR in serial samples from each a) E-PE

patient and b) patient with other pathologies.
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Figure S4. Relation between Sr levels and sFIt-1/PIGF ratio in serial samples from

each E-PE patient.
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Figure S5. Relation between UA and TAA (mg Tx/g prot) levels in serial samples from

each E-PE patient.
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5. Discusion

5.1 Estroncio y otros elementos traza en el embarazo sano

El estudio de la evolucion de los niveles séricos de Sr y otros elementos
traza en muestras procedentes de gestantes sanas nos permiti6 comparar su
comportamiento y determinar si existia 0 no una cinética comun entre todos
ellos, que sugiriese una alteracion inespecifica de las concentraciones de Sr.
Nuestros resultados de Cu y Se a lo largo del embarazo sano se corresponden
mayoritariamente con los reportados por otros autores (144-149). Mientras que
el Se se mantiene estable en los dos primeros trimestres de gestacion, su

concentracion disminuye de forma significativa en el 3¢" trimestre (figura 11).

260
Cu (ug/dL) | 210 S 7

Zn (ug/dL)
Se (ug/L) Sr (uglL)
25
160 S Sr

110

60 10

Semana gestacional de extraccion

Figura 11. Evolucion Cu, Se, Zn y Sr durante el embarazo sano. Datos
procedentes de gestantes sanas seriadas durante los tres trimestres de embarazo
(tabla 3, articulo 1), y representados graficamente para facilitar la discusion de este
apartado.

Por su parte, las concentraciones medias de Cu aumentan
considerablemente ya en el 2° trimestre, para mantenerse estables en el
tercero. Por el contrario, los resultados obtenidos para el Zn son diferentes a
los publicados en otros estudios (144-146, 150-152), que muestran una
tendencia descendente de este elemento a lo largo del embarazo. En nuestro
estudio se observdé un descenso en los niveles de Zn en el 2° trimestre de

gestacion para luego volver a elevarse en el 3¢ trimestre y alcanzar niveles
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similares a los del primero. Desconocemos la causa de esta diferencia, por lo
que estudios con mayor numero de muestras serian necesarios para corroborar

nuestros resultados.

Podemos constatar, tras medir los niveles de Sr sérico en distintos
momentos del embarazo, que su evolucién es claramente ascendente entre el
2° y 3¢ trimestres de embarazo, manteniéndose estable en los dos primeros
trimestres de gestacion. Esta evolucion es distinta a la del resto de elementos
traza estudiados. Aunque los niveles séricos de Cu también son ascendentes,
éstos se elevan de forma mas temprana, a diferencia de los niveles séricos de
Sr, que no se elevan hasta el 3°" trimestre. Estos datos concuerdan con los de
otro estudio en el que se midieron los niveles de Sr en embarazadas sanas
chinas durante los tres trimestres de la gestacion, encontrandose efectivamente
una elevacion de la concentracién de Sr soélo en el 3°" trimestre, mientras que
en el 1° y 2° trimestres los niveles fueron similares y significativamente
inferiores a los del tercero (144). Las razones por las que se produce esta
elevacion en las concentraciones de Sr son, a priori, desconocidas, aunque en
el trabajo citado se sugiere que los cambios metabdlicos tipicos del embarazo
podrian causar que cierta cantidad de elementos traza sea liberada al torrente

sanguineo.

5.2 Estroncio en la preeclampsia, hipertension gestacional y crecimiento

intraatero retardado

El estudio del estatus de los niveles séricos de Sr en gestantes con PE y
su comparacién con gestantes sanas, HTAG y CIR se muestra en los articulos
2y 3.

En el segundo trabajo, los niveles de Sr evaluados en gestantes con PE
o con HTAG fueron analizados en dos momentos: en la ultima muestra de
suero disponible previa al momento del parto, lo que implica que, en la mayoria
de ocasiones, los sintomas clinicos de la enfermedad estaban presentes desde
hacia dias o incluso semanas, y en las muestras disponibles del 1°" trimestre,

con el objetivo de investigar el posible valor predictivo del Sr al comienzo de la
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gestacion. Respecto a los resultados, se obtuvieron niveles de Sr superiores en
gestantes con PEP y PET frente a los encontrados en gestantes sanas y con
HTAG, en la ultima muestra disponible previa al momento del parto. Sin
embargo, las concentraciones séricas de Sr medidas en el 1°" trimestre en
gestantes sanas, o que luego desarrollarian HTAG, resultaron no ser diferentes
a las halladas en gestantes que luego desarrollarian PE, descartando de esta
forma una elevacion precoz de este elemento. El estudio de Rezende et al
(139) también mostré concentraciones plasmaticas de Sr mas altas en
pacientes con PE al compararlas con gestantes sanas, entre las semanas
gestacionales 27-39. Por tanto, nuestros resultados y los de este autor
coinciden en una elevacion significativa en mujeres que desarrollan la
enfermedad, frente a las que no la padecen, aunque nosotros encontramos
esta diferencia significativa también cuando incluimos gestantes con HTAG.
Dicho autor especula que, durante la PE, puede tener lugar una mayor
remodelacion 6sea y aumentar asi los niveles de Sr en lugar de los de Ca,
sugiriendo que el Sr podria tener una participacion en la fisiopatologia de la PE.
Nuestros resultados acerca de las concentraciones séricas del 1€ trimestre
indican que esta elevacion, ademas, no se produce hasta que la enfermedad
esta mas avanzada o, al menos, instaurada. Con la hipotesis de una posible
elevacion de los niveles séricos de Sr en el momento de aparicion de los
sintomas de la PE, o incluso unas semanas antes, en el 2° trimestre de

gestacion, se llevo a cabo el tercer trabajo.

Asi, en la ultima publicacion que forma parte de esta tesis, se evaluaron
las concentraciones séricas de Sr en el momento en que la gestante
desarrollaba los primeros sintomas clinicos sugerentes de PE, comparandose
gestantes diagnosticadas de PE frente a gestantes diagnosticadas de CIR o
HTAG y agrupandose la poblacion de estudio en funcién de la semana
gestacional de extraccién: antes (“grupo precoz”) o después de la semana 34
(“grupo tardio”). También se evaluaron en las muestras disponibles unas
semanas antes, correspondientes al programa de cribado de la diabetes
gestacional del 2° trimestre (semana gestacional 25 aproximadamente). En
este periodo, tal y como vimos en el articulo 1, las concentraciones de Sr en
gestaciones sanas permanecian aun invariables respecto al 1" trimestre, por lo
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que, en el caso de existir una elevacién en este periodo en gestantes que
posteriormente desarrollarian PE, podria suponer el mejor momento para
identificarlas, dado que mas adelante, en el 3¢ trimestre de gestacién, las
gestantes sanas ya experimentaban elevacion de sus concentraciones séricas
de Sr, pudiendo existir un solapamiento entre ambos grupos. El cribado de la
diabetes gestacional en este momento supuso asi una oportunidad de
captacion de pacientes, puesto que, ademas, no implicaba para la gestante
ninguna extraccidon de muestra adicional. Sin embargo, esta captaciéon fue
limitada debido a que no todas las gestantes que desarrollaron PE/CIR/HTAG
posteriormente, realizaron este cribado en el HUCA, por lo que no pudieron
recuperarse todas las muestras correspondientes a este periodo en la
poblacion de estudio. Los resultados a este respecto no fueron los esperados:
antes del inicio de los sintomas las concentraciones de Sr en gestantes que
mas tarde desarrollarian PE no difirieron de aquellas que desarrollarian CIR o
HTAG (figura 12).

- ™

40+

—¥—Mujeres no embarazadas (1)
35+ --#-- Gestantes sanas (1,3)

e —¥— Gestantes con HTAG (2,3)
—a+— Gestantes con CIRP (3)
—ae— Gestantes con CIRT (3)
—— Gestantes con PET (2,3)

—m— Gestantes con PEP (2,3)

Sr (Hg/L)

254

20— H ¢t T T T T T T T T T
0 1022 24 26 28 30 32 34 36 38 40

\ Semana gestacional de extraccion /

Figura 12. Niveles de Sr en mujeres no embarazadas y a lo largo del embarazo en
gestantes sanas y gestantes con distintas patologias. Marcados con 6valos semi-
punteados, las concentraciones séricas de Sr medidas en distintos momentos, articulo
3. Ovalo azul, concentraciones encontradas en el 2° trimestre, durante el control para
la diabetes gestacional; Ovalo negro, concentraciones halladas al inicio de los
sintomas en el grupo precoz (semana gestacional de extraccion <34), el mejor
momento en el que el Sr diferenciaria una gestaciéon con PEP de una gestacién con
ofra patologia o sana; Ovalo naranja, concentraciones halladas al inicio de los
sintomas en el grupo tardio (semana gestacional de extracciéon 234). El dltimo punto
verde en gestantes sanas corresponde a las concentraciones encontradas en el grupo
posparto del primer trabajo (muestras extraidas aprox. 1 dia tras el parto). Los
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numeros entre paréntesis (1)(2)(3) indican los articulos 1, 2 6 3 de donde se han
extraido los datos. Esta figura corresponde a la figura 2 del articulo 3, y se incluye en
este apartado para facilitar la discusion.

Sin embargo, si existié diferencia en las concentraciones de Sr cuando
se evaluaron al inicio de los sintomas, donde se observaron niveles
incrementados en gestantes con PE al compararlos con los encontrados en
HTAG y CIR, aunque de forma significativa sélo en el caso de gestantes con
PEP (grupo precoz). Esto es debido a que las gestantes con otras patologias,
antes de la semana 34, aun no manifiestan niveles pronunciadamente elevados
de Sr, mientras que, después de la semana 34, si, tal y como puede
observarse en la figura 12. De hecho, es llamativa la elevacion de los niveles
de Sr en el CIRT cuando el inicio de los sintomas es después de la semana 34,

ligeramente superiores incluso a los hallados en la PET.

Estos resultados sugieren que los niveles séricos de Sr se alteran solo
cuando aparecen los primeros sintomas de la PEP y no antes, al comienzo del
desarrollo de la fisiopatologia de la enfermedad. Ello, junto a la cinética
observada en las gestaciones seriadas, tanto de embarazadas sanas como con
patologia, muestra una tendencia ascendente en los niveles de Sr de forma
general, pero el momento y la intensidad del incremento es distinto segun sea
un embarazo sano, un embarazo con PE o un embarazo con otras patologias.
Por lo tanto, la semana gestacional de medicion de los niveles de Sr determina
la magnitud de la diferencia encontrada entre PE y otras patologias. El CIRP,
tal y como puede verse en la tabla S1 del tercer trabajo, y en la figura 12,
mostro al inicio de los sintomas niveles de Sr muy inferiores a los encontrados
en la PEP. A pesar de que la semana gestacional de medicion era muy similar
entre una y otra patologia, no fue exactamente la misma, pudiendo esto influir
en los datos, pero la diferencia entre la semana gestacional de extraccion en la
PEP vy el resto de patologias resultd ser no significativa (tabla 2, articulo 3).
Podria establecerse un orden en cuanto a intensidad de la elevacion de los
niveles de Sr en las distintas patologias, al inicio de los sintomas y en el grupo
precoz, de la forma: PEP> HTAG> PET> CIRT>CIRP.
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Las concentraciones séricas de Sr no son significativamente diferentes
al inicio del embarazo cuando se compara PE versus gestantes sanas/HTAG
(articulo 2), ni en el 2° trimestre, antes del inicio de los sintomas, cuando se
compara PE versus CIR/HTAG (articulo 3). Ademas, tampoco son distintas
cuando se compara el grupo PET con CIR/HTAG, al inicio de los sintomas, tras
la semana gestacional 34, ya que se analizan aproximadamente unas 7
semanas mas tarde que en el grupo precoz, y esta demora en el tiempo hace
que las concentraciones de Sr en gestantes con otras patologias se lleguen a
elevar lo suficiente como para hacer que no existan diferencias con la PET. Lo
distinto rendimiento

mencionado anteriormente explicaria, por tanto, el

diagnostico del Sr segun el momento evaluado: el Sr es mejor marcador de

PEP que de PET cuando, ademas, es medido al comienzo de los sintomas y

comparado con otras patologias (tabla 8).

Al inicio de los
. . ) sintomas
Al final de la gestacion (articulo 2) (articulo 3)
Grupos PEP vs. PEP vs. PET vs. PEP vs.
comparados C2T+C3T C2T+GH C3T+GH CIR/HTAG/PET
Semana 31.1[28.9- 31.1[28.9- 37.3 [35.9-
gestacional de | 32.6]vs.36.1 | 32.6]vs.30.9 | 38.8]vs.36.8 | 30.1+2.6vs. 2881+
extraccion [25.1-36.7], [25.0-37 4], [36.3-38.4], 2.7, p>0.05
p>0.05 p>0.05 p>0.05
AUC 0.74 0.70 0.71 0.76
p-valor <0.0001 0.0002 0.0001 <0.0001
95% I.C. 0.66 — 0.81 0.61-0.77 0.63-0.77 0.65 -0.86
Error estandar 0.05 0.05 0.04 0.06
Punto de corte >31.3 >33.4 >36.1 >29.4
(HglL)
Sensibilidad (%) 74.4 69.2 71.6 78.6
Especificidad (%) 65.4 61.7 63.3 70.7

Tabla 8. Datos de rendimiento diagnéstico al utilizar las concentraciones de Sr
como biomarcador de PE, al final de la gestacion o al inicio de los sintomas
(articulos 2 y 3, respectivamente). Notese los distintos puntos de corte establecidos
y los grupos comparados, observandose mejor sensibilidad y especificidad al
comparar PEP vs otras patologias al inicio de los sinftomas. AUC, area bajo la curva;
I.C., intervalo de confianza. Las AUC encontradas en cada caso no difieren
significativamente entre si.
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Cuanto antes se determine, mayor sera la diferencia de niveles entre los
grupos, pudiendo identificar con mejor rendimiento diagndstico a las gestantes
con PEP. Por ello, los datos de rendimiento diagndstico observados al inicio de
los sintomas son mejores, aunque no significativamente, que los observados al
final de la gestacion, tanto en sensibilidad, especificidad, como area bajo la
curva (AUC).

Todo esto podria explicar, asi mismo, la correlacién negativa encontrada
en las gestantes del grupo precoz entre los niveles de Sr y los dias
transcurridos entre la extraccion de la muestra de suero y la necesidad de
inducir el parto como consecuencia de la enfermedad, mostrando un discreto
valor de discriminacion de necesidad de finalizacion del embarazo,
independientemente de la patologia. Seria necesario realizar nuevos estudios
para determinar cual es el valor prondstico del Sr respecto al desenlace del
embarazo en gestaciones que aun no han superado la semana gestacional 34,
como se esta haciendo actualmente con otros marcadores complementarios a
la relacion sFlt-1/PIGF (4). Por otro lado, se traté de determinar si las
concentraciones de Sr podian estar relacionadas con la existencia o no de
severidad en la PE, pero las concentraciones séricas de Sr no difirieron entre
gestantes con y sin caracteristicas severas, ni en el grupo precoz ni en el

tardio, no pudiendo considerar a este elemento como marcador de severidad.

Para tratar de dilucidar las posibles causas de la elevacion del Sr en la
PE, en los tres articulos que forman parte de esta tesis se evaluaron y
compararon los resultados de varios parametros bioquimicos que han sido
relacionados con la fisiopatologia de la PE, como el Ca, el acido urico, el estrés
oxidativo, la funcién cardioventricular (NT-proBNP), el estado angiogénico (sFlt-
1, PIGF) y la funcién renal (TFGe).

5.3 Estroncio, calcio y metabolismo 6seo

Los niveles séricos del Ca fueron evaluados en gestantes sanas (articulo
1) y gestantes con PE y con HTAG (articulo 2).
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En el primer trabajo encontramos una evolucién descendente de los
niveles de este elemento segun avanzaba la gestacion, y en el segundo
trabajo, la concentracién de Ca en las pacientes con PEP resultaron estar
disminuidos, aunque dentro de la normalidad, respecto a las gestantes sanas,
lo cual concuerda con los resultados obtenidos en varios estudios que han
demostrado que las gestantes con PE presentan niveles disminuidos de Ca
plasmatico y urinario (153-155). Se ha sugerido que la adaptacién necesaria en
los mecanismos homeostaticos del Ca durante el embarazo es deficiente en la
PE, contribuyendo asi a la disfuncion del musculo liso vascular, la disfuncién

endotelial y la severa constriccion encontradas en esta patologia (156).

Debido a la analogia quimica y fisica existente entre el Ca y el Sr, estos
dos elementos se intercambian facilmente en diversos tejidos bioldgicos,
incluida la red de hidroxiapatita del hueso (157, 158). Existe evidencia de que,
en sujetos con funcion renal normal, una dieta alta en Sr va acompafnada de
una mayor presencia de este elemento en el mineral éseo (159). El Sr no esta
firmemente unido a la red cristalina del hueso, por lo que es reemplazado
facilmente por Ca una vez que deja de ser suplementado (159). Esto hecho
podria implicar algun tipo de relaciéon entre ambos elementos. Asi, una
correlacién positiva entre Ca y Sr podria deberse a una sensibilizacion o
retroalimentacion positiva de sus trasportadores y/o receptores, mientras que
una relacion negativa, podria deberse a la sustitucion de un elemento por el
otro. Para averiguar si la evolucion observada en las concentraciones de Sr era
consecuencia de cambios en las concentraciones de Ca, estudiamos la posible
relacion entre ambos elementos, sin encontrar correlacién alguna en gestantes
sanas (articulo 1), ni en gestantes con PE (articulo 2), aunque una correlacion
deébil y negativa se encontro al evaluar conjuntamente a las gestantes con PE y
HTAG del segundo trabajo. Las concentraciones de Ca sérico en el cuerpo
humano son mucho mayores que las concentraciones de Sr (relacién de
aproximadamente 30000:1), por lo que una pequefia disminucion porcentual en
los niveles séricos de Ca supondria, en el caso de existir sustitucion de un
elemento por el otro, un gran aumento porcentual en las concentraciones

séricas de Sr. Sin embargo, los resultados no concluyentes no permitieron
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clarificar la existencia o no de una asociacidon entre ambos elementos, siendo

necesarios mas estudios para poder confirmar dicha relacién.

Respecto al metabolismo 6seo durante el embarazo, existe un aumento
del remodelado 6seo para satisfacer la demanda de Ca por parte del feto,
existiendo una gran transferencia neta de minerales de la madre al feto a través
de la placenta, lo cual requiere una notable adaptacion fisioldégica (160). Lo
que se observa en el embarazo sano es un aumento de los marcadores de
resorcibn O6sea en el 1° trimestre, seguido de marcadores elevados de
formacion de hueso en el tramo final de la gestacion (161, 162). Se ha
demostrado un metabolismo 6seo materno alterado en embarazos complicados
por PE (sin diferenciar PEP de PET) y HTAG, en comparacién con embarazos
normales, que conduce a una reducciéon adicional de la densidad mineral 6sea
(163, 164). La resorcion 6sea aumenta significativamente durante el embarazo
en las mujeres que desarrollan PE, en comparacién con las que siguen siendo
normotensas, mientras que la formacion de hueso es equiparable en ambos
grupos (165). Esta resorcion ésea aumentada podria, por tanto, suponer una
mayor liberacion de Sr desde el tejido 6seo al torrente sanguineo, algo que ya
ha sido sugerido previamente por otros autores (139, 166). En el caso de los
niveles sanguineos del Ca, éstos no aumentarian debido a los mecanismos
homeostaticos encargados de mantener las concentraciones sanguineas de
este elemento estrictamente constantes (167), mientras que los niveles
sanguineos de Sr no estarian bien regulados y, por lo tanto, podrian aumentar

en circunstancias de aumento del recambio éseo (168, 169).

Respecto al CIR, varios estudios han evidenciado una ausencia de
remodelado Oseo alterado en mujeres con fetos afectados por esta patologia
(170, 171).

En situaciones ajenas al embarazo donde también existe un
metabolismo 6seo alterado, como en la enfermedad renal diabética (166), se
ha descrito una asociacion de la concentracion plasmatica de Sr con
parametros del metabolismo 6seo alterado, o en la osteoporosis desarrollada
en algunos tipos de cancer (172, 173), donde se encontraron niveles

sanguineos incrementados de Sr en pacientes con cancer de pulmon, estando
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este elemento relacionado con el estadio de la enfermedad y el desarrollo de
osteoporosis. Sugieren un metabolismo 6seo alterado como la razon de la

elevacion del Sr en estos pacientes.

5.4 Estroncio, acido urico y estrés oxidativo

El 4cido urico y el estrés oxidativo se evaluaron en los tres trabajos que
componen esta tesis. Los niveles aumentados de estos parametros
encontrados en gestantes con PE son acordes a los descritos en la literatura.
Asi, la hiperuricemia es un hallazgo caracteristico en la PE (50), y se han
encontrado niveles de acido urico elevados en mujeres con PE comparado con
gestantes con HTAG (174, 175). El acido urico actua como un antioxidante
fisiolégico, ya que es un depurador de diferentes radicales libres y quelante de
iones metalicos en transicion (176). La lesion isquémica y el estrés oxidativo
promueven un circulo vicioso en la produccion de acido urico, ya que su
funcién antioxidante da como resultado la formacioén del radical urato (177), el
cual persiste y puede potencialmente modificar oxidativamente las proteinas
placentarias y los lipidos (178). Ya mencionamos, por otro lado, la existencia de
un estado oxidativo alterado en la PE (6, 91, 112), desempefiando también un

papel importante en el CIR (179, 180), pero de manera mas leve (73).

Los resultados del primer y segundo trabajos son muy sugerentes de la
existencia de una relacidon entre Sr, acido urico y estrés oxidativo. En ambos
trabajos se observa que el Sr y el acido urico se relacionan de forma inversa
con la defensa antioxidante, y de forma directa con la relacion peroxidacion
lipidica/defensa antioxidante. Al estudiar esta relacion en el tercer trabajo,
aunque si encontramos de nuevo la misma asociacion entre los niveles de
acido urico y estrés oxidativo en las muestras de gestantes con PEP (figura S5,
articulo 3), ésta no fue significativa entre el Sry el acido urico, ni entre el Sry el
estrés oxidativo. Las razones para ello pueden ser los distintos grupos de
pacientes evaluadas, el tamafo muestral, asi como el periodo gestacional
evaluado. Mientras que, en el primer trabajo, las muestras correspondian a 20
gestantes sanas en los tres trimestres, en el segundo trabajo correspondieron a

gestantes con PE seriadas desde el 1¢ trimestre hasta el parto en el caso del
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acido urico, y en muestras independientes de distintos grupos, en el caso del
estrés oxidativo. En el ultimo trabajo, las asociaciones en ambos casos se
evaluaron en 5 gestantes con PEP y 9 con otras patologias, desde el inicio de
los sintomas hasta el parto. Estas diferencias suponen una limitacion
importante, y por la cual no hemos podido determinar de forma concluyente
una relacion entre Sr, acido urico y estrés oxidativo en el desarrollo de esta

tesis.

A pesar de lo mencionado, las correlaciones altamente significativas
encontradas en los primeros trabajos entre los tres parametros (figura 2,
articulo 1; figura S2, articulo 2), podrian sugerir, de forma muy prudente, que el
Sr podria estar implicado en el estatus oxidativo. A este respecto, varios
estudios experimentales en los que se ha utilizado el Sr elemental o el Sr en
forma de ranelato de Sr sugieren una mejora del estatus oxidativo en presencia
de este elemento. Asi, en uno de estos estudios (181) se investigo el efecto del
ranelato de Sr en el estrés oxidativo y en la defensa antioxidante en ratas
hembra ovariectomizadas. Los niveles de MDA, SOD, GPx y CAT se
determinaron en higado y riidn, encontrandose concentraciones de MDA
disminuidas y actividades de GPx y CAT elevadas en el grupo tratado con
ranelato de Sr, en ambos 6rganos, comparados con el grupo sin tratar (figura
13). En este estudio se sugiere que el tratamiento con Sr podria tener un efecto
depurador sobre la peroxidacién lipidica causada por la ovariectomia,
estimulando la actividad de CAT y GPx, concluyendo que el Sr tiene un efecto
preventivo de dano celular en el tratamiento de la osteoporosis

postmenopausica.
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Figura 13. Resultados mas relevantes de las concentraciones de MDA, CAT y
GPx en higado (A) y rinén (B) de ratas tras ser ovariectomizadas. Control, ratas
operadas de forma simulada, con solucién salina administrada; OVX, ratas
ovariectomizadas; OVX+Sr, ratas ovariectomizadas con tratamiento de ranelato de Sr
desde la operacion hasta el sacrificio, 4 meses después. MDA, malondialdehido; CAT,
catalasa; GPx, glutation peroxidasa. Concentraciones representadas como medianas e
intervalos de confianza del 95%. Modificado de Yalin et al (181).

Lu Sy col. (182), estudiaron la relacion de varios elementos traza con el
estrés oxidativo en el ADN por medio de la medicion de 8-OHdG en 53
estudiantes de China, observandose una correlacion altamente significativa
entre el Sr y el 8-OHdG (r=0.43, p=0.001). El estudio de Jiang y col. (183)
demostré que el Sr prevenia la lipogénesis hepatica por medio del alivio del
estrés del reticulo endoplasmico, sugiriendo que este elemento podria ser
utilizado como terapia para la prevencion y el tratamiento del higado graso no
alcohdlico. Por ultimo, Bail Y y col. (184) sugieren un papel protector del Sr
frente al dafo cromosomico causado por la exposicion a los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, al mejorar la capacidad de reparacion del ADN celular.
En el proceso de carcinogénesis quimica, es posible que los hidrocarburos

aromaticos policiclicos produzcan ERO que aumentan la carga del estrés
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oxidativo (185), por lo que niveles elevados de Sr podrian contrarrestar las

acciones de estas ERO y reducir asi el estrés oxidativo.

Nuestros resultados, junto con lo previamente mencionado, sugieren que
los niveles de Sr podrian elevarse ante la existencia de un estado oxidativo
alterado, por lo que este elemento estaria ejerciendo una accion similar a la del
acido urico en el contexto de “aliviar”’ el estrés oxidativo que aparece en la PE,

aunque finalmente el balance entre dano y defensa sea desfavorable en la PE.

5.5 Estroncio, NT-proBNP y funcion cardiovascular

Los niveles de NT-proBNP se evaluaron en gestantes sanas, con PE y
HTAG en el segundo trabajo, en la muestra disponible mas cercana al parto
(tabla 2, articulo 2), asi como en las muestras disponibles correspondientes al
1¢" trimestre (tabla S2, articulo 2). Mientras que no se encontraron diferencias al
comienzo de la gestacion entre aquellas gestantes que luego desarrollarian PE
frente a las que no, estando los valores de NT-proBNP dentro del intervalo de
referencia (186), los niveles en las gestantes con PE, tanto PEP como PET,
resultaron ser superiores frente a los encontrados en gestantes sanas y con
HTAG en la muestra mas cercana al parto. Esto concuerda con otros trabajos,
donde se han encontrado niveles superiores de este péptido en gestantes con
PE frente a gestantes normotensas (53), asi como frente a gestantes con

hipertension cronica (54).

El NT-proBNP es uno de los fragmentos secretados principalmente por
el ventriculo cardiaco, debido al estrés hemodinamico en respuesta al
estiramiento del miocardio inducido por la carga de volumen y activado tras una
sobrecarga ventricular (187). La funcién fisiologica del péptido natriurético es
aliviar esta carga de trabajo, aumentando la natriuresis, la diuresis, la
permeabilidad capilar y relajando la vasculatura periférica (188). Su
concentracion en suero correlaciona con el pronostico de la insuficiencia
ventricular, siendo utilizado en la practica clinica para evaluar las disfunciones
ventriculares y para el diagnéstico de la insuficiencia cardiaca. La PE se

considera una enfermedad vascular especifica, en la que la disfuncién
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endotelial puede ser el factor crucial en su patogénesis (189). Las alteraciones
vasculares (disminucion del gasto cardiaco, incremento de la presion arterial,
reduccion del volumen plasmatico, aumento de la resistencia vascular y
vasoconstriccion generalizada) que acontecen en la PE suponen un estrés a
nivel cardiaco (52). Existen varios estudios (53, 54) que correlacionan el NT-
proBNP con el desarrollo, precocidad y gravedad de la PE, siendo reflejo de la
disfuncion diastdlica del ventriculo izquierdo que tiene lugar en la PE. Ademas,
se ha evidenciado que su determinacién mejora la prediccién a corto plazo de
necesidad de finalizacion del embarazo debido a PE, en comparacién con la

relacion sFit-1/PIGF sola, cuando esta es >38 (4).

El PRAC revis6 los datos de acontecimientos tromboembdlicos vy
cardiacos procedentes de los ensayos clinicos en pacientes con osteoporosis
(3.803 pacientes tratados con ranelato de Sr y 3.769 con placebo,
correspondientes a 11.270 y 11.250 pacientes/afio respectivamente) (127),
concluyendo que, en comparacién con placebo, existia un incremento de 4
casos de acontecimientos cardiacos graves por cada 1000 pacientes tratados
durante un afo, y de estos casos adicionales, el 50% serian de infarto de
miocardio. Se encontré un incremento similar para el tromboembolismo, con 4
casos adicionales por cada 1.000 pacientes/afio en pacientes tratados con
ranelato de Sr en comparacién con los pacientes que recibieron placebo. Por
ello, en 2014 recomendo la suspension de su comercializacion. Este hecho nos
hizo pensar en un plausible nexo entre el Sr y la enfermedad cardiovascular
observada en las gestantes con PE, pero debido a la débil correlacion entre los
niveles de NT-proBNP y Sr observada en la poblacién de estudio en general, y
nula en las gestantes con PE, no pudimos establecer relacion alguna entre
ambos parametros. Hasta la fecha, no existen investigaciones que hayan
estudiado los posibles mecanismos implicados en la incidencia de eventos
cardiovasculares en pacientes tratados con Sr. En un estudio publicado en el
2004 (122) se valoraron las concentraciones de Sr sérico en 1385 mujeres
postmenopausicas con osteoporosis antes de iniciar el tratamiento con el
ranelato de Sr (2g/dia) y 3 meses después, encontrando unas concentraciones
medias de 26.31 y 10342 ug/L respectivamente. Aunque los valores pre-

tratamiento concuerdan con los valores encontrados en nuestras pacientes no
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embarazadas y al inicio de la gestacion, los valores post-tratamiento son muy
superiores a los valores alcanzados en las mujeres con PE, por lo que es
improbable que los niveles de Sr observados en mujeres con PE tengan alguna
relacion con la funcién cardiovascular alterada observada en estas gestantes.

Aunque si existen evidencias de que el CIR supone un factor de riesgo para
desarrollar en la vida posnatal multiples desordenes, entre ellos enfermedades
vasculares (190), apenas existen estudios que evaluen la funcion
cardioventricular en las gestantes que desarrollan CIR. lacovidou N y col. (191)
encontraron niveles plasmaticos de NT-proBNP en gestantes que desarrollaron
CIR similares a los hallados en gestantes sanas, y las revisiones realizadas por
Sharma D y col sobre esta patologia (10, 70) no mencionan la existencia de
una funcion cardioventricular alterada en las gestantes que desarrollan dicha

enfermedad.

5.6 Estroncio, relacion sFIit-1/PIGF y estado angiogénico

Los factores angiogénicos fueron evaluados en el segundo y tercer
trabajo, donde los resultados significativamente mas elevados del cociente sFlit-
1/PIGF en gestantes con PE concuerdan con la literatura (192, 193). Al evaluar
la relacion entre este parametro y las concentraciones séricas de Sr,
encontramos resultados no concluyentes. Mientras en el segundo trabajo no se
constaté relacion alguna, en el tercero se observé una relacién directa y
significativa en gestantes con PEP, no asi en gestantes con otras patologias.
Los analisis de correlacidon en ambos trabajos se aplicaron en distintos grupos
de estudio y en distinto momento gestacional, pudiendo ser ésta una causa que
contribuyé a las diferencias observadas. En el segundo articulo, la correlacion
se evaludé en gestantes con PEP, PET y HTAG, sin diferenciar entre unas y
otras pacientes, y en un momento puntual, en la muestra disponible mas
cercana al parto. En el tercer trabajo, sin embargo, la relacion se evalué en las
muestras de las gestantes seriadas desde el inicio de los sintomas hasta el
parto, y en dos grupos por separado: gestantes con PEP y gestantes con otras

patologias.
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El hecho de que en el tercer trabajo exista una correlacion positiva tan
significativa entre el Sr y la relacion sFlt-1/PIGF en gestantes con PEP (figura
S4, articulo 3), y teniendo en cuenta que sFlt-1 es un factor anti-angiogénico,
puede sugerirse un nexo entre el Sr y un estado anti-angiogénico. Asi, el
estudio de Rezende et al (139) encontré también una correlacion positiva entre
las concentraciones plasmaticas de Sr y la sEng, proteina anti-angiogénica, en
gestantes con PE, HTAG y sanas, (revisar figura 10, apartado 1.3.4 para mas
detalles). No encontraron, por el contrario, correlacion entre esta proteina y el
resto de elementos traza estudiados (Zn, magnesio, Co, Cu y Se). En la figura
7 (revisar apartado 1.1.4.1 para mas detalles) podemos observar que el estado
anti-angiogénico ya es patente en la semana 23 de gestacion en embarazadas
con disfuncion placentaria. Por otro lado, la sEng también esta
significativamente elevada en la semana gestacional 17-20 en gestantes con
PEP, al comparar sus niveles con los hallados en gestantes normotensas
(194). Sin embargo, en este periodo, las concentraciones de Sr en gestantes
con PEP no son distintas a las gestantes sanas o con otras patologias (figura
12, discusion), por lo que podria decirse que el estado anti-angiogénico es
previo a la elevacion de las concentraciones en suero del Sr, pudiendo
sugerirse una pequefia dependencia de dichas concentraciones en funcién del
ambiente angiogénico. Dado que un estado anti-angiogénico no es especifico
de la PE, como ya se ha comentado previamente, sino comun en patologias
con disfuncion placentaria, como el CIR, la elevacion de las concentraciones de
Sr tampoco seria especifica de la PE. Esto podria explicar por qué, aunque las
concentraciones de Sr son significativamente mas elevadas en gestantes con
PEP frente a CIR/HTAG al inicio de los sintomas, al combinarlas con la relacién
sFIt-1/PIGF para el diagndstico de PEP, no se obtiene una mejora significativa
de la AUC (figura 3, articulo 3), por lo que la implementacion del Sr para
diagnosticar la PEP no ayudaria a reducir la tasa de resultados falsos positivos

encontrada al utilizar la relacion sFit-1/PIGF sola.

Por otro lado, la curva ROC calculada para la relacion sFlt-1/PIGF en el
tercer trabajo, muestra el punto de corte especifico (194.25) con el que se
obtendria la mejor sensibilidad y especificidad para diagnosticar PEP versus

otras patologias, siendo estos resultados distintos a los encontrados en otros
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estudios, bien porque el enfoque se centrd en lograr una alta sensibilidad o una
alta especificidad, o bien porque se enfrentaron gestantes con PE frente a
gestantes sanas (193). Por ello, los puntos de corte de la relacién sFlt-1/PIGF
establecidos y utilizados para diagnosticar PEP en la practica clinica son

distintos a los obtenidos en nuestra curva ROC.

Respecto al papel que podria tener el Sr en la angiogénesis, varios
estudios experimentales han sefialado al Sr como potenciador de la
angiogénesis, incrementando la expresién de VEGF y del factor de crecimiento
de fibroblastos 2 (195-197), modulando fenotipos de macrofagos (198) o
promoviendo en los osteoblastos la secrecion de citoquinas vasculares (199,
200). Por tanto, podria sugerirse que las concentraciones elevadas del Sr
tendrian un efecto de retroalimentacién negativa sobre el estado anti-
angiogénico existente en las enfermedades con disfuncién placentaria, aunque

no el suficiente como para contrarrestar sus efectos.

5.7 Estroncio, tasa de funcion glomerular estimada y funcion renal

Los valores de la TFGe significativamente disminuidos en gestantes con
PEP y PET obtenidos en el tercer trabajo concuerdan con la bibliografia (201,
202). En el embarazo normal, la TFG y el flujo de plasma renal aumentan entre
un 40% y un 60% durante el 1¢" trimestre (203, 204), lo que provoca una caida
en los marcadores séricos de la depuracion renal, como la creatinina y acido
urico (205). En la PE, tanto la TFG como el flujo de plasma renal disminuyen
entre un 30% y un 40% en comparaciéon con un embarazo normal en el mismo
periodo de gestacion (201, 202), a pesar de que la creatinina a menudo
permanece en el rango normal de mujeres no embarazadas (205), tal y como

ocurre en nuestra poblacién de estudio (datos no incluidos en los resultados).

Respecto a la correlacion positiva encontrada entre Sr y TFGe en
gestantes con PEP (figura S3a, articulo 3), esta ha de ser interpretada con
precaucion. Si se observan los resultados expuestos en la figura 14, puede
observarse que, aunque de manera general existe una relacion directa entre

ambos parametros (r=0.56, p=0.02, circulo semi-punteado negro), al observar
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cada paciente de forma individual (circulos coloreados), se intuye una relacion

inversa.
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Figura 14. Correlaciéon entre las concentraciones de Sr y la tasa de filtrado
glomerular estimada (TFGe) en gestantes con PEP. E| circulo semi-punteado negro
corresponde a la relacion directa encontrada entre ambos parametros al evaluar la
correlacién en todas las muestras. Los circulos coloreados engloban las muestras de
cada paciente. Los puntos del mismo color corresponden a resultados de la misma
paciente, seriada desde el inicio de los sintomas hasta el parto. Datos extraidos del
articulo 3 (figura S3a), incluidos en este apartado para facilitar la discusion.

Esto podria explicarse por la existencia de una relacion inversa cuando
se valora de forma intraindividual, pero directa cuando se evalla
interindividualmente. A este respecto, un estudio mostré la existencia de una
relacion directa significativa entre valores plasmaticos de Sr y proteinuria en
gestantes con PE (139) y, en un contexto ajeno al embarazo, en pacientes con
enfermedad renal cronica progresiva (166), se demostro la existencia de una
asociacion negativa independiente entre los niveles séricos de Sr y la TFGe,
asi como un aumento en la concentracion plasmatica y una disminucion en la
excrecion urinaria de Sr conforme avanza la enfermedad. Por ultimo, en otro
trabajo reciente (206) en el que los sujetos con una TFGe alterada (definida
como <60 ml/min/1.73m?) fueron divididos en funcién de sus concentraciones

plasmaticas y urinarias de distintos elementos traza, se encontré un mayor

106



Discusion

porcentaje de participantes en el cuartil 4 de los valores plasmaticos y en el
cuartil 1 de los valores urinarios de Sr, mostrando una relacion inversa entre la

funcién renal y las concentraciones de este elemento.

5.8 Futuros estudios necesarios para entender la posible relacion entre
los niveles séricos de estroncio y la preeclampsia

Es dificil identificar una unica causa como la responsable de la elevacion
de las concentraciones del Sr, tanto en gestaciones sanas en el 3¢ trimestre,
como en gestaciones con PE u otras patologias. Tras analizar e interpretar los
resultados obtenidos en nuestros trabajos y revisar la literatura al respecto, la
elevacion de las concentraciones de Sr podria responder mas a un compendio
de situaciones alteradas que, de forma orquestada, convergen segun la
enfermedad que se esté desarrollando, que a un unico hecho aislado.

Observando los resultados de la tabla S1 del tercer trabajo, la PEP
muestra ya al inicio de los sintomas varios parametros alterados, que podrian
ser reflejo de distintas situaciones afectadas, y en las que hemos encontrado
posibles indicios de la existencia de un vinculo con las concentraciones de Sr
tanto en nuestros resultados como en la literatura: una funcién renal
disminuida, un estrés oxidativo incrementado y un desbalance a favor de un
ambiente anti-angiogénico. La bibliografia sugiere, ademas, la existencia de un
nexo entre el metabolismo 6seo alterado y las concentraciones de Sr. Sin
embargo, la PET, el CIRP, el CIRT y la HTAG no muestran al inicio de los
sintomas ninguna de estas situaciones o, al menos, no con tanta gravedad

como para detectarse mediante los parametros evaluados.

La realizacion de estudios futuros seria necesaria para poder confirmar
la existencia o no de un vinculo entre el Sr y las distintas situaciones alteradas,
y poder establecer posibles hipotesis sobre el papel de este elemento en la

patogenia de la PE (figura 15).
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Figura 15. Futuros estudios necesarios para entender la posible relacion entre
los niveles séricos de estroncio y la preeclampsia. En la segunda fila se muestran
situaciones que existen en la PEP de forma constatada: una funcion renal ligeramente
disminuida, un estrés oxidativo y un estado anti-angiogénico aumentados, asi como un
metabolismo éseo alterado. En gestaciones sanas u otras patologias del embarazo,
una o varias de estas situaciones tendrian lugar. Enmarcados en rectangulos con
lineas discontinuas se muestran aspectos que deberian estudiarse en el futuro con el
objetivo de establecer asociaciones entre las distintas situaciones alteradas y las
concentraciones de Sr de forma mas concluyente, y poder asi determinar las causas
directas o indirectas de su elevacién. Por otro lado, el Sr reduce la resorciéon 6sea y
mantiene o incrementa la formacion del hueso (122, 123), y estudios experimentales
han demostrado el poder angiogénico y antioxidante del Sr, pudiendo constituir estas
tres vias una retroalimentacion negativa para compensar las situaciones alteradas en
la PE.

Asi, una funcion renal ligeramente disminuida pero mantenida durante
semanas en la PET, podria incrementar posteriormente los niveles de Sr en
esta enfermedad, mientras que en el CIR no se ha constatado afeccion en la

funcion renal. El estrés oxidativo existente en gestaciones sanas, PET, CIR y
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HTAG, aunque de menores dimensiones que en la PEP, al mantenerse durante
el trascurso del embarazo podria elevar los niveles de Sr en semanas
gestacionales mas avanzadas. Por otro lado, el ambiente anti-angiogénico
existente en el CIR, aunque de menores dimensiones que en la PE, si se
produce de forma sostenida podria provocar la elevacion del Sr observada en
la forma tardia de esta enfermedad. Aunque el metabolismo éseo esta afectado
en la PE, los estudios no distinguen PEP de PET, por lo que no sabemos en
qué grado esta alterado en cada una de ellas, mientras que el CIR no parece

desarrollar una afeccién a este respecto.

En el caso de confirmarse estas asociaciones, significaria que varias
situaciones alteradas podrian ser las que determinasen directa o
indirectamente las concentraciones séricas de este elemento, siendo por tanto

un marcador inespecifico de la PE.
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6. Conclusiones

1. La evolucién de los niveles séricos de Sr a lo largo de un embarazo
sano es ascendente y distinta a otros elementos traza estudiados (Cu, Se y

Zn), aumentando significativamente en el 3°" trimestre de gestacion.

2. Las concentraciones séricas de Sr estan elevadas en gestantes con
PE al compararlas con gestantes sanas/CIR/HTAG, ya desde el inicio de los

sintomas propios de esta patologia, pero no antes.

3. Al inicio de los sintomas, las concentraciones de Sr muestran mejor
rendimiento diagndstico para diagnosticar PEP, aunque no de forma
significativa, que al final del embarazo. Cuando son afiadidas a la relacion sFlt-

1/PIGF, el rendimiento diagnéstico no mejora significativamente.

4. Las concentraciones séricas de Sr no varian segun el grado de
severidad de la PE, pero si podrian tener utilidad para ayudar a predecir la
necesidad de inducir el parto en menos de 15 dias como consecuencia de la

enfermedad.

5. Futuros estudios son necesarios para establecer de forma mas
concluyente el posible vinculo entre las concentraciones de Sr y la patogenia
de la PE.
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7. Anexos

Anexo 1: Autorizacion del Comité de Etica de la Investigacién del Principado
de Asturias para la realizacion del estudio.

ggﬁ‘;{gfﬂ DE SALUD j HOSPEEAE ENTY ERSIFARIO € ENTRAL DEASTURIAS =1
CIPADO DE i ' e
ASTURIAS Comité de Etica de 1a Investigacién del

Principado de Asturias

C/ Celestino Villamil sin
33008.-Oviedo

Tfno: ©85.10.79.27/985.10.80.28
e-mail geicr_asturias@hea es

" Area Sanitaria

Oviedo, 18 de Mayo de 2016

11 Comité de Eiica de la Investigacion del Principado de Asturias, ha revisado
¢l Proyecto de Investigacion n® 74/16, titulado:” ESTUDIO DEL ESTRONCIO COMO
MARCADOR DE PREECLAMPSIA”. Investigador Principal Dr. Francisco V. Alvarez
Menéndez Laboratorio de Medicina del HUCA.

il Comite ha tomado el acuerdo de considerar que el citado proyecto retne las
condiciones éticas necesarias para poder realizarse y en consecuencia cmite su
autlorizacion.

Le recuerdo que debera guardarse la maxima confidencialidad de los datos
utilizados en este proycecto.

SERVICIO DE SALL

DEL FRINCIPADO DE ASTURL

COMITE DE ETIC E
INVESTIGACION it
PRINCIPADD DE ASTURL
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Anexo 2. Consentimiento informado, no especifico de nuestro estudio y ya
existente, utilizado en parte de la poblacion de estudio

.:. SERVICIO DE SALUD GERENCIA AREA SANITARIA IV

DEL PRIMCIPADO DE ASTURIAS
HOSPITAL UNIVERSITARIO CENTRAL DE ASTURIAS

BIOQUIMICA CLINICA
Area Gestion Clinica Laboratovio de Medicina
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA DONACION ALTRUISTA DE MUESTRAS DE
FLUIDOS BIOLOGICOS

INFORMACION:
Normalmente, las muestras tomadas con fines diagnosticos o de examenes rutinarios de salud,

son desechadas por el laboratorio una vez se han informado los resultados solicitados por el
médico responsable. Sin embargo, el establecimiento de valores de referencia poblacionales,
asi como la evaluacion de nuevos marcadores diagnosticos o el estudio de valores de corte
especificos, para mejorar la utilidad diagnostica de las pruebas de laboratorio, en numerosas
ocasiones estan supeditados a la disponibilidad de muestras de diferentes fluidos biolégicos
(sangre periférica, ovina, liguido cefalorraquideo, pleural, ascitico o sangre de cordon
umbilical) tanto de sujetos sanos como de pacientes.

Por tanto, la donacion altruista de muestras de fluidos biologicos, orientada a la mejora de los

procesos v _aseguramiento de la_calidad de las pruebas del laboratorio, supondiia una

aportacion de extraordinario interés para la seguridad del paciente.

En la mayoria de los casos, seria suficiente con conservar en condiciones adecuadas, una
alicuota de las muestras tomadas como parte del propio trabajo asistencial de los laboratorios
de modo que, no se requiere ninguna intervencion adicional sobre el paciente.

Las muestras tomadas solo se conservaran y ufilizardn para los fines expuestos en este
documento de consentimiento, y en todo momento la informacion referente a usted sera tratada
de forma confidencial v codificada de manera que quede preservada su identidad (o la de la

persona a la que representa).

DECLARO QUE:
He comprendido la informacion recibida y he podido formular todas las preguntas que he

creido oportunas.

Entiendo que la donacion es altruista y que ne derivara ninguna compensacion.
- He sido informado/a de que en cualquier momento puedo revocar mi consentimiento.

- He sido informado por el médico DF. ...........c.ccooet it iivt i e e

GOBIERNO DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS C/Carretera de Rubin s/n Finca "La Cadellada"
33011 - Oviedo
Teléfono: 985 108000 (Centralita)
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Es importante que usted sepa y/o confirme que:
1. Se guardara confidencialidad acerca del resultado de los analisis.

2. Es posible que de este estudio no se derive ningun resultado concluyente acerca de la
patologia.

3. Es posible que las alicuotas conservadas, pasado un tiempo determinado, se desechen segiin
las normas de seguridad de Laboratorio de Bioquimica Clinica.

4. Los resultados obtenidos podran ser utilizados para una posible publicacion cientifica,
guardando estrictamente la confidencialidad sobre su identidad.

5. Esta usted de acuerdo en que las muestras biologicas codificadas puedan ser utilizadas en
este estudio o para otros estudios de investigacion relacionados con la enfermedad.:

SI D NO

6. Tiene derecho a revocar este consentimiento en cualquier momento, previa notificacion por
escrito.

Declaracion:

Declaro que he sido informado por el meédico o enfermera del procedimiento y que sé que, en
cualguier momento, puedo revocar mi consentimiento.

Estoy satisfecho con la informacion recibida, he podido formular toda clase de preguntas que he
creido conveniente y me han aclarado todas las dudas planteadas.

En consecuencia, doy mi consentimiento para el estudio de preeclampsia.

Firma del paciente Firma del médico/enfermera

Representante legal en caso de incapacidad del paciente, con indicacion del cardcter con el que
interviene (padre, madre, tutor, etc.).

Nombre del representante legal

Firma
D.N.L

119




Anexos

En consecuencia, doy mi consentimiento para la conservacion de muestras de fluidos

biologicos en las condiciones y fines aqui expiiestos.

B i msnsemsrssenns sullbasman s s cruws ssiss s ssiesin an smsmespesomms e B syt e sms s spianin s oo
Firma del profesional sanitario que informa Firma del donante
Fdo.: D/DRa......ccoocovev e e Fdo.: DIDA@..........ccovoenee .

En caso de menores o pacientes incapacitados temporal o permanentemente, el familiar o
persona autorizada que representa al paciente

D115 7

Pareitescos .. conmmenmmove

Firma en representacion del donante

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

Este consentimiento puede ser revocado en cualquier momento a peticion del donante o su

representante autorizado.

Con fecha ........................... , revoco el consentimiento prestado para la donacion altruista

de muestras de fluidos biologicos.

Firma del profesional sanitario que informa Firma del donante

FAO I s cvvnmenmmrannmssmss s R B L s o
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Anexo 3. Consentimiento informado, elaborado especificamente para el
estudio, utilizado en parte de la poblacién de estudio

1Y

SERVICIO DE SALUD
? Eakindaiiniasinivnl HOSPITAL UNIVERSITARIO CENTRAL DE ASTURIAS

Avenida de Roma, s/n - 33011 - Oviedo
Teléfono +34 985 108 000

Area Sanitaria

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ESTUDIO DE PREECLAMPSIA

Nombre del paciente:

N®de historia:

Nombre del médico/enfermera que le informa:

Fecha:

Servicio solicitante. Servicio de Bioquimica, Laboratorio de Medicina, Hospital Universitario
Central de Asturias.

En qué consiste la preeclampsia:

La preeclampsia es uno de los trastornos hipertensivos del embarazo con mayor mimero de
complicaciones (entre el 3 v el 10% de las gestaciones). Se define por la aparicion de HTA y
proteinuria a partir de la semana 20 de gestacion, y dependiendo de los casos pueden aparecer
sintomas como dolor epigastrico, edemas, mareos, alteraciones visuales o dolor de cabeza.

La fisiopatologia no ha sido aiin completamente dilucidada, aunque se sabe que alteraciones en
la placentacion, el estrés oxidativo, factores inmunologicos y genéticos juegan un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad.

En los ultimos atios se han propuesto varios marcadores bioquimicos, placentarios y
ecogrdficos que tratan de ayudar a predecir la enfermedad.

En qué consiste el estudio:

El estudio consiste en la determinacion de la concentracion en suero de determinados parametros
bioguimicos, como algunos elementos traza, el calcio o el NT — proBNP, los cuales podrian ser
utilizados como marcadores para avudar en la prevencion y diagnostico de la preeclampsia.

Para ello, sera necesario obtener una muestra de suero:

- En aquellos casos (control rutinario del 2° trimestre de embarazo, o extraccion en el Servicio
de Urgencias) donde se le realice una extraccion de muestra de suero como parte del control
de su embarazo y para la determinacion de pruebas bioquimicas, simplemente se recogera
una pequeiia porcion del sobrante de esa muestra para el estudio, la cual sera almacenada y
conservada en condiciones adecuadas.

- En el control rutinario del 3% trimestre de embarazo (donde habitualmente no se realiza

extraccion de muestra de suero) sera necesaria la extraccion de una muestra de suero
especifica para el estudio, la cual también serd conservada en condiciones adecuadas.

GOBIERNG DEL PRINGIPADC DE ASTURIAS
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L\

SERVICIO DE SALUD
sl HOSPITAL UNIVERSITARIO CENTRAL DE ASTURIAS

Avenida de Roma, s/n - 33011 - Oviedo
Teléfono +34 985 108 000

Area Sanitaria

REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

Con fecha .......c.oivviviiians revoco el consentimiento prestado para el estudio de
preeclampsia.
Firma del paciente Firma del médico

Representante legal en caso de incapacidad de la paciente, con indicacion del caracter con el
que interviene (esposo, padre, madre, tutor, eic)

Nombre del representante legal

Firma del representante legal
DNI

(GOBIERNC DEL PRINCIPADC DE ASTURIAS
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Anexo 4. Exencion de consentimiento informado emitida por el Comité de Etica
de la Investigacién con medicamentos del Principado de Asturias

GOBIERNO DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS Comité de Etica de la Investigacién con medicamentos
del Principado de Asturias

Hospital Universitario Central de Asturias

CONSEJERIA DE SANIDAD N-1, 83.19
= S — Avda. de Roma, s/n
reccion General de Wi
Planificacion Sanitaria ! Sumio
Tfno: 9851079 27 (ext. 37927/38028),

ceim.asturias@asturias. org

Oviedo, 28 de Enero de 2019

Se acepta la Exencién del Consentimiento Informado para el estudio
previamente revisado y aprobado por este CEIm ( Proyecto 74/16: “ESTUDIO DEL
ESTRONCIO COMO MARCADOR DE PREECLAMPSIA”. Investigador Principal Dr.
Francisco V. Alvarez Menéndez Laboratorio de Medicina del HUCA)

O
I.l CONSEJERIA
DE SANIDAD
COMITE DE ETICA | |
DE LA INVESTIGACION a

CON MEDICAMENTOS DEL
PRINCIPADO DE ASTURIAS
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