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Resumen

1. RESUMEN

El bajo peso al nacimiento representa una entidad que afecta
al 10% de los embarazos. Se ha estudiado el efecto que el
bajo peso tiene en la salud postnatal, sobretodo su influencia
en el neurodesarrollo. La clasificacion correcta de la poblaciéon
permite un diagndstico mas preciso. Por este motivo, la
primera fase de esta memoria consiste en la identificaciéon de
las variables antenatales maternas influyentes en el peso
neonatal asi como la elaboracion de curvas referenciales
poblacionales customizadas con dichas variables, para la
mejora del diagndstico de las alteraciones de crecimiento. Tras
recoger de forma retrospectiva los pesos neonatales y las
variables antenatales de los partos ocurridos en el HGUGM
durante 6 afnos, se ha identificado la raza materna y la paridad
como factores antenatales influyentes, a parte del sexo fetal y
la edad gestacional, y se han incluido en las tablas
referenciales de nuestra poblacion. EI modelo obtenido tiene

una R® de 0.192.
Por otro lado, para mejorar la comprension de las fases

intermedias que ocasionan una alteracion del neurodesarrollo

en los RN con bajo peso para la edad gestacional se ha elegido
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Resumen

la evaluacion de dos moléculas involucradas en el
neurodesarrollo prenatal.

La Reelina es una glicoproteina extracelular de importancia en
la migracion neuronal. Recientemente se le ha atribuido
también funciones de guia axonal y sinaptogénesis por lo que
su funcién no se limita a la migracién de las neuronas de la
zona ventricular al cértex. Se ha estudiado en el campo de la
psiquiatria como la esquizofrenia, trastorno bipolar vy
Alzheimer, al estar relacionada con procesos de aprendizaje en
la edad adulta pero también se ha estudiado en modelos
murinos perinatales de restriccion proteica e infeccion,
observando una disminuciéon de la concentracion de dicha
proteina. Respecto a la modificacion de su expresion también
en modelos murinos de hipoxia perinatal, se ha observado que
su produccién esta aumentada sobretodo en el cértex motor y
somatosensorial y en el giro dentado. No obstante, los
resultados son dispares en funciobn de la zona cerebral
analizada. Del mismo modo, se ha analizado los niveles de
Reelina en sangre de corddon en RN de madres bajo
tratamiento antidepresivo viendo que sus niveles son menores
que los RN de madres sin tratamiento. Bajo estas
observaciones, sobre la posibilidad de detectar Reelina en
sangre de corddén, que dichos niveles son reflejo de la

produccion cerebral y que la hipoxia puede ser un factor
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Resumen

modificador de su expresion, en esta Memoria se decidio
analizar la concentracion de esta molécula en RN afectos de

retraso de crecimiento y sanos.

La segunda molécula analizada es el BDNF. Una neurotrofina
que estd implicada en el desarrollo sinaptico, diferenciacion
neuronal, pero también interviene en la proliferacion y
diferenciacion de los oligodendrocitos asi como en la
mielinizacion. Se ha visto disminuida en la inflamaciéon y en
lesiones hipdxico-isquémicas perinatales, por ese motivo es
también objeto de estudio en esta Memoria.

Para la evaluacion de estas dos moléculas, se han recogido
una poblaciobn de 93 RN AGA y 47 RN BPEG de forma
prospectiva.

En los 93 sujetos sanos, se han establecido los valores de
BDNF referenciales para la edad gestacional. Conforme avanza
la gestacion, disminuye la concentracion de BDNF en sangre
de cordodn, las horas de bolsa rota aumentan dichos niveles de
forma significativa y los RN de sexo femenino tienen mayores
niveles al nacer aunque de forma no significativa.

Dentro de la muestra reclutada se hizo un estudio de 36
parejas caso-control emparejadas por edad gestacional y sexo,
para evaluar las diferencias de BDNF entre ellas. Se obtuvo

menores niveles de BDNF en RN BPEG aunque de forma no
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Resumen

significativa. Al observar una tendencia decreciente en fetos
con alteracion del crecimiento, se clasificé al grupo de 47 RN
BPEG en funcion de su alteracion Doppler, observando que la
concentracion de BDNF era significativamente menor en
aquellos RN BPEG con el Doppler umbilical alterado comparado
con los RN AGA.

Respecto al andlisis de Reelina, no se pudieron establecer
valores de referencia ni realizar estudio caso-control
emparejado ya que la muestra analizada fue insuficiente. No
obstante, se analizé la totalidad de la muestra obtenida que
consté6 de 34 sujetos (17 RN AGA y 17 RN BPEG). Con
métodos de regresion para el ajuste de variables, no se
identific6 ninguna variable antenatal modificadora de los
niveles de Reelina salvo para el estudio Doppler. De la misma
forma que en el analisis del BDNF, se comparé Ila
concentracion de Reelina en RN AGA, RN BPEG con
vasodilatacion cerebral y RN BPEG con alteracion Doppler
umbilical, observando que la Reelina estaba aumentada en los

RN con vasodilatacion cerebral de forma significativa.

Estos hallazgos se distancian del mecanismo compensador de
la redistribucion cerebral y abogan por un efecto deletéreo ya
que los RN BPEG presentan una sobreexpresion de Reelina

cuando la vasodilatacion cerebral se produce.
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Resumen

Por otra parte, la disminucién del BDNF va en consonancia con
el grado de alteracion del crecimiento intradtero y puede
considerarse una explicacion molecular que influencie el

neurodesarrollo en estos RN BPEG.

Para valorar el impacto clinico de estos resultados seria
conveniente realizar una evaluacion postnatal de los sujetos
estudiados lo que planteamos como una posible linea de

investigacion.
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ABSTRACT

Low birth weight is an entity affecting 10% of pregnancies. It
has been studied the effect of low birth weight on postnatal
health, specially its influence on neurodevelopment. The
correct classification of the population subserve a more
accurate diagnosis. Therefore, the first part of this study
consists in identifying antenatal maternal variables influenting
birth weight as well as the development of customized
population reference curves with these variables, for improved
diagnosis of abnormal growth. After retrospectively collecting
antenatal birth weights and neonatal variables of births from
the HGUGM for 6 years time, its been identified maternal race
and parity as antenatal influential factors, besides fetal sex
and gestational age, and were included in the reference tables

of our population. The model obtained has an R? of 0.192.

Moreover, to improve understanding the intermediate
processes which cause neurodevelopmental disorder in
newborns with growth restriction, two molecules known to be

involved in prenatal neurodevelopment has been chosen.

Reelin is an extracellular glycoprotein key in neuronal

migration. Recently it is also attributed a role in axonal
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guidance and synaptogenesis so its function is not limited to
neural migration from the ventricular zone to the cortex. It
has been studied in the field of psychiatry as schizophrenia,
Bipolar Disorder and Alzheimer diseases, as well as related to
learning processes in adulthood. It has also been studied in
perinatal rodent models of protein resticcion and infection,
observing a decrease in concentration of Reelin. Regarding its
expression in rodent models of perinatal hypoxia, it has been
observed that it is increased, especially in motor and
somatosensory cortex and dentate gyrus. However, results are
differing depending on the brain area tested. Similarly, it has
been studied the levels of Reelin in cord blood from newborns
of mothers under antidepressant treatment observing their
levels are lower than newborns of mothers naive. Under these
observations, the possibility of detecting Reelin in cord blood,
those levels reflecting the brain’s production and that hypoxia
may be a modifying factor of Reelin expression, we decided to
asses the concentration of this molecule in growth restricted

and healthy newborns.

The second molecule analyzed is BDNF. A neurotrophin
involved in synaptic development, neuronal differentiation,
proliferation and differentiation of oligodendrocytes and

myelination. It has been diminished in inflammation and
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ischemic perinatal hypoxic injury, therefore it is also being

studied herein.

For the evaluation of these two molecules it has been
prospectively collected a population of 93 healthy newborns
and 47 growth restricted newborns.

With the 93 healthy newborns it has been established the
BDNF reference values for gestational age. As the pregnancy
progresses, the concentration of BDNF in cord blood gets
lower, duration of rupture of membranes increased
significantly BNDF levels and female newborns had higher
levels at birth albeit not significant.

Within the sample recruited a study of 36 case-control pairs
matched for gestational age and sex was carried to assess
BDNF differences. Lower levels of BDNF in growth restricted
newborns was observed although not significant. Observing a
downward trend in fetuses with growth restriction, this group
based was subclasiffied dependin on their Doppler findings. It
was observed the BDNF concentration was significantly lower
in those cases with altered umbilical Doppler compared to
healthy newborns.

Regarding the analysis of Reelin, it was not possible to
establish reference values or perform a matched case-control

study since the sample analyzed was insufficient. However,
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the entire sample obtained which consisted of 34 subjects (17
healthy newborns and 17 growth restricted) was analyzed.
Using regression models for adjusting variables, no antenatal
variable was identified to alter Reelin levels except for the
Doppler study. In the same way as in the analysis of BDNF
concentration, Reelin levels were compared between healthy
newborns, growth restricted with cerebral vasodilation
newborns and growth restricted with patologic umbilical
Doppler, noting that Reelin was increased in those with
cerebral vasodilation in a significant trend.

These findings distance from the theory of compensating
mechanism of cerebral redistribution and advocate a
deleterious effect since the growth restricted newborns have
an overexpression of Reelin when cerebral vasodilation occurs.
Moreover, the decrease in BDNF is in line with the degree of
alteration of intrauterine growth and can be considered a
molecular explanation that influences neurodevelopment in
these disease.

To measure the clinical magnitude of this results, would be of
great value a postnatal assesment of the subjects here

studied.
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2. INTRODUCCION

A. Feto con Bajo Peso para Edad Gestacional (BPEG).

DEFINICION DE BPEG:

Uno de los hitos que estudian las alteraciones de crecimiento
intrauterino es el objetivo de consolidar su definicibn. Los
primeros intentos fueron publicados por Dunn et al(1) en 1985
para estandarizar una metodologia universal de medicion y
definicibn de crecimiento intrauterino restringido (CIR),
unificando las recomendaciones hechas por la OMS en los
altimos afos.

EL feto pequefio para la edad gestacional es, inicialmente una
observacion estadistica dentro de una observacion poblacional.
Tradicionalmente se ha definido como el conjunto de fetos que
pesan menos que el percentii 10 de la poblacion. Esta
definicibn dio lugar a un aumento de Ilos fetos
constitucionalmente pequefios catalogados como fetos con
fallo en alcanzar su potencial de crecimiento, incluyéndolos en
una poblacién de alto riesgo cuando el evento importante era
identificar al feto que no llega a alcanzar su propio peso

optimo.
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Hoy en dia, la definiciéon de potencial de crecimiento individual
es el punto de inflexibn para mejorar el diagndstico de CIR y
diferenciarlos de fetos constitucionalmente pequefios. Esta
verdadera diferenciacion tiene la importancia de separar los
fetos en riesgo de resultados neonatales adversos frente a la
poblacién normal.

El potencial de crecimiento individual de un feto es el peso que
debe alcanzar. Para evaluarlo con precision, Gardosi et al(2)
identificaron dos puntos clave previamente descritos. El
primero, que el peso fetal depende de tres factores. El primer
factor es la edad gestacional y el sexo. ElI segundo las
caracteristicas maternas como la etnia, altura, peso y paridad.
El tercer factor depende de aspectos patolégicos (como el
tabaquismo, la diabetes o la hipertensiéon del embarazo) que
deben ser excluidos en el calculo de los estandares
poblacionales ya que puede reducir la deteccion de BPEG si se
considera normal un feto pequefio debido por ejemplo a la
preeclampsia. El siguiente punto clave es que no es el mismo
concepto peso fetal estimado que peso neonatal. Hay que
tener en cuenta que el peso al nacimiento de los recién
nacidos prematuros es inferior al peso fetal estimado para la
misma edad gestacional ya que la restriccion del crecimiento
intradtero es uno de los principales factores independientes de

prematuridad, siendo responsable de 23% los partos
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prematuros en las mujeres nuliparas(3). Por lo tanto, cuando
se evalia el crecimiento fetal dentro de un estandar
poblacional, tiene que realizarse enlazando el peso 6ptimo
predicho a término con una curva de crecimiento intrauterina,
normalmente basada en la formula de Hadlock que muestra el
peso esperado a cada edad gestacional en embarazos
normales (4). El uso de estos consejos al evaluar el
crecimiento fetal permite identificar hasta un tercio mas de
casos que comparando el peso del feto con percentiles
poblacionales convencionales (5) discerniendo asi los fetos que
no alcanzan su potencial de crecimiento de los fetos
constitucionalmente pequefnos.

Cuanto mas precisa sea la curva referencial usada para
clasificar el peso del recién nacido, mas proporcion de fetos
con retraso de crecimiento tendra los fetos catalogados como
BPEG. Hasta la fecha, no existe un acuerdo entre distintas
sociedades sobre la definicion del crecimiento intrauterino
restringido, existiendo distintos estudios con criterios de
seleccion y definicion diferentes, lo que dificultan los meta-
andlisis y la comparacion de resultados(6). En nuestro estudio
definimos RN BPEG como aquel que tiene un peso al
nacimiento por debajo del percentil 10 de nuestra poblacion y
RN CIR aquel que teniendo un peso inferior al percentil 10

presenta algun tipo de alteraciobn Doppler detectada
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antenatalmente, como la vasodilatacion cerebral o
vasoconstriccion  umbilical. La relativamente reciente
diferenciacion entre retraso de crecimiento precoz y tardio no
se utilizarA en nuestro estudio. Algunas investigaciones
catalogan como RN CIR precoces a aquellos fetos con
afectacion antes de las 32 semanas y otras, ya sea por la
evoluciéon de la entidad como por su diagndstico Doppler
diferente. Refiriéndose a aquellos RN CIR tardio, a los que
estando por debajo del percentil 10 poblacional tienen

afectacion cerebral sin tener afectacion umbilical (7,8).

INCIDENCIA:

Como observacion estadistica, nos encontraremos con
aproximadamente 5 a 10% de los fetos por debajo del
percentil 10 en una poblacion finita. Dentro de este grupo,
podemos tener tres patrones principales que pertenecen a tres
origenes diferentes. Cuando se habla de un mal
funcionamiento de la placenta, los fetos representan alrededor
del 20-30% del total. Si una enfermedad, que no sea
insuficiencia placentaria se detecta como responsable, se trata
de casi el 10% del total del grupo, considerando al feto como
pequefio para la edad gestacional anormal. Los restantes
estan catalogados como pequefios para la edad gestacional o

constitucionalmente pequefos. Estos porcentajes varian en
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funcion de la precision con que se realiza el estudio de la
poblacion estandar, tal y como se ha explicado antes (Figura
1) (9). Cuanto mas preciso se hace el estandar poblacional
menos fallos en el diagnéstico de BPEG se producen,
obteniendo una clasificacion correcta y menor proporcion de

fetos constitucionalmente pequefios sanos.

PFE < percentil 10

8 Crecimiento
intrauterino
restrigido

M Feto Pequefio

- andémalo

v 4 Feto

constitucionalme
nte pequenio

v

Figura 1: Distribucion de los distintos tipos de anomalias de crecimiento intrauterino en la
poblacion general en funcion de los estudios publicados (9).

ETIOLOGIA:

Si tenemos en cuenta estrictamente los fetos BPEG, una vez
excluido otras patologias implicadas en el crecimiento como
infecciones, cromosomopatias, téxicos o malformaciones,

tenemos que entrar en el desarrollo de la placenta en
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profundidad. La mayoria de los estudios se centran en la
preeclampsia pero como casi la mitad de los retraso del
crecimiento intrauterino se asocian a preeclampsia, se
considera que comparten una compleja fisiopatologia de la
placenta comun, excepto por la interacciéon con el sindrome
metabdlico materno previo, que esta fuertemente asociado a

disfuncion endotelial sistémico, igual que la preeclampsia (10).

Implantacion Anormal de la placenta:

La invasion inadecuada del citotrofoblasto en las arterias
espirales y estroma endometrial es la principal caracteristica
del defecto placentacion. Las razones pueden deberse a las

teorias inmunoldgicas y vasculares, ambas interrelacionadas.

El evento inmunoldgico abarca un desequilibrio entre los

linfocitos T helper 1 y 2 a través de las citoquinas. Para un
crecimiento adecuado de la placenta y la implantacion son
predominantes los niveles de citoquinas de la via Th2(7). En la
implantacion anormal de la placenta, los niveles de citoquinas
dependientes de la via Thl, como el TNF-a, IL-2 (la mayoria
de ellos citoquinas proinflamatorias) se elevan induciendo
apoptosis del trofoblasto, impidiendo al citotrofoblasto invadir

adecuadamente la decidua y los vasos maternos(11).
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Ademas, la subpoblacion de linfocitos llamados Natural Killer
uterinos (Nku) juegan un papel importante en la invasion
trofoblastica. Ellos no son solo citotéxicos para el
citotrofoblasto sino también necesarios para una correcto
remodelacion vascular materna. Al comienzo de la invasion de
la placenta, los Nku representan casi el 70% de la poblacion
total de linfocitos y son inhibidos por la unién a través de sus
receptores KIR a la placenta y complementos HLA fetales. Los
diferentes patrones de expresion de los receptores KIR y
complementos HLA fetoplacentarios suponen el exceso de la
inhibicion o falta de ella, lo que resulta en una invasion
placentaria deteriorada y por ende crecimiento intrauterino

retardado(12).

El evento vascular se inicia cuando los citotrofoblastos no

reemplazan la capa endotelial de los vasos uterinos, lo que les
impide transformarse en vasos de baja resistencia. Esta
transformacién vascular tiene que realizarse para permitir el
aumento del flujo sanguineo uterino durante el embarazo. En
la neoangiogénesis placentaria normal y pseudo-
vasculogénesis, los citotrofoblastos invasivos disminuyen la
expresion de moléculas de adhesidn caracteristicas de su
origen epitelial y adoptan un fenotipo de adhesiéon superficial

celular endotelial(13). En los fetos CIR, los citotrofoblastos no
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se someten a este cambio y no expresan moléculas de
adhesion vascular como el VE-cadherina. Como la invasion
placentaria es deficiente no se puede satisfacer la creciente
demanda del flujo sanguineo y provoca la hipoxia
trofoblastica(10).

El factor de crecimiento vascular VEGF y el factor de
crecimiento derivado de placenta (PIGF), ambos importantes
en la vasculogénesis, también estan desequilibrados en los
fetos BPEG. El sFItl, que proviene del FItl, es un receptor
endotelial de VEGF y PIGF, se une y antagoniza al éstos. Se ha
observado en estudios una invasion deficiente del trofoblasto
por una expresion reducida de VEGF y su receptor VEGF R1
(FItl), asi como un incremento en el sFItl, un fuerte promotor
de la disfuncibn endotelial. Paraddjicamente, en la
preeclampsia y el CIR se ha observado un nivel disminuido de
PIGF(14).

Centrandose a nivel celular y molecular, la apoptosis y la
diferenciaciéon ocurre como un equilibrio dinamico durante el
desarrollo del trofoblasto normal mientras invade el estroma.
En fetos BPEG, las placentas muestran mas sensibilidad a la
muerte celular en respuesta a la hipoxia/reoxigenacion como a
las citoquinas y en menor grado que la preeclampsia, al estrés
oxidativo(15,16). Es debido al estrés del reticulo

endoplasmico, que se disminuye la proliferacion celular
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mediante la inhibicion de la sintesis proteica. Mientras que el

estrés mas severo desencadena la apoptosis(17). (Figura 2)

Figura 2: Esguema del mecanismo celular de
la alteracién del crecimiento intrauterino por

insuficiencia placentaria.

FISIOPATOLOGIA DEL BPEG:

En la Figura 3 se puede observar de forma esquematica el
proceso adaptativo fetal a la insuficiencia placentaria. Cuando
la funcion placentaria esta deteriorada, se da un aumento de

la resistencia al flujo sanguineo en vellosidades terciarias. Es
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entonces cuando el feto hace uso de varios mecanismos
adaptativos tratando de desviar la sangre oxigenada a 6érganos
vitales.

Estos mecanismos pueden ser clasificados como redistribucion
intrahepatica, redistribucion cardiaca, redistribuciéon del istmo
aortico-ductus arterioso y redistribucion cerebral
principalmente. Una disminucion del flujo sanguineo en la
vena umbilical ocasiona una disminucion de sangre oxigenada
que llega al corazon del feto. Este hecho origina que parte de
la sangre oxigenada que, en condiciones normales, se dirige al
higado, se desvie al corazén a través del ductus venoso. En
circunstancias normales, el 80% de la sangre va al higado a
través de la arteria hepatica.

La sangre oxigenada que llega a la auricula derecha, pasa a
través del foramen oval directamente al corazén izquierdo con
el fin de suministrar sangre enriquecida al cerebro y las
arterias coronarias, provocando una disminucién de la
proporcion del gasto cardiaco fetal que se distribuye a la
placenta.

Cuando la sangre oxigenada llega a las arterias cerebrales,
éstas tienen una baja saturacion de O2 y la arteria cerebral

media se vasodilata.
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Figura 3. Representacion esquematica de los mecanismos de adaptacion fetal a la
insuficiencia placentaria .
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Cuando el DV es marcadamente abierto, la presion se
transmite retrégradamente y el Doppler DV muestra una onda
a revertida, este aumento de presiones derechas ocasiona una
elevacion de la presion de la vena umbilical y se convierte
pulsatil.

 Signos preclinicos de disfuncion placentaria:

“redistribucion venosa”

La disfuncién placentaria temprana tiene varios efectos
vasculares potenciales antes de que el Doppler de la arteria
umbilical sea patoldgico. La disminuciéon del flujo umbilical y la
reduccion de la proporcion de gasto cardiaco fetal que se
distribuye a la placenta son signos vasculares que preceden el
desarrollo del retraso de crecimiento. La disminucion del flujo
de la vena umbilical conduce a un aumento del shunt ductus
venoso produciendo un secuestro hepatico hacia el corazén.
Ademas, la redistribucién intrahepatica ocasiona un robo de
perfusiéon del I6bulo hepatico derecho. Esta redistribucion
venosa es asocia con una regulacion negativa del IGF y la
disminucion de reservas de glucégeno en el higado, por lo
tanto, el tamafo del higado disminuye y produce el primer
signo clinico de retraso del crecimiento fetal: disminucidon de la
circunferencia abdominal antes de que el peso fetal estimado

compuesto esté por debajo del percentil 10.
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e Los primeros signos del BPEG: ‘“redistribucion
arterial”

La elevacion subclinica temprana de la resistencia umbilical y
la disminuciobn de la resistencia cerebral producen una
disminucion en el indice Doppler cerebroplacentario (ICP).
Cuando Ila obliteracion de Ilas vellosidades afecta a
aproximadamente un tercio de éstas, el indice de pulsatilidad
Doppler umbilical aumenta constantemente, la presion arterial
fetal puede aumentar y la transferencia de oxigeno puede
disminuir. Una disminucién significativa en la saturacion de
oxigeno y/o un aumento en la presiéon arterial fetal producen
una disminucion del indice de pulsatilidad Doppler de la arteria
cerebral media. La disminucion del ICP también se describe
como redistribucién porque sugiere una disminucion relativa
de la poscarga ventricular izquierda favoreciendo una
redistribucion intracardiaca a través del foramen oval hacia el
lado izquierdo del corazén. Del mismo modo, la disminucién en
el indice de pulsatilidad de la arteria cerebral media sugiere
perfusion preferencial al cerebro mediante la autorregulaciéon y

en consecuencia se ha denominado redistribucién cerebral.
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HERRAMIENTAS DIAGNOSTICAS DEL FETO CIR/BPEG

Estrateqias de cribado poblacional

Hay varias estrategias para el diagnostico precoz de los fetos
en riesgo de retraso del crecimiento intrauterino. Entre ellas,
la evaluacion bioguimica de la PAPP-A y la gonadotropina
coridnica humana en primer trimestre, la alfafetoproteina e
inhibina A en segundo trimestre(18) se han relacionado con la
aparicion temprana de BPEG y preeclampsia entre otras
moléculas. Ninguna de ellas cumplen criterios para un
screening poblacional actualmente (19).

Teniendo en cuenta que muchas de las estrategias
poblacionales no logran atrapar al feto en riesgo de retraso en
el crecimiento, la clasificacion correcta del peso de la poblaciéon
es una de las herramientas mas importantes para diagnosticar
la entidad y mejorar los resultados fetales(5,20,21).

El crecimiento fetal normal y restringido son a primera vista
apreciaciones estadisticas. Cuando se hace una clasificacion de
peso correcto de la poblacién, consideramos fetos con un peso
por debajo del percentil 10 como pequefios para la edad
gestacional. Si queremos identificar dentro de estos fetos,
cuales de ellos estan encontrando dificultades para alcanzar su

potencial de crecimiento, una vez que la infeccion y anomalias
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genéticas son descartadas, tenemos que profundizar en el
estudio, clave para diferenciar entre constitucionalmente

pequefios y fetos BPEG.

Evaluacién dinamica del crecimiento fetal

El peso fetal estimado a través de datos biométricos de la
cabeza, el abdomen y el fémur tiene una alta validez con
hasta 95% de prediccién(4,22). Podemos comparar el peso
dentro de los estandares de poblacion escogidos colocandolo
en un percentil determinado. Hacerlo es como una instantanea
de la situacion fetal. Aparte del peso estimado en ese instante
podemos considerar la curva de crecimiento fetal entre dos
examenes separados por 15 dias (23) y considerar la
restriccion del crecimiento cuando dos evaluaciones
ecograficas muestran un peso fetal estimado o una
circunferencia abdominal estable pagando el precio de
mayores falsos positivos.

Antes de evaluar el Doppler fetal, si clasificamos al feto por
debajo del percentii 10 como pequefio para la edad
gestacional nos llevara a controlar su crecimiento, ya que los
fetos con dificultad para alcanzar su potencial de crecimiento
en su comienzo no fueron catalogados como “retraso del
crecimiento”. Primero mostraran un bajo peso y mas tarde,

alteraciones de flujo. Segun el momento de aparicion de la
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noxa sobre el crecimiento, tendremos diferentes tipos de
restriccion del crecimiento (inicio temprano o tardio) y
diferentes problemas segun la edad gestacional y en

consecuencia, la duracion de dicha patologia.

Doppler de la arteria umbilical.

Hasta que un tercio de las vellosidades terciarias no estan
afectas por vasoconstriccion, como se explicé previamente, el
Doppler de la arteria umbilical (UA) no se modifica(24,25). En
presencia de un flujo de la arteria umbilical normal, la
mortalidad perinatal es un evento raro. Esta es la razén por la
cual su estudio se incluye en la mayoria de los protocolos
prenatales (26) y es un dato esencial para discernir un feto
BPEG de uno constitucionalmente pequenio.

Muchos estudios clinicos sobre CIR han establecido que el
indice de pulsatilidad de la arteria umbilical aumenta
progresivamente y en etapas avanzadas de dafo histoldgico y
funcional de la placenta, las velocidades diastdlicas estan
ausentes o incluso revertidas. El Doppler umbilical se
correlaciona con niveles de glucosa, aminoacidos y gases en
sangre fetal, por lo que puede considerarse una medida
subrogada de la funciéon placentaria(27,28). También se ha
relacionado con niveles de factores angiogénicos(29), asi

como ser un importante marcador de resultados adversos
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perinatales con valores inferiores de pH arterial y venoso
umbilical al nacimiento (hasta un 70% de los fetos con
acidosis crénica muestran un Doppler umbilical patoldgico) y
mas ingresos en la unidad de cuidados intensivos neonatales

con mayor incidencia de distrés respiratorio(28,30).

Arteria cerebral media.

Cuando el feto tiene un suministro de oxigeno reducido
redirecciona el flujo sanguineo a los 6rganos principales como
el cerebro, el corazén, el bazo y la glandula suprarrenal. En el
cerebro, esto se llama redistribucion cerebral o “Brain sparing”
y se mide en la arteria cerebral media (ACM) principalmente,
pero también se ha estudiado en la arteria cerebral anterior.
Cuando la saturaciéon de oxigeno cae, las arteriolas se dilatan y
el indice de pulsatilidad (IP) disminuye.

Originalmente, la redistribuciéon cerebral se consideré6 como
una herramienta adaptativa, pero hoy en dia, los fetos con
este mecanismo se considera que tienen funciones
psicomotoras suboOptimas, considerando dicho mecanismo
como una herramienta adaptativa pero no como un

mecanismo inocuo(31,32).
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indice Cerebro-placentario.

Muchos estudios han indicado una correlacion entre la
modificacion del flujo cerebral y trastornos del neurodesarrollo
posnatal, con un Doppler umbilical normal. A partir de esa
premisa, el indice cerebroplacentario (ICP) se ha utilizado para
diagnosticar también fetos de riesgo. El ICP es una relacion
entre el indice de pulsatilidad de la ACM y la AU. Su valor
normal es de mas de 1, estando el IP ACM por encima del de
la AU. Su aplicacion clinica parece ser mas util en fetos con
CIR de inicio tardio con normalidad del Doppler umbilical, ya
que el ICP puede ser anormal cuando el umbilical y cerebral
estan todavia en rangos normales. Por el contrario, en fetos
con CIR precoz tiene tiempo para desarrollar alteraciones
Doppler por lo que la alteraciéon del ICP pronto sera superada
con alteraciones mas severas del Doppler AU. Estudios
recientes entre ellos el de Morales-Rosell6 et al relacionan la
alteraciéon del ICP con menor percentil al nacer (189) e incluso

con peor resultado gasométrico neonatal (190).

Liquido Amnidtico.

Como marcador croénico, el indice de liquido amnidtico se ha
relacionado con la perfusion renal. Debido la redistribucion de

flujo, los rifiones fetales disminuyen su flujo sanguineo y por
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ende disminuye la diuresis. Este parametro esta integrado en
el perfil biofisico fetal para evaluar el bienestar fetal, pero
aislado, es s6lo un marcador cronico de CIR sin estar asociado
a acidosis o0 eventos agudos, tan s6lo a puntuacion del test de

Apgar bajo a los 5 minutos (33).

Marcadores tardios del estado Critico.

Ductus venoso y Doppler venoso.

Este parametro Doppler se ha considerado tener una buena
relacion con el estado acido-base en fetos CIR. Es signo de
descompensacion preterminal y es el pardmetro que se asocia
a acidosis neonatal de forma mas consistente. Hay muchos
estudios que correlacionan el ductus venoso con el estado fetal
de nutrientes y pH(34), algunos grupos consideran como un
marcador de deterioro neuroldgico(35), una relacibn con
hemorragia intraventricular (36), lo que refleja el colapso

circulatorio terminal que precede a la muerte perinatal(37).
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B. Neurodesarrollo y crecimiento fetal anémalo.

Neurodesarrollo

De las paredes del tubo neural, que se forma a partir de la
placa neural del ectodermo por el proceso de neurulacion, se
origina el sistema nervioso central. Su desarrollo posterior se
basa en tres fases, proliferacion, migraciéon y organizacion.
Globalmente, los trastornos de la neurulacion se manifiestan
en los defectos del tubo neural, los de la formacion del
prosencéfalo en los distintos espectros de holoprosencefalias
entre otros. La proliferacidon es la generacion de nuevas células
(ya sean neuronas o glia) y se produce en una zona particular
denominada Zona Ventricular. Cuando ésta es andtmala se
manifiesta en microcefalias, macrocefalias, hemimegalence-

falias y tuberosis esclerosa entre otras.

Figura 4. Neurodesarrollo prenatal.
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En la Figura 4 se pueden ver las etapas que abarcan las
distintas fases de neurodesarrollo embrionario.

Respecto a la migracién, se entiende como el movimiento de
las nuevas neuronas generadas de la zona ventricular a su
destino final. Se da de forma genérica en dos fases, la primera
constituye el limite de migracion que se establece en la
superficie pial y la segunda son varias oleadas hasta que se
forman las 6 capas finales resultantes en el cortex
desarrollado adulto (Figura 5, adaptada de Benedikt Berninger
y Abcam).

ﬁwmw*mm
/ Young neurn 0 Maurogenic hassl progenion

ﬂ;nnugmm 9 Obgodendrocylic tesal proganaa

:ﬂaup & Upper v 4 ‘Sle@ate nawon
/|t ouson .
-

Figura 5. Formacion del neocértex hasta el cortex adulto.
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Existen dos tipos béasicos de migracion (aunque se han
descubierto otros tipos de migracion para las interneuronas):
radial desde la zona ventricular y tangencial desde la
eminencia media ganglionar (globus palidus) pero los
mecanismos celulares no son del todo conocidos (Figura 5).

El transporte microtubular, trafico-fusion de vesiculas y el
posicionamiento centrosomal son procesos fundamentales en
la migraciéon con genes responsables ya identificados (SHh,

LIS1, DCX...).

Las alteraciones de la migracion se pueden resumir en cuatro
grupos: la heterotopia, lisencefalia, anomalias tipo
“clobbestone” y heterotopia subcortical (38). La Reelina se ha
visto responsable principal de las anomalias Lisencefalia tipo 2
o0 Sindrome Norman Roberts pero es fundamental también en
las ultima fase de migracion (39) (Figura 6 adaptado de Oscar
Marin 'y Franco (40) (41)) responsable no so6lo de la
finalizacion de la migracion en la placa cortical sino también en
la laminacién y organizacidén neuronal de la corteza.

El resultado final de la migracion es la organizacién del cortex

cerebral en sus seis capas neuronales organizadas.
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MZ: MARGINAL ZONE

UCP: UPPER CORTICAL PLATE
LCP: LOWER CORTICAL PLATE
1Z: INTERMEDIATE ZONE
SVZ: SUBVENTRICULAR ZONE
VZ: VENTRICULAR ZONE

Figura 6. Tipos basicos de migracidon neuronal

Sincréonicamente con dicha fase, se realiza la maduracion de la
sustancia blanca fetal que se origina en las capas embrionarias
de la zona intermedia (1Z). Gracias a la técnica de difusion por
resonancia magnética (DWI) donde se evalia el movimiento
de moléculas de agua, se ha podido estudiar la formacion de
haces de sustancia blanca previos y sincréonicos a la
mielinizacion en fetos (42).

La maduracion de la sustancia blanca se da en tres fases, la
primera se denomina guia axonal que consiste en la
organizacion de axones tortuosos en haces coherentes, en la
segunda se produce una gliosis-mielinizacidon que consiste en

la produccion de mielina a nivel extracelular y la tercera es la
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mielinizacion propiamente dicha, donde ocurre el envainado de
los axones gracias a la mielin-binding-protein. Este proceso de
mielinizacidn comienza en el segundo trimestre de la gestacion
y se da de forma asincrénica en funcién de los tractos, ya que
por ejemplo, la rodilla del cuerpo calloso es la mas lenta y
tardia en mielinizarse (43). No obstante en el nacimiento el
grado de mielinizacidon es escaso, la mayoria se producird en
los dos primeros afios de vida prolongandose dicho proceso

hasta la edad adulta.

Alteracion del neurodesarrollo en fetos con alteracion
del crecimiento (de alteracion de la proliferacion a “el

dano sutil™).

En las ultimas décadas, la relacion entre la alteracion del
crecimiento y el neurodesarrollo andmalo esta reflejada en
numerosos estudios (44,45), siguiendo la corriente iniciada
por Baker en el siglo pasado con su teoria de “Development
origins of health and adult disease” (DoHAD) (46).

El mecanismo por el cual se fundamenta la alteracion del
neurodesarrollo es el déficit de nutrientes y oxigeno debido a
la disminucion de flujo umbilical de forma crénica, por
insuficiencia placentaria, en un momento en el que la

proliferaciéon, migracion neuronal y sinaptogénesis juegan un
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papel importante en el desarrollo del sistema nervioso central
(47) sin haber dilucidado aun los mecanismos intermedios que
interfieren en la neurogénesis.

Existen tres factores importantes en la modificacion del
neurodesarrollo. Primero el grado de insulto, hipéxico, leve o
severo; segundo la duracion del insulto, aguda o crénica; y
tercero la cronologia del insulto, precoz o tardia. En funcién de
estos tres factores tendremos distintos patrones de alteracion

del neurodesarrollo postnatal.

La lesion en la fase de proliferaciéon neuronal (12-16 semanas
de gestacion) da lugar a microcefalia. Esta entidad suele ser el
sintoma de varios sindromes genéticos pero también se ha
relacionado con la hipoxia neonatal(48), de hecho
recientemente se han publicado articulos que relacionan las
cardiopatias congénitas que comprometen el flujo cerebral

prenatal con el desarrollo de microcefalia (49,50).

Cuando la noxa hipoxica ocurre en la fase de migracion,
existen distintos fenotipos descritos en la literatura médica en
modelos de roedores (51) y en modelos neonatales con
diagndstico prenatal de isquemia por ecografia (52). En fases
posteriores de sinaptogénesis y mielinizacion, también se ha

estudiado el efecto de la hipoxia intradtero. Con el desarrollo
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de la resonancia magnética y la conectédmica, hay varios
grupos que estudian las distintas modulaciones de la
organizacion de la sustancia blanca y la sinaptogénesis en los
fetos con retraso de crecimiento intrautero(53) (54). Respecto
al patron de sulcacion y girificacion, se ha visto también por
estudios en resonancia magnética y postprocesamiento de
imagenes, que los fetos prematuros con alteracion del
crecimiento presentan un cortex de menor grosor asi como un
indice de sulcacion mayor al compararlo con los fetos de igual
semanas de gestacion con crecimiento normal(55), asi como
diferente desarrollo cortical en fetos con alteracion del
crecimiento intradtero tardio evaluado como la profundidad de

las sulcaciones insulares (54).

El estudio del cuerpo calloso (CC) se considera reflejo de la
maduracion de la sustancia blanca y también se ha estudiado
en estos sujetos. Los estudios de Egana-uUgrinovic et al han
observando un menor tamafo del CC junto con la alteraciéon
en el neurodesarrollo evaluado con el “Neonatal Behavioral
Assessment Scale“. Dicha observacion persistia incluso con la
correccion del indice cefalico(56). Otro estudio del mismo
grupo investigador sobre fetos con retraso de crecimiento

tardio, observé que la alteraciéon del tamafio del CC y la
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sulcaciobn se relaciona con alteracion en el metabolismo

cerebral evaluado mediante espectoscopia de protones(57).

También se ha observado que los fetos con crecimiento
intrauterino alterado presentan una reorganizacion cerebral
adaptativa estudiada con RM, ecografia Doppler y estudio
anatomopatoldgico en animales. Se ha descubierto que los RN
con crecimiento alterado y vasodilatacion cerebral tienen una
redistribucion del flujo intracerebral preferencial a los ganglios
basales (58) en detrimento de una disminucién del flujo frontal
(59). En estudios animales se ha observado un menor
volumen del hipocampo, asi como una menor prolongacion

dendritica de sus neuronas (60).

Respecto al estudio cerebral prenatal con ultrasonidos y
Doppler en los fetos con crecimiento intrauterino alterado, hay
también varios grupos donde evaluan las diferencias entre el
momento de afectacion y la severidad de éste. Baschat et al
publicaron un estudio prospectivo donde observo que el flujo
reverso en la arteria umbilical se asociaba a un
neurodesarrollo pobre a los dos afios de vida postnatal (61).

A partir de alli, numerosos estudios se han centrado en la
relacion entre la redistribuciéon cerebral vascular (brain sparing

effect) y el neurodesarrollo postnatal alterado. Es sabido que
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en situaciones de hipoxia en la que la circulacion da
preferencia al cerebro mediante vasodilataciéon cerebral, hace
unos afos se consideraba como protector del dafio cerebral.
Sin embargo, dicha proteccion, sobretodo de forma croénica, ha
quedado en entredicho por diversos estudios que se centran
en el neurodesarrollo del recién nacido mas que en las
alteraciones hemodinamicas prenatales, evidenciando
problemas de neurodesarrollo postnatal a pesar de un flujo
umbilical normal (32,56). El estudio PORTO evalu6é en una de
sus ramas el neurodesarrollo de los RN con vasodilatacion
cerebral, viendo que empeoraba cuando la redistribuciéon
estaba presente, hasta el punto de equiparar el
empeoramiento al que se produce cuando aparece flujo
reverso o ausente en la arteria umbilical a partir de un Doppler
umbilical patolégico (62). Los efectos a largo plazo en el
neurodesarrollo estan siendo todavia evaluados en dicho

estudio multicéntrico.

Los estudios que se focalizan en la vasodilatacion cerebral y el
neurodesarrollo posterior son bastante heterogéneos, teniendo
distintas edades gestacionales al nacimiento y evaluaciéon
neurolégica posterior en distintas etapas con distintas escalas
de medicion. La alteracion cronolégica de la redistribucion

cerebral se ha visto sigue un orden vascular, viendo que la
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arteria cerebral anterior y posterior se afecta una semana
antes que la arteria cerebral media(63) (64). En general, se
ha observado que la redistribucidon cerebral se asocia a
puntuaciones menores en las escalas cognitivas de
neurodesarrollo a los 2 afios (32), sin embargo respecto a las
alteraciones motoras o0 puntuaciones bajas en escalas
precoces, no se han visto diferencias al compararlos con RN
sin redistribuciéon cerebral. Esto probablemente refleje la
alteracion de la perfusion del I6bulo frontal en estos RN y que
su consecuencia postnatal sea la alteracion en la funciéon
cognitiva mas que en la motora, tal y como se le atribuye a la
corteza frontal(65).

En la Tabla 1 (adaptada de Meher et al (65)) se resumen los
altimos estudios focalizados en el neurodesarrollo de los RN
con redistribucion cerebral. Existen estudios donde no se
asocia un empeoramiento del neurodesarrollo al asociar
redistribucion cerebral pero estos estudios son en su mayoria
en fetos pretérminos, donde las alteraciones son sobrepasadas

por las propia prematuridad.

El general, el estudio del neurodesarrollo postnatal en fetos
con crecimiento intrauterino disminuido se ha visto que
empeora conforme avanza la edad postnatal a estudio, este
hecho es posible debido a que con la madurez cerebral se

desarrollan las funciones corticales frontales como la funcién
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ejecutiva y es entonces cuando las diferencias quedan mas

evidentes.

Tabla 1. Neurodesarrollo y redistribucion cerebral.

Parametro
Autor Resultados
estudiado
o No se asocia HIV ni leucomalacia
Spinillo et , ,
I(66) ACM IP <p10 quistica en fetos con redistribucion
a
cerebral pretérmino.
Nanthakonon No se asocia HIV en fetos con
ACM IP <p10 ) )
et al(67) redistribucion cerebral pretérminos.

Hobek et al(68)

ICP reducido

Ecodensidad periventricular en BPEG

términos y pretérminos con RCIU.

Roza et al (31)

ICP reducido

Neurodesarrollo anémalo (Child

behavior checklist).

U/C ratio Bayley, Towen alterados en
Rep et al (69) i
elevado pretérminos.
Test de Brazelton alterado (motor,
ACM IP < pl10 rendimiento neurologico y capacidad
Oros et al (70) .,
de resolucion de problemas alterada).
ACA IP < p10 Neurorendimiento alterado.
_ ACM < 2 DS - B
Eixarch et al N Comunicacion o solucion de problemas
(Umbilical
(32) alterado
normal)

Cruz-Martinez
et al (71)

Fraction Volume
Cerebral
elevado

(IP < 2 DS)

Brazelton test reducido (interaccion
social, atencion, funcion motora y

organizacion).
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Tabla 2. Neurodesarrollo en RN con retraso de crecimiento intrauterino (Arcangeli et al).

First author Year Effect size (95% CI)  Weight %
Studies reporting a4 continuous outcome :

Harvey3? 1982 —m —0.28 (-0.67,0.11) 218
WaltherS! 1982 Cooml —0.49 (-1.06, 0.07) 1.21
Lowd6 1982 }—_— 0.09 (—0.32, 0 50) 2.01
Watt37 1986 —_— —0.87 (-1.82, 0.07) 0.47
Ounsted3? 1988 —'— —0.24 (—0.46,-0.01)  4.27
Pryor? 1995 —I—:— —0.67 -1.09,-0.25)  1.97
Andersson®™ 1997 —F— —0.23 (-0.46,-0.01)  4.31
Markestad3® 1997 —0.34 (-0 51,-0.18)  5.56
Goldenberg® 1993 —0.35 (-0 53,-0.17) 517
Strauss’? 1998 —0.42 (-0.47,-037)  7.93
Roth32 1999 | ———————— 1.65(0.84,2.46) 0.63
Sommerfelt*! 2000 -- —0.27 (0.42,-0.12)  5.82
Gagliardo*2 2004 S S —0.23 (.92, 0.47) 0.84
Zuk®1 2004 —-—}— —0.65 (-1.29,-0.01)  0.98
Peng*? 2005 —Il— —0.45 (0.78,-0.12) .74
Emond# 2006 —i— —0.31 (-0.61, 0.00} 3.02
Figacras’6 2008 - —0.34 (-0 55,-0.13)  4.53
Eixarch3? 2008 - —0.20 (—0.47, 0.06) 3.58
Campos*® 2008 — —0.61 (-1.12,-0.10)  1.41
Theodore®s 2009 :—.— —0.16 (—0.32, 0.01) 5.51
Pylipow€ 2009 || ! —0 51 (-0.60,-042) 7.
Figaeras* 2009 4|—-— —0.09 (—0.36, 0.19) 3.44
Cruz Martinez?? 2009 —0 54 (-0.90,-0.17)  2.40

Subtotal (I-squared = 66.2%, p = 0.000) —0.32 (-0.40,-0.23)  77.23

Studies reporting a continuous ontcome with
populationreference as control

Gray®® 1999

Many* 2005

Subtotal (I-squared = 0.0%, p= 0.704)

—0.32 (-0.68, 0.03) 2.52
—0.40 (-0.61,-0.20)  4.69
—0.38 (-0 56,-0.21)  7.20

Studies reporting a binary outcome only

I+-—Q*+--"€>+

Tenovuo’? 1988 —0 54 (—0.88,-0.19)  2.61
Jelliffe Pawlowski®® 2004 -0.32(-0.38,-0.27)  7.82
Slykerman®S 2007 = = —0.04 (—0.22, 0.15) 5.13
Subtotal (Isquared = 80.9%, p = 0.005) <> -0.27 (-0 50,-0.04)  15.57
Overall (I-squared = £7.2%, p = 0.000) (1') —0.31 (-0.38,-0.25)  100.00
| 1 I | |
_2 -1 [i] 1 2
Lower scores in Higher scores in
SGA babies 5GA babies
Effect size

En resumen, el neurodesarrollo de RN con crecimiento

intrauterino retardado se ha visto consistentemente alterado

i
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como se puede ver en la Tabla 2 del meta-analisis de
Arcangeli et al (44). Otro reciente meta-analisis observé una
mayor alteraciéon que en revisiones previas, sobretodo en RN
con RCIU prematuridad y con redistribucion circulatoria
(Vasodilatacion cerebral) con una disminucion de 0.7 DS en
los test compuestos de neurodesarrollo en RN menores de 35
semanas y de 0.5 SD en los RN de mas de 35 semanas (72),
esto implica no obstante la importancia de la edad gestacional

al nacer.

Existen estudios recientes que se centran en los pasos
intermedios entre la noxa prenatal (retraso de crecimiento,
redistribucion cerebral) y la alteracion del neurodesarrollo. Son
estudios de ciencias basicas, aungque sobre otras especies
(principalmente roedores). Dichos estudios son de gran interés
para plantear nuevas intervenciones preventivas Yy
terapéuticas(73) (74). Por nombrar una corriente actual, en
animales con retraso de crecimiento intrauterino se han
observando mecanismos de induccion y supresidon genética
que modifican la expresiéon proteica en determinadas zonas del
cerebro (75,76). También existe la hipotesis de que dicha
alteracion prenatal continua puede llegar a producir cambios
epigenéticos en los genes involucrados en la respuesta
hipéxica cerebral (77) (78) (76). No obstante, respecto a

dicha hipoétesis todavia no han sido posible demostrar que
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dichos cambios epigenéticos lleguen a afectar la expresion

postnatal de proteinas (79).

77



Introduccién

C. BDNF

EL Brain Derived Neurotrophic Factor es una proteina
descubierta en 1989 incluida en el grupo de las neurotrofinas
junto con la Neurotrofina 3, 4 y el Nerve Growth Factor, con
las que comparte casi el 50% de sus aminoacidos. Es
sintetizada por el gen de mismo nombre, situado en el
cromosoma 11 en humanos. Su accion se basa principalmente
en la estimulacion del receptor especifico Tirosin kinasa B
(TrK-B) pero al ser secretado antes de su clivaje en la forma
pro-BDNF, es entonces cuando tiene afinidad con otro
receptor, el p75. Estas dos formas de BDNF tienen acciones
distintas: cuando el pro-BDNF estimula el receptor p75 tiene
accion apoptodica y cuando el BDNF estd en su forma real es
cuando estimula el receptor especifico TrK-B, que es su

funcion principal.

Figura 7. Estructura 3D f BDNF (Protein
Data Bank by Microswith. Wikicommons)
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La existencia de estas dos formas es una manera de regular la
accion del BDNF(80,81).

Su papel en el neurodesarrollo prenatal se fundamenta en la
estimulacion y mantenimiento del desarrollo sinaptico
(plasticidad sinaptica) y la regulaciéon de la supervivencia y
diferenciaciéon neuronal. También interviene promocionando la
proliferacion y diferenciacion de las células precursoras de los
oligodendrocitos y en la mielinizacion(82) que se expresa

como crecimiento axonal y maduracion cortical.

Diversos estudios en animales han demostrado distintos
papeles del BDNF en el SNC tanto prenatal como postnatal
como la potenciacion de la plasticidad neuronal sobretodo en
el hipocampo, relacionandolo con la memoria y el aprendizaje.
También se ha implicado al BDNF en la neuroproteccion
reduciendo la apoptosis celular ante insultos externos y
promoviendo poblaciones especificas de neuronas tanto en el

sistema nervioso central como en el periférico.

Otro papel del BDNF investigado en el SNC es la relacién con
la Reelina, estas afirmaciones se basan en la observacion de
que el BDNF actua como un regulador negativo de la expresion
de la Reelina, por lo que indirectamente también controla la

organizacion de estructuras laminadas cerebrales (83).
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También se ha observado que el BDNF tiene una acciéon
angiogénica muy similar al VEGF y al PIGF, siendo capaz de
movilizar precursores del sistema hematopoyético para

promover la neovascularizacion (84) (Figura 8).

Figura 8. Funcion del BDNF mas all4d del SNC9 (Dan
G. Duda et al. J Clin Invest. 2005;115(3):596-
598. Pleiotropy of tissue-specific growth factors:
from neurons to vessels via the bone marrow).

En la Tabla 3 a modo de resumen se expone a dia de hoy, los
estudios mas relevantes sobre las funciones estudiadas del

BDNF.
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Tabla 3. Resumen de la actividad del BDNF estudiada. H: humanos, R: ratones.
I:intervenciéon M:mutacién O:Observacién

TIPO DE
AUTOR ACCION ESPECIE | DIANA
ESTUDIO
Oligodendrogé-nesis,
Ramos-Cejudo o I
mielinizacion,
et al(85) R
_ conectividad
Xiao et al(82) M
Potenciacion a largo
Leal et al (86) | plazo (memoria y 0 H
aprendizaje) en adultos SNC

Katoh-Semba G
Neurogenesis via

et al(87) . ., I R

proliferacion neuronal

Aumento del
Burkhalter et

metabolismo neuronal I M
al (88) _
cortical
Donovan et al
(89) H t Angiogé i I R W
onhg e ngiogénesis
g giog SNC

al (90)

Se ha descrito que la expresion de BDNF esta modificada por
diversas condiciones prenatales como la infeccion materna,
preeclampsia, las horas de bolsa rota, la maduracion
corticoidea, el tratamiento con sulfato de magnesio(91) o el

hipotiroidismo, sobretodo en fetos de menos de 32 semanas
de gestacion(92,93).
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También hay estudios que relacionan los niveles elevados de
BDNF con el retraso mental y autismo (94) y niveles
inferiores, con la hemorragia periventricular neonatal

secundaria a lesiones hipoxico-isquémicas(95).

Los recientes estudios postnatales se centran en el andlisis de
la metilacion de su gen sobretodo en sujetos con depresion,
esquizofrenia o trastorno bipolar, asi como las variantes
polimdrficas de la composicion de su gen en la evoluciéon y
respuesta a tratamiento de distintas enfermedades
psiquiatricas que no se detallaran en este estudio por estar

fuera de objetivo.
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D. REELINA

La Reelina es una glicoproteina de la matriz extracelular que
interviene en el desarrollo de las estructuras laminadas del
cerebro en los vertebrados, principalmente en el neocoértex,
médula espinal, hipocampo y cerebelo (96). Consta de 3461
aminoacidos con un peso molecular relativo de 388 kDa. Su
estructura tridimensional de homopolimeros fibrilares esta
formada por varias bandas proteicas que van de 450 Kda a 80
Kda, con una zona bisagra central. Es procesada en el entorno
extracelular por metaloproteinasas en dos locus N-terminal y
C-terminal y una vez secretada no se aisla entera, si no por
partes.

Su gen RELN situado en el brazo largo del cromosoma 7
humano (7g22) tiene una secuencia homoéloga entre roedores

y humanos del 87%.

Figura 10. Estructura cristalografica de la Reelina por Boghog.
Wikicommons.
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Es secretada en grandes cantidades por las células de Cajal-
Retzius, situadas en la superficie glial de la futura corteza,
lugar donde finaliza la migracion radial y se organizan las
capas corticales. Se le considera responsable durante el
neurodesarrollo prenatal de la migracion neuronal radial y
laminacion cortical. Es particularmente abundante en zonas
muy ricas en sinapsis, en las que existe evidencia de
remodelacion y plasticidad constantes. En el neocdrtex
humano y en el hipocampo encontramos una banda
especialmente marcada en el neuropilo de capa | asi como
somas sueltos que la contienen en capas | y Il principalmente.
Su ausencia completa provoca que las neuronas se cologuen
de forma desordenada en la corteza cerebral y cerebelosa,
dando origen a la lisencefalia. No solo se ha visto su funcién
en la migracion y laminacion, también se ha estudiado su
funcion en fendbmenos de crecimiento y guiado axonal, ya que

se ha detectado en interneuronas de la sustancia blanca (97).

El insulto hipdxico letal estudiado en embriones de ratones se
ha visto que modifica de forma mas intensa la expresion de los
genes implicados en la funcion sinaptica y la transmision
neuronal, como el gen de la Reelina (98). En la edad adulta, la

Reelina también tiene su papel, regulando la maduracion del
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receptor glutamatérgico NMDA, ya que interviene en la
composicion de sus subunidades. Es sabido que modulando la
respuesta de este receptor se aumenta su capacidad de
inducir potenciacion a largo plazo, una de las bases celulares

de muchos procesos de aprendizaje y memoria (99).

Una via de sefial como ésta, implicada por una parte en
desarrollo y por otra en la modificacion plastica del cerebro
durante la vida postnatal, es un buen campo de estudio donde
buscar respuestas para las alteraciones del neurodesarrollo.
Situaciones con una posible alteracion parcial por el déficit de
nutrientes y oxigeno intradtero o ante un insulto excitotéxico
como la inflamacion o infeccibn materna que estimule la
apoptosis celular y modifique la expresion del gen de la
Reelina es una hipoétesis formulada por estudios diversos
(100,101).

Diversas patologias previamente relacionadas con estos tipos
de insultos cerebrales se han visto asociadas a una alteracion
en la expresion de Reelina en estos pacientes. En 1998 se
descubrié que, en pacientes con esquizofrenia, el porcentaje
de Reelina era alrededor de la mitad de los controles, medida
mediante cuantificacibn de su ARN mensajero en cerebro

postmortem (8). Por el contrario, se observé que la Reelina en
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plasma de pacientes afectos de esquizofrenia estaba
aumentada respecto a los controles (102). En los pacientes
con autismo y trastorno bipolar, otras patologias que también
se han visto relacionadas con esta via de sefializacion, se ha
encontrado una disminucién de Reelina en sangre periférica y

en los cerebros estudiados postmortem.

En la presencia de un insulto cerebral, se ha visto que la
produccion de Reelina aumenta, supuestamente como
mecanismo compensatorio, tal y como observé Courtés en
ratas adultas tras insulto isquémico cortical (103).

Sabiendo que la alteracién en la produccion de Reelina se
relaciona con determinadas condiciones patolégicas del NP, se
han intentado encontrar factores que pudieran determinar esta
modificacion de la expresion génica. Ghiani recientemente
postulé que los efectos proinflamatorios en ratas modificaban
el clivaje de la Reelina ya secretada en la matriz extracelular,
encontrando cambios en la relacion de los distintos pesos
moleculares de Reelina (100).

El déficit de oxigenacion y nutrientes al que estan expuestos
los fetos con BPEG podria estar relacionado con cambios en la
expresion de Reelina, este efecto podria ser paralelo, bimodal

o gradual al compromiso hemodinamico del feto con BPEG.
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Existen estudios publicados donde se evidencia la correlacion
existente entre los niveles de Reelina en sangre periférica y en
muestras cerebrales postmortem viendo que cuando se da
disminucion de Reelina en tejido cerebral, estaba disminuida
también en sangre periférica aunque no asi todavia en fetos o

recién nacidos (104).

MECANISMO MOLECULAR DE LA SENALIZACION DE LA
REELINA

La Reelina se liga a proteinas y receptores neuronales como el
ApoER2, el VLDL-R y la integrina a3f1. La unién a dichos
receptores induce su agrupamiento y por consiguiente, la
oligomerizacion de la proteina Dab-1 en el lado citosodlico de la
membrana plasméatica. Esto conlleva a la activacion de la
familia Tyrosin-kinasa y Fyn-kinasa que provoca Ila
fosforilacion de dicha proteina Dab-1 a modo de
retroalimentacion positiva. Todo esto es el inicio del sistema
de sefalizacion en las células efectoras (como las células
piramidales corticales), base para la formacién de filopodias,
elementos ricos en actina, primordiales para la migracion,
ordenacion celular, neurotrofismo e incluso cicatrizacion

(Figura 11).
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Figura 11. Via de sefalizacion de la Reelina. Fatemi et al.(9)

FUNCION

Durante el periodo embrionario, la Reelina es sintetizada y
excretada por neuronas Cajal-Retzius en la corteza cerebral y
en el cerebelo, por neuronas de la capa granular radial. En
ambos casos, se secreta a la matriz extracelular.

También se puede encontrar Reelina en otras zonas no
corticales, como en el nucleo motor romboencefalico, neuronas
preganglionares simpaticas, neuronas autbnomas de la médula
espinal, asi como en otros tejidos extracerebrales como en las
glandulas suprarrenales, plasma pobre en plaguetas e higado,

cuestionando su papel fuera del sistema nervioso central(105).
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Su papel principal es en la migracién neuronal radial. Una vez
que la migracion neuronal finaliza, alrededor de la primera
mitad de la gestacion, las células de Cajar-Retzius degeneran
y en la segunda mitad de la gestacion se puede encontrar
Reelina como patron fetal y adulto, presinaptica vy
postsinaptica, localizandola en los terminales axonales,
espinas dendriticas... Tiene un papel no del todo conocido y
aun en investigacion ya que se le ha relacionado, a parte de
con la migracién y laminacion cortical, con la maduracién de
dendritas y espinas dendriticas asi como con la plasticidad

sinaptica(106).

PATOGENIA OCASIONADA POR LA REELINA

La importancia del estudio de la Reelina en la ultima década
radica en la postulacion de hipdtesis que la relacionan con
alteraciones psiquiatricas como la esquizofrenia, el autismo, el
trastorno bipolar, la depresiéon mayor, la epilepsia del 16bulo
temporal o incluso el Alzheimer(39). Dichas hipoétesis se
formulan con los cambios observados en los niveles de Reelina

del tejido cerebral tanto cortical como de la sustancia blanca y
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el hecho de que su funci6on a parte de la corticogénesis, no

esta del todo descubierta.

La ausencia completa de la Reelina ocasiona una enfermedad
grave de la migracion neuronal denominada Lisencefalia tipo
2. Debido a la mutacion del gen RELN, las neuronas Cajal-
Retzius tanto de la capa pial como del cerebelo no la secretan
y las neuronas generadas en la zona ventricular a pesar de
poder migrar a capas superiores, pierden la organizacion
debido a la ausencia de la citoarquitectura o andamiaje que
tendria que haber sido creado por la Reelina. Por este motivo,
las neuronas pueden no finalizar en la capa pial y llegan a la
zona marginal y siendo incapaces de adoptar la estructura de

las 6 capas neuronales del cortex.

También se ha estudiado el papel de la sefalizaciéon de la
Reelina en la plasticidad sinaptica en modelos animales, asi
como los cambios en el aprendizaje de ratones heterocigotos
para la mutacion del gen RELN, con niveles de Reelina
disminuidos pero no ausentes. También, en funcién de la
localizacion de la alteracion de los niveles de Reelina
(hipocampo, lébulo temporal) se han observado alteraciones

del aprendizaje y comportamiento animal diferentes (107).
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desarrollo de enfermedades

neuropsiquatricas, es un campo todavia en expansiéon. En la

Tabla 4 (adaptada de Fatemi(107)) se muestran los estudios

publicados en la dltima década sobre el papel de la Reelina en

dichas enfermedades.

Tabla 4. Papel de la Reelina en patologia.

Enfermedad

LCR

Sangre

SNC

Referencia

Autismo

v

Fatemi et al. 2002
(108)

Fatemi et al.
2005(109)

Esquizofrenia

No
relacionado

Ignatova et al.
2004 (110)
Fatemi et al.
2001b(111)
Guidotti et al.
2000
Impagnatiello et
al. 1998 (112)
Eastwood and
Harrison,
2006(113)

Trastorno
Bipolar

Fatemi et al.
2001b (111)
Guidotti et al.
2000 (114)
Torrey 2005 (115)

Depresion
Mayor

Sin
cambios

Fatemi et al. 2001
(111)

Guidotti et al.
2000 (114)

Lesion Hipoxico-
Isquémica
(roedores)

Komitova 2013
(74)

Courtes 2011
(103)
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS
2.1.1. HIPOTESIS CONCEPTUAL-OPERATIVA

Los recién nacidos pequefios para su edad gestacional
presentan distintos niveles de BDNF y Reelina en sangre de
vena umbilical que los que tienen peso adecuado para su edad

gestacional.

El grado de afectacion del crecimiento intradtero, marcado por
la alteracion Doppler antenatal influye en los niveles de BDNF
y Reelina de vena umbilical de fetos pequefios para la edad

gestacional.
Tanto la neurotrofina BDNF como la proteina Reelina son unos

marcadores de fallo de crecimiento intralUtero en fetos

pequefios para la edad gestacional.
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2.2 OBJETIVOS
2.2.1. OBJETIVO PRINCIPAL

1. Comparacion de los niveles de Brain Derived Neurotrophic
Factor (BDNF) y Reelina en sangre de corddn entre recién
nacidos con bajo peso para la edad gestacional (BPEG) y
recién nacidos con peso adecuado para su edad
gestacional (PAEG) emparejados por edad gestacional y
sexo.

2. Para la consecucion de este objetivo principal, ha sido
prioritario poder realizar el céalculo del percentil
customizado de nuestra poblacién a estudio a partir de la
poblacién de referencia, actualizada a dicho periodo de

estudio.

2.2.2. OBJETIVOS SECUNDARIO

1. Creacion de niveles de referencia de BDNF en funcion de la
edad gestacional.

2. Creacion de niveles de referencia de Reelina en funcion de
la edad gestacional.

3. Comparacion de los niveles de BDNF y Reelina entre la
totalidad de los fetos BPEG y PAEG.

4. Evaluacion de los niveles de Reelina y BDNF en funcién del

Doppler fetal antenatal.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.0 . DISENO Y FASES DEL ESTUDIO.
Todos las fases del estudio referidos en esta Memoria se han
realizado siguiendo consecutiva o simultdneamente el

esquema de la Figura 12.

Seleccion de Seleccion de
casos controles

Curvas de referencia pesos
normalidad recién nacidos

Depuracion de casos y controles

Descriptivo casos y controles

Valores de
referencia de
BDNF y Reelina

Analisis comparativo casos
y controles emparejados
Analisis comparativo de casos y

controles en la muestra total

Papel del Doppler
en los niveles de
BDNF y Reelina

Figura 12. Fases del estudio
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4.1. CREACION DE CURVAS DE PESO NEONATAL
CUSTOMIZADAS EN NUESTRA POBLACION DE ESTUDIO

Para la «creacion de curvas de || Seleccionde Seleccion de

casos controles

referencia de peso neonatal propias

Curvas de referencia pesos

customizadas se recogié una cohorte normalidad recién nacidos
| Depuracion de casos y controles |

retrospectiva comprendida entre —
Descriptivo casos y controles
Octubre 2005 y Diciembre de 2011 de T
referencia de
49.969 partos. BDNF y Reelina
Analisis comparativo casos
vy controles emparejados
Analisis comparativo de casos y
1 . Su jetos controles en la muestra total

Papel del Doppler

% en los niveles de
Tomando en cuenta las gestaciones BDNF y Reelina

Unicas sin patologia atendidas durante el periodo de estudio,
contamos con una cohorte de 34497 gestantes.
2. Variables

Las variables analizadas fueron, edad materna, paridad, raza,
edad gestacional en semanas cumplidas, sexo fetal, patologia
materna y fetal clasificada, patologia fetal presente o ausente,
tipo de parto y mortalidad perinatal.

Se recogieron las variables edad materna en dos formas,
continua y segregada para tres (grupos principales
(adolescente < 18 afios, normal: 18 a 39 anos y afosa > 39

afos).
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La paridad se recogi6 también en dos formas, discreta y
segregada en nuliparas, primiparas y multiparas para el punto

de corte de 3 partos o mas.

Las razas se clasificaron en Caucasica, Magrebi, Asiatica,
Africana, Sudamericana y otras (principalmente compuesta
por Oceania). También se optd por analizar la variable raza

segregando la raza Caucasica en espafiola y no espafiola.

La patologia materna se clasifico en 18 categorias en funcion
del sistema afecto, incluyendo diabetes, hipertension-
preeclampsia, infecciones, enfermedades reumatoldgicas,
autoinmunes, nefrourolégicas, cardiacas, ginecoldgicas,
digestivas, hematoldgicas, malos antecedentes obstétricos y

técnicas de reproduccion asistida.

Todas las gestaciones incluidas en la descripcion de curvas de
referencia de peso neonatal o peso 6ptimo al nacimiento, se
dataron con ecografia de primer trimestre mediante la longitud
craneo-caudal o en su defecto, en el segundo trimestre
mediante el diametro biparietal. La edad gestacional se
corregia si la diferencia era mayor a 7 dias respecto a la
ecografia del primer trimestre o el ciclo menstrual de la

paciente era irregular.
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El peso fetal se obtuvo en las primeras 12 horas del
nacimiento.

Para aumentar la calidad de los datos, el resto de las variables
se revisaron y en su caso se recogieron en la fecha del alta, en
el momento de firmar el informe hospitalario por parte del

Servicio de Pediatria y de Obstetricia.

Los criterios de exclusion fueron cualquier tipo de patologia
materna, o fetal, gestacion multiple, técnicas de reproduccion
asistida, mortalidad perinatal y gestaciones sin datacion

comprobada por ecografia.

3. Metodologia estadistica calculo percentil
customizado.
La descripcidon de las curvas de referencia de pesos neonatales
se realiz6 con regresion lineal multiple y se seleccionaron las
variables con un comando de extension disefiado para la
seleccion de la mejor ecuacion predictiva, siguiendo el criterio
de R%. Ante pequefias diferencias de R?, se consideré también
el modelo que mejoraba el valor de Cp de Mallows.
En el modelo de regresion lineal, se comprobaron las variables
seleccionadas mediante el método eliminatorio hacia atras con
criterios de seleccion de entrada PIN = 0.05 y salida POUT =

0.1.
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El analisis de los residuales comprob6é cumplian los criterios
asumidos en una regresion, siendo de distribucién normal por
el grafico Q-Q.

También se evalud las distancia de Cook y la tolerancia, siendo
estas menores de 0.005 y mayor de 0.9 respectivamente para
las variables seleccionadas. El programa estadistico utilizado

para el analisis fue SPSS 20.0.

La aplicaciéon del modelo obtenido sobre nuestra poblacién a
estudio se realiz6 mediante los calculos de los percentiles con

la siguiente férmula:

COMPUTE Z=(PESO / optimal_birthweight — 1) / CV Pearson
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4.2 COMPARACION DE LOS NIVELES DE BRAIN DERIVED
NEUROTROPHIC FACTOR (BDNF) Y REELINA EN SANGRE
DE CORDON ENTRE RECIEN NACIDOS PEQUENOS PARA
SU EDAD GESTACIONAL (BPEG) Y LOS QUE TIENEN
PESO ADECUADO PARA SU EDAD GESTACIONAL (PAEG).

4.2.1. Tipo de estudio y sujetos a estudio.

Se ha disefiado un estudio de casos y controles a partir de los
fetos atendidos en la Maternidad del Hospital Universitario
Gregorio Marandn entre el 9 de Noviembre 2009 y el 31 de
Diciembre 2011.

Seleccion de Seleccion de
casos V| controles

Curvas de referencia pesos
normalidad recién nacidos

| Depuracion de casos y controles |

Descriptivo casos y controles

Valores de
referencia de
BDNF y Reelina
Analisis comparativo casos
y controles emparejados
Analisis comparativo de casos y
controles en la muestra total
Papel del Doppler

en los niveles de
BDNF y Reelina
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Poblaciéon fuente vy definicién de casos vy seleccidn:

Se realizé el reclutamiento de las gestantes atendidas en la
unidad de ecografia diagnosticadas de caso, cumpliendo los
criterios de inclusion y exclusiéon de la tabla 1 y cuyo parto fue
atendido en nuestro centro.

Los casos se denominan en este estudio fetos “con bajo peso
para la edad gestacional” (BPEG) y se refieren a fetos
procedentes de gestaciones Unicas diagnosticados inicialmente
de crecimiento inferior al percentil 10 por los percentiles
poblacionales publicados por Figueras et al, (116) mediante
estudio biométrico ecogréafico, nacidos en nuestro centro con
independencia de la edad gestacional al nacimiento y que
poseen alteracion Doppler, ya sea por vasodilataciéon cerebral
o elevacion del indice de pulsatilidad de la arteria umbilical,
segun las tablas de referencia de Arduini (117) y Bastchat

(28) respectivamente.
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Seleccion de controles, fetos con peso adecuado para su edad
gestacional (PAEG):

Se realizd reclutamiento de las gestantes cuyo parto fue
atendido en nuestro centro durante el periodo de estudio y
periodo de reclutamiento de los casos. Cumplian los criterios
de inclusion y exclusion descritos en la tabla 5 vy
diagnosticados inicialmente de crecimiento adecuado para la
edad gestacional (> percentil 10) por los percentiles

poblacionales publicados por Figueras et al.

Seleccion de Seleccion de
casos controles ¢

Curvas de referencia pesos
normalidad recién nacidos

| Depuracion de casos y controles |

Descriptivo casos y controles

Valores de
referencia de
BONF y Reelina

Analisis comparativo casos
controles emparejados

Analisis comparativo de casos y
controles en la muestra total
Papel del Doppler

en los niveles de
BDNF y Reelina
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Tabla 5. Criterios de Inclusion y Exclusién de los sujetos a estudio.

Exclusion

Gestacion Unica de >0= de 34 semanas en el momento
del parto.

Mal control gestacional (< de 3 visitas).

Sujetos Datacion gestacional > 20 semanas.

control Corioamnionitis.

(PAEG) & i 5
Defectos congenitos (Malformacion fetal o alteracion
genética).

Consumo de drogas ilicitas o alcoholismo durante el

embarazo.

Negativa a firmar el consentimiento informado.

Exclusion Inclusion

Mal control gestacional (< de 3 |e Percentil

visitas). customizado <10

Datacion gestacional > 20 Segin nuestras
tablas

semanas. ;
poblacionales.

Sujetos Corioamnionitis. .

caso e Doppler arteria

(BPEG) Defectos congénitos umbilical >
(Malformacion fetal o alteracion percentil 95 o
genética). arteria cerebral

media < percentil
5 segun tablas de
Arduini y Baschat
Negativa a firmar el respectivamente.
consentimiento informado.

Consumo de drogas ilicitas o
alcoholismo durante el embarazo.
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Aplicacion de curvas de peso neonatal customizadas de
nuestra poblacion A partir de las

. Seleccion de Seleccion de
curvas obtenidas en el apartado A y casos controles
con la intencion de contrastar la Curvas de referencia pesos

normalidad recién nacidos
categorizacion de los grupos casO |[ Depuracion de casosy controles ||V

control, se aplico en cada recién Descriptivo casos y controles

Valores de
referencia de
BONF y Reelina

nuestra poblacién. Analisis comparativo casos

¥ controles emparejados
Analisis comparativo de casos y
controles en la muestra total
Papel del Doppler
en los niveles de
BDNF y Reelina

nacido el percentil customizado de

4.2.2. Variables clinicas y bioquimicas a estudio.

Variables clinicas maternas: edad materna (afos cumplidos),

paridad, antecedentes obstétricos (abortos de repeticion como
igual o mas de 2, preeclampsia previa, CIR previo), patologia
materna actual (diabetes, preeclampsia, hipertensién o
hipotiroidismo, todas ellas con o sin tratamiento), tratamiento
farmacolégico de la patologia materna (levotiroxina, insulina,
labetalol).
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Variables ecograficas fetales (solo para fetos BPEG): edad

gestacional y percentil de peso fetal al diagndéstico, IP Arteria
Umbilical, IP Arteria Cerebral Media, (ultimos valores Doppler
previos al nacimiento y dicotomizados en casos de ser superior

o inferior a los limites de la normalidad).

Variables clinicas obstétricas: mas de 12 horas de bolsa rota,

tratamiento con sulfato de magnesio profilactico para
eclampsia, tipo de parto (eutdcico, instrumental, cesarea sin

trabajo de parto o cesarea con trabajo de parto).

Variables clinicas neonatales: edad gestacional a nacimiento

en semanas cumplidas, sexo, peso en gramos Yy percentil
customizado de peso neonatal tomado en paritorio.
Maduracion pulmonar, valor del Test de Apgar (al minuto y a
los 5 minutos), pH arterial de cordén umbilical, tipo de
reanimacion, ingreso en UCIN, hemorragia Interventricular

segun la clasificacion de Papile (118).

Variables bioguimicas de la vena umbilical: hemograma

(hemoglobina, hematocrito, leucocitos, neutrofilos,
monocitos), cortisol , BDNF y Reelina (dos pesos moleculares
de 180 y 320 kDa y total).
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4.2.3. Tipo de variables en relacion al tipo de estudio.

Variables resultado (variable dependiente): En algunos
andlisis, la variable resultado fue la definitoria de caso y
control (BPEG y PAEG respectivamente), aunque para otros
analisis se utiliz6 como variable resultado la mediana de BDNF

y Reelina.

Variables explicativas (variables independientes): tal y como

se definieron en el apartado anterior, el resto de variables
analizadas quedan supeditadas al analisis distributivo en
funcion de caso control o de la distribucion de las moléculas
BDNF y Reelina.

4.2.4. Métodos de laboratorio.

RECOGIDA DE LAS MUESTRAS, PROCESAMIENTO INICIAL Y
ALMACENAJE

Las muestras fueron recogidas en el momento del parto previo
al alumbramiento y depositadas en tubos estandar clinicos que
contenian heparina de Litio. La sangre se centrifugd dentro de
la primera hora del nacimiento en el servicio de Bioquimica,

por el técnico de laboratorio de guardia. Se dividieron en
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alicuotas Eppenddorf, un minimo de uno y un maximo de tres,
codificados con el identificador de estudio y almacenados en
gradillas en un ultracongelador Thermo Scientific Fisher Forma
a — 86°C.

La descongelacion se realizé a temperatura ambiente y sélo en
una ocasion, no se realizaron congelaciones posteriores. Se
siguié las recomendaciones de Lugli et al(119) en el
almacenaje hasta la creacion de los geles y la disposiciéon de

los anticuerpos se realiz6 hasta un maximo de 5 afos.

DETERMINACIONDE BDNF EN VENA UMBILICAL POR
METODOLOGIA DE ELISA

La determinacion de BDNF se llevo a cabo mediante el ensayo
Quantikine Human BDNF Immunoassay (R&D Systems).

Este ensayo es un ELISA en fase sélida de tipo sandwich. Los
anticuerpos antiBDNF se encuentran inmovilizados en la
superficie de los pocillos de la microplaca. Estos anticuerpos
capturan el BDNF contenido en las muestras, controles y
calibradores y tras lavar se afiade un segundo anticuerpo
frente a BDNF que lleva unida una enzima que tras la adicidon

de un sustrato quimico emitira una sefal. La intensidad de
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esta seflal sera proporcional a la concentracion de BDNF

contenida en la muestra.

Foto 1. Analizador de ELISA.

DETERMINACION DE REELINA EN VENA UMBILICAL POR
METODOLOGIA DE WESTERN BLOT

Preparacion de la muestra:

Se diluy6é 1 ml de cada plasma problema en 30 ml de tampdn
de carga, buffer Laemmli compuesto por Tris 2 M pH 6.8, urea
6 M, b-mercaptoetanol 15 %, azul de bromofenol a 0.003% y
SDS al 3 %. Las muestras se desnaturalizaron por calor

durante 3 minutos a 95°C.

La separacion de proteinas se realizd6 por electroforesis en

geles de SDS-poliacrilamida (Bio-Rad) al 6 % en el sistema
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Mini Protean (Bio-Rad) durante 130 minutos a 120 voltios y
posteriormente se transfirieron a una membrana de PVDF
(Millipore) por transferencia humeda empleando el sistema
Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad) durante 15 horas a 15 voltios a
4°C.

El bloqueo de la membrana se llevo a cabo con PBS 0.1%
Tween 20 (PBSt) con 5% de leche en polvo durante 1 hora a
temperatura ambiente, tras lo que se lavé con PBSt antes de
incubar toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti-Reelina aa
164-189 mreelin, clone 142 (Calbiochem, Millipore) diluido en
PBSt con 1% de leche. Tras la incubacion se realizaron tres
lavados de 5 minutos con PBSt y finalmente se incub6 durante
una hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario IgG de cabra frente a Ig de ratbn marcado con
peroxidasa de rabano (HRP) (Santa Cruz Biotechnology)
preparado en solucion de bloqueo. Tras otros tres lavados de 5
minutos con PBSt, la membrana se revelé por
quimioluminiscencia empleando el reactivo ECL (Bio-Rad). La
deteccion de sefial se realiz6 mediante el sistema Image
Reader LAS-4000 (Fujifilm) y el analisis densitométrico se
llevé a cabo empleando el software ImagenJ. Se obtuvieron
datos para dos pesos moleculares distintos, 180 kDa y 320
kDa, asi como el total de la muestra. Se analizaron por

separado y en total, tal y como refleja la literatura(119) (120).
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4.2.5. Recogida de los datos y analisis estadistico.

a) Calculo del tamafio muestral.

La evaluacion de la diferencia de los niveles de reelina en
sangre de cordon en fetos afectos requiere el contraste
bilateral de la hipotesis nula de igualdad entre la diferencia de
medias en grupos independientes. Mediante la utilizacién de la
herramienta Epidat 4.1 y asumiendo varianzas desconocidas
pero iguales, se calculd6 una diferencia de medias
estandarizada entre afectos y no afectos de 0.621, con un
nivel de confianza de 95%, una potencia de 80% Yy una
proporcion de casos y controles de 1, se precisarian 41
pacientes por grupo, estimando una perdida de 5%, se
necesitaran 44 pacientes por brazo, siendo un total de 88

pacientes para el estudio de la molécula de Reelina.

b) Recoqgida de datos:
Se utilizé un formulario para la recogida de la informacion de

este estudio, donde se recogieron los datos maternos, fetales
y ecograficos, al reclutamiento de la paciente y los datos
perinatales tras el parto (ver anexo IIl).

Todas las pacientes reclutadas tanto en la Unidad de

Diagnéstico Prenatal de nuestro centro como las procedentes
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del paritorio firmaron el consentimiento informado de

participar en este trabajo (ver anexo I).

Reclutamiento de los casos: Los datos procedentes de la
Unidad de Diagnéstico Prenatal fueron obtenidos por los
profesionales quienes realizaban el estudio ecogréafico vy
reclutaban a cada paciente aplicando los criterios de exclusion
e inclusion. Posteriormente la doctoranda era informada de la

inclusion de cada paciente en el estudio.

Reclutamiento de los controles: Los datos de las pacientes
controles eran reclutadas en la Unidad de Paritorio por el
personal que atendia el parto, instruidos en aplicar los criterios

de inclusiéon y exclusion.

Tanto para los casos como para los controles, los datos
perinatales fueron obtenidos por los obstetras que se
encontraban de en la Unidad de Paritorio en el momento del
parto. Los datos neonatales fueron obtenidos a partir del

informe de neonatologia y registrados por la doctoranda.
Por ultimo sefalar que todos los datos se recogieron de forma

codificada y fueron introducidos en una base de datos

Microsoft Access 2003 disefiada para este fin y el andlisis
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estadistico posterior se llevé a cabo con el paquete estadistico
SPSS 20.0 (SPSS Inc). Se consider6 significativo un valor de
p<0.05 teniendo siempre presentes los intervalos de
confianza. Pese a alcanzar o no dicha significacién, se tomoé en
cuenta la magnitud del efecto encontrado y la aplicabilidad

clinica del mismo.

c) Andlisis estadistico:

Analisis descriptivo de las variables del estudio.

Con el fin de describir las caracteristicas de la poblacion de
gestantes (casos y/o controles) incluidas en el estudio se
evaluaron de forma descriptiva las variables, tanto predictoras
como de resultado. En funcion de la naturaleza de cada
variable, éstas se detallan en porcentaje, para las variables
cualitativas y en parametros de centralizacion
(media/mediana), junto a parametros de dispersion
(desviaciéon tipica, rango intercuartilico u otros) para las

variables cuantitativas.

Analisis estadistico para el calculo de los valores de
referencia del BDNF y Reelina en fetos PAEG.
Para el calculo de los rangos de referencia de los niveles de

BDNF entre las 37 y las 41 semanas fue obtenido siguiendo el
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procedimiento descrito por Royston y Wright (121). Este
método supone que, en cada edad gestacional, el BDNF tiene
una distribucion Gaussiana con una media y desviacion tipica y
que en general estas varian levemente con la edad
gestacional*. La estimaciéon de funciones de la media y la
desviacion tipica se basa en el analisis de regresion. Si la
desviacion aumenta considerablemente con la edad
gestacional, es mas facil modelar el logaritmo del BDNF que
los valores crudos. Para conocer esto, es necesario evaluar el
ajuste de la distribucion de los datos por regresion lineal,
logaritmica, cubica y cuadratica. Después del estudio del
comportamiento de la desviacion tipica, se evalua el de la
media mediante un analisis de regresion de minimos
cuadrados. Primero se aplica un modelo de regresion cubico.
Si éste no es significativamente diferente de cero, entonces se
estudia el modelo cuadratico y asi sucesivamente. Este
proceso se repiti6 hasta que no se eliminaron mas términos
del modelo.

Cuando la medicion tiene aproximadamente una
distribucion Gaussiana, los valores ajustados tras la regresion
de los residuales absolutos sobre la edad gestacional, son una
estimacion de la curva de DT. Si no existe una tendencia con
la edad gestacional, la DT se estima como la DT de los

residuos sin escala. Si hay una tendencia, entonces se
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necesita un analisis de regresion polinomial de la misma forma
que para la media.

La hipdtesis de una distribucion de Gauss se prueba mediante
el uso de los Z-score. Un grafico de probabilidad normal de los
Z-score da una idea de la medida en que los valores siguen
una distribucion Gaussiana.

Esto se puede verificar formalmente por el test de Shapiro-
Wilk y todos los valores P utilizando ambas pruebas fueron
superiores a 0.05. Un grafico de las puntuaciones Z contra la
edad gestacional debe ser distribuida al azar alrededor de
cero. Si aparece una tendencia o existe una desviacion de una
distribucion de Gauss, entonces todo el analisis debe hacerse
de nuevo después de una transformaciéon adecuada de las
mediciones.

Sin embargo, en este estudio este no es el caso. Una vez que
el modelo satisfactorio ha sido determinado y dependiendo de
la utilidad de las curvas percentilares para el intervalo de
referencia, se calculan sustituyendo las expresiones para la

media y la DT en la siguiente ecuacion:

percentil=media+KDT
donde K es el percentil correspondiente de la distribuciéon
gaussiana. Si la estimaciéon de las curvas se realiza en la

escala logaritmica, debe ser considerado.
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Analisis de la relacion de los valores del BDNF y Reelina
por edad gestacional y otras variables clinicas

perinatales.

Mediante un modelo de regresion lineal multivariante se
realizé el ajuste de los valores medios de BDNF y Reelina por
edad gestacional en relacion al sexo fetal y el presentar o no
mas de 12 horas de bolsa rota, dado que dichas variables han
sido analizadas previamente en otros estudios.(92)

Como criterio de ajuste del modelo que describe dicha
asociacion, tomaremos en cuenta la significacion de la variable
introducida en el modelo y/o el cambio del coeficiente beta de
la edad gestacional en el calculo del valor medio de cada

molécula > 10%(122).

Analisis de calidad de la muestra en sangre de corddn

en fresco.

Dado que el analisis de BDNF y Reelina fueron realizadas en
un segundo tiempo (tras congelacion de las muestras) y para
constatar que dichas muestras analizadas previamente a la
congelacion carecian de artefactos, se describid la distribuciéon

de la hemoglobina (gr/dL), hematocrito (%), leucocitos

119



Material y Métodos

(n®/uL) , linfocitos (%) y neutrofilos (%) por edad gestacional

en los fetos PAEG.

Analisis de la asociacion entre las variables predictoras
y de resultado en el estudio de casos y controles

emparejados.

Distribuciéon de las variables

Previamente al analisis estadistico se comproboé si los datos a
analizar seguian una distribucién normal dentro de cada grupo
y si las varianzas eran homogéneas, en cuyo caso se aplicé un
método paramétrico. En los casos en los que las variables no
cumplian los requisitos de normalidad y homogeneidad de

varianzas, se utilizaron métodos no paramétricos.

Tests para valorar el grado de independencia

a) Métodos paramétricos:

Se estudié la posible asociacion (en funcion del grado de
dependencia/independencia) entre determinadas variables

predictoras y de resultado, con la intencion de dar respuesta a
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los analisis que tienen lugar durante la fase inferencial. Para
ello utilizamos los métodos:

» Chi cuadrado de Pearson:

La prueba de Chi-cuadrado, se emplea cuando estamos
interesados en determinar la independencia dos variables
cualitativas.

e Correlacion lineal de Pearson:

Este coeficiente permite estudiar la relacion lineal entre dos
variables cuantitativas. Dicha relaciéon sera nula (asociacion
lineal inexistente) si r=0, aumentando a medida que el valor
de r se aproxima a 1 o a -1. El signo del coeficiente r indica el
sentido de la asociacion, siendo directa cuando el signo es
positivo e inversa cuando es negativo.

En el célculo de la fuerza de asociacion entre variables cuando
una de ellas sea una variable cualitativa de multiples
categorias, para ajustar mejor el resultado se intentara
agrupar al menor estandarmero de categorias posibles.

e T de Student para muestras independientes:

Se utiliza para demostrar la independencia de una variable
cuantitativa de resultado en funciobn de una variable
independiente binaria. El parametro que se compara son las
medias de una determinada variable entre dos grupos

binarios.
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b) Métodos no paramétricos

Las pruebas estadisticas no paramétricas se usan cuando la
muestra es pequefia o la distribucion de los datos no cumple
caracteristicas de normalidad. Siguiendo los criterios de
seleccion de cada una de las variables, aplicaremos: el analisis
de comparacion de medianas, Kurskal-Wallis, la suma de los
rangos de Wilcoxon, el test de Chi cuadrado de Pearson, el

andlisis de correlacion de Spearman u otras.

Analisis de efecto

a) Andlisis univariado

El analisis univariado mediante técnicas de regresion logistica
lineal se ha utilizado para analizar la correlacion de las
variables clinicas materno-fetales con las diferentes variables
respuesta en cuando a la visualizacion o no de los cortes. Se
ha exigido un nivel de significacion p < 0.05. No obstante cada
modelo maximo se ha conformado teniendo en cuenta todas
aguellas variables con relevancia clinica o con significacion <
0.20.

b) Anélisis multivariado

El andlisis multivariado mediante técnicas de regresion

logistica multiple se ha utilizado para determinar y ponderar el
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efecto de cada variable que se introduce tras el analisis
univariado en relacion al conjunto de variables.

Como primer paso se ha obtenido el modelo méaximo,
conformado teniendo en cuenta todas aquellas variables con
relevancia clinica o con significacion < 0.20 en el andlisis
univariado.

Posteriormente, mediante “back step list wise” se han
obtenido los modelos 6ptimos para cada variable respuesta. La
seleccion de estos modelos se ha regido prioritariamente por
el principio de parsimonia, pero teniendo en mente siempre el
fin dltimo de este trabajo: conseguir modelos con la mejor
capacidad predictiva.

Los resultados se presentan en coeficiente B (coeficiente de
regresion), que representa la tasa de cambio de la variable
resultado por cada unidad de cambio de las variables a estudio

(variables predictoras).

123



Material y Métodos

4.2.6. Analisis descriptivo individualizado de los Casos y

Controles.

Tomando en consideracion las variables

y
variables

tanto clinicas materno-fetales

perinatales como las
bioquimicas detalladas en el apartado
2, se realiza un analisis descriptivo
los

individualizado de los casos vy

controles.

4.2.7. Determinacion de los valores

Seleccion de
controles

Seleccion de
casos

Curvas de referencia pesos
normalidad recién nacidos

| Depuracion de casos y controles |

‘ Descriptivo casos y controles ‘

Valores de
referencia de
BDNF y Reelina
Analisis comparativo casos
y controles emparejados
Analisis comparativo de casos y
controles en la muestra total
Papel del Doppler
en los niveles de
BDNF y Reelina

de referencia de BDNF y Reelina en sangre de cordon de

los fetos PAEG

Los valores de referencia para los
niveles de BDNF y Reelina en sangre

de

nacidos PAEG por edad gestacional

de corddon umbilical los recién
(entre la 34 y la 41 semanas), se
la metodologia
De

describen siguiendo
propuesta por Royston (121).
igual forma, a modo de control de las

muestras obtenidas, se describe
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Seleccion de
controles

Seleccion de
casos

Curvas de referencia pesos
normalidad recién nacidos

| Depuracion de casos y controles |

Descriptivo casos y controles

Valores de
referencia de
BDNF y Reelina

Analisis comparativo casos ‘
y controles emparejados
Analisis comparativo de casos y
controles en la muestra total

Papel del Doppler
en los niveles de
BDNF y Reelina

la distribucion

de la
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hemoglobina, hematocrito, leucocitos, linfocitos y monocitos
en sangre de cordon umbilical de los recién nacidos PAEG en

funcion de la edad gestacional.

4.2.8. Estudio comparativo de las variables clinicas
materno-fetales y perinatales asi como las bioquimicas
en sangre de cordon umbilical para casos y controles

emparejados por edad gestacional y sexo.

Tras la descripcion de las variables |[ o.occonae T

casos controles

explicativas de forma individual en

Curvas de referencia pesos

cada uno de los grupos (casos Yy normalidad recién nacidos

| Depuracion de casos y controles |

controles) y con la voluntad de realizar

‘ Descriptivo casos y controles

un analisis comparativo, se realizara un

Valores de
referencia de

emparejamiento 1:1 de los casos vy BDNF y Reelina

4 Analisis comparativo casos
controles por edad gestacional (£ 7 ,imnﬁo.es‘;mgam-,ados v
, A ., Analisis comparativo de casos y
dias) y sexo. Con la intencion de poder controles en la muestra total

Papel del Doppler

analizar el maximo numero de | enlosnivelesde
BDNF y Reelina

variables, se selecciond para cada caso

los controles que tuviesen el maximo numero de variables
recogidas. Para garantizar la normalidad de los casos-control,
se consideraron aquellos que tuvieran mas de 34 semanas de

gestacion. La comparacion se realizé utilizando tests de
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independencia paramétricos y no paramétricos en funcion de

la distribucién de las variables.

4.2.9. Analisis comparativo de casos y controles en la
muestra total: Uso de otro tipo de estudio para el
analisis comparativo de las variables bioquimicas en

sangre de cordon.

Seleccion de Seleccion de
casos controles

Debido a que el objetivo principal del

: Curvas de referencia pesos
estudio es el de conocer el normalidad recién nacidos

| Depuracion de casos y controles |

comportamiento de BDNF y Reelina

Descriptivo casos y controles

tanto en casos como en controles, la

Valores de

dificultad de emparejar los casos S
< Analisis comparativo casos
sobretodo por debajo de 34 semanas, ,imm.es‘;mga,e-,ad@
. ) i Analisis comparativo de casosy || /
nos lleva a utilizar otro tipo de estudio controles en Ia muesra total

Papel del Doppler

para analizar dichos comportamientos | enlosnivelesde
BDNF y Reelina

asi como su posible asociacion con
otros factores previamente relacionados con el caso como el

patron hemodinamico fetal.
Concretamente, para el analisis de ambas moléculas, como

alternativa se recurrird al analisis de regresion lineal

multivariante corrigiendo los coeficientes beta en funcidon de
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las variables identificadas en el apartado de la normalidad de

BDNF como influenciadoras.

4.2.10 Papel del Doppler en los niveles de BDNF y
Reelina en fetos BPEG.

Seleccion de Seleccion de
Tal y como se explicé en el apartado casos cantiles
Introduccién, el retraso de crecimiento KAIPELE O FEERINAR (s

normalidad recién nacidos

fetal intrauterino se estudia mediante || Depuracion de casosy controles |

el Doppler antenatal. Por este motivo, |/ PecPivecasesycontioles

. Valores de
se analiza el papel de los patrones referencia de
BDNF y Reelina

diferenciales del Doppler fetal sobre los Andlisis comparativo casos
y controles emparejados

i i Analisis comparativo de casos y
niveles de BDNF y Reelina de forma el piadnas

multivariada corrigiendo log || Fapeldel Doppler

en los nivelesde | v
BDNF y Reelina

coeficientes beta en funcién de las
variables identificadas en el apartado de la normalidad de

BDNF como influenciadoras.

Todos los resultados con decimales se exponen siguiendo la norma ISO
80000-1 del aflo 2009, donde recomienda el uso del punto como signo
separador de los decimales. En ninguno caso se usa separador de miles.

127



128



5. RESULTADOS

129



130



Resultados

5. RESULTADOS

5.1. CREACION DE CURVAS DE PESO NEONATAL
CUSTOMIZADAS PROPIAS.

En la Figura 13 se muestra el diagrama de flujo de los
pacientes finalmente incluidos para realizar las curvas
customizadas de peso neonatal. Tras la eliminaciéon de un
4.4% de casos por datos incompletos y la exclusion de un
27.8% de casos por incumplimiento de criterios, la poblacion
final para la estimacion de las curvas de referencia fue de
34.497.

Seleccion de Seleccion de
casos controles
Curvas de referencia pesos v

normalidad recién nacidos

| Depuracion de casos y controles |

Descriptivo casos y controles

Valores de
referencia de
BODNF y Reelina

Analisis comparativo casos
¥ controles emparejados
Analisis comparativo de casos y
controles en la muestra total
Papel del Doppler
en los niveles de
BDNF y Reelina

En la Tabla 6 se muestran las caracteristicas de la poblacién

utilizada para crear las curvas customizadas de peso neonatal.
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Figura 13. Diagrama de flujo de la seleccion de los pacientes para la
creacion de curvas de normalidad
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Tabla 6. Caracteristicas de la poblacién utilizada para crear los

percentiles customizados de peso neonatal.

Tabla 6. Poblacion incluida N=34497 | N(%)/M(DT)
Peso recién nacido 3292 (430)
Edad materna 30.5 (5.7)
Edad gestacional 39.4 (1.2)
Primiparidad 19497 (56.5)
Raza/Etnia
Caucasica 3547 (10.3)
Espanola 21250 (61.6)
Sudamericana 7445 (21.6)
Arabe 961 (2.8)
Africana 244 (0.7)
Asiatica 868 (2.5)
Otras 181 (0.5)

Mediante regresion lineal se creé un modelo predictivo de peso
optimo al nacimiento con variables maternas y fetales. El
modelo de regresion lineal obtenido opté por 4 variables,
excluyendo la edad materna tanto continua como segregada
en los tres subgrupos antes descritos. Tampoco se incluyo la
aportacion cuadratica ni cubica que describe la relacion del
peso con la edad gestacional ya que el R? fue 0.131 para la
relacion lineal y solo mejoré el modelo a 0.135 para la relacién

cuadratica.
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En el andlisis de la variable raza materna, se valoraron dos
posibilidades, una clasica con las razas anteriormente
descritas y la otra segregando la raza caucasica en Espafola y
el resto. Se encontr6 que el modelo que diferenciaba la
variable raza espafiola mejoraba un 0.5% comparado con el
modelo que incluia la raza espafola dentro de la caucéasica (de
R? 0.187 a 0.192) pero con una marcada mejoria del Cp de

Mallows (de 230.94 a 12).

En la Tabla 7 se exponen los coeficientes obtenidos para cada
variable incluida, como constante a efectos comparativos,
corresponde al caso mas prevalente: mujer nulipara gestante
de 40 semanas de un feto hembra. En la Tabla 8 se expone la

matriz de los percentiles para dicho caso.

Para un uso practico de la matriz de los percentiles en los
diferentes supuestos de raza, paridad y variables fetales, se
cred una aplicacion informatica donde el calculo del percentil
introducido segun dichas variables se realiza de forma
automatica. En el anexo VIl se expone una copia de dicha

aplicaciéon informatica.

Para el calculo de los percentiles de nuestra poblacion a
estudio se aplicé la formula antes descrita incluyendo las

variables del modelo final obtenido.
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Tabla 7. Coeficientes obtenidos en el modelo.

Coeficiente no

estandarizado

Mujer de 40 semanas feto Coeficiente Error
hembra nulipara y espafiola B Estandar p
(Constante™) 3147.026 3.852 .000
Sexo RN varoén 130.457 4.171 .000
Semanas de Gestacion 136.128 1.762 .000
paridad  Para 1 85.678 4.616 .000
bara 2 115.365 7.992 .000
Para 3 6 + 126.597 11.616 .000
Raza Caucasica 104.445 7.027 .000
Sudamericana 146.908 5.237 .000
Arabe 143.135 12.815 .000
Africana 54.843 24.932 .028
Asiatica 133.157 13.415 .000
Otras -40.001 28.913 .167
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Tabla 8. Tabla de percentiles de peso FETAL para una mujer de origen
espanol, gestante nulipara de 40 semanas con feto femenino: (peso 3233
gry SD 11.29%) calculado con las férmula de Hadlock et al y Mikolajczyk
et al(123).

EG Percentil
929 97 95 90 Mean 10 5 3 1

24 778 750 736 713 633 553 531 516 488
25 9009 876 859 833 739 646 620 602 570
26 1054 1016 996 965 857 749 718 698 661
27 1213 1170 1147 1111 987 862 827 804 761
28 1387 1337 1311 1270 1128 986 945 919 870
29 1574 1518 1488 1442 1280 1119 1073 1043 987
30 1774 1710 1677 1625 1443 1261 1209 1176 1112
31 1985 1914 1877 1819 1615 1411 1353 1316 1245
32 2206 2127 2085 2021 1794 1568 1504 1462 1383
33 2434 2347 2301 2230 1980 1730 1659 1613 1526
34 2666 2571 2521 2443 2169 1895 1818 1767 1672
35 2900 2797 2742 2658 2360 2062 1977 1923 1819
36 3133 3021 2962 2871 2549 2227 2136 2077 1965
37 3360 3240 3177 3079 2734 2389 2291 2227 2107
38 3579 3451 3383 3279 2911 2544 2440 2372 2244
39 3784 3649 3578 3467 3079 2690 2580 2508 2373
40 3974 3832 3757 3641 3233 2825 2709 2634 2492
41 4143 3995 3917 3796 3371 2945 2824 2746 2598
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5.2. COMPARACION DE LOS NIVELES DE BRAIN
DERIVED NEUROTROPHIC FACTOR (BDNF) Y REELINA
EN SANGRE DE CORDON ENTRE RECIEN NACIDOS BAJO
PESO PARA LA EDAD GESTACIONAL (BPEG) Y LOS QUE
TIENEN PESO ADECUADO PARA SU EDAD GESTACIONAL

(PAEG).

5.2.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACION A
ESTUDIO

Seleccion de Seleccion de
casos controles v

a) Seleccion de casos y controles. B o i g

normalidad recién nacidos

| Depuracion de casos y controles | v

Entre las gestantes atendidas en ‘ DESORpHve Gasos Y Gninies ‘

. Valores de
nuestro centro durante el periodo de referencia de
BDNF y Reelina

estudio, se reclutaron en la unidad de Andlisis comparativo casos
controles emparejados
ecografias 52 gestaciones diagnosti- | Andlisis comparaiivo de casos y

controles en la muestra total

cadas de fetos BPEG con los percentiles || Papsidel Doppler

en los niveles de
BDNF y Reelina

de Figueras et al (116) de las cuales

una paciente fue perdida en el seguimiento.

Durante dicho periodo se reclutaron 95 gestaciones control
tras el parto segun los mismos percentiles de Figueras et al,
descartando 2 pacientes que tras la revision de la historia

clinica correspondian a menos de 34 semanas.
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Aplicacion de curvas de peso neonatal customizadas de

nuestra poblacion:
Tomando en consideracion los percentiles customizados

propios, tuvimos 4 casos catalogados como BPEG que fueron
reclasificados como PAEG. Por otro lado, 4 controles fueron
reclasificados como BPEG y no fueron tomados en
consideracion para sucesivos analisis principalmente por no
disponer de estudio Doppler fetal.

Finalmente, nuestra muestra consté de 93 gestantes con
diagndstico de recién nacidos PAEG y 47 con BPEG.

La Figura 14 describe el diagrama de flujo de los sujetos que
componen nuestra poblacion a estudio, la aplicacion de los

percentiles y la recatalogacion de los sujetos.

-2
1 missing /\ \ E

Aplicacion de percentil customizado propio

/o \ N

47 Fetos percentil 91 Fetos 4 Fetos percentil
[ customizado < 10 ] [“Fem‘m] l AGA J[ customizado < 10

IP AU [ IP ACM IP ACM <p3: 2
patoldgico: 23 patoldgico 32 Daoppler normal :2

AU patoldgica AU ACM 1P ACM <p5
exclusivaments patologicos exclusivamente:
.

e i6 i6

31P >p95
3AFTD

LR 47 Fetos '
FAPC
Figura 14. Diagrama de flujo de la seleccién de los

sujetos a estudio y sus caracteristicas.
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b) Analisis descriptivo individualizado de los casos y de

los controles.

b.1) FETOS BPEG
La muestra de gestantes con fetos diagnosticados de BPEG
recogidos se compuso de 47 sujetos cuyas caracteristicas se

exponen en las Tablas 9.1-9.4.

Seleccion de Seleccion de
casos controles

Curvas de referencia pesos
normalidad recién nacidos

| Depuracién de casos y controles |

Descriptivo casos y controles 4

Valores de
referencia de
BDNF y Reelina
Analisis comparativo casos
y controles emparejados
Analisis comparativo de casos y

controles en la muestra total
Papel del Doppler
en los niveles de
BDNF y Reelina
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Tabla 9.1-9.4 Caracteristicas de la poblacién BPEG.

Tabla 9.1 RN BPEG N=47
VARIABLES CLINICAS MATERNAS N(%) M(DT)
Edad materna (anos cumplidos) 32.4 (£5.2)
Paridad
0 38 (80.9)
11 (23.4)
2 (4.3)
3+ 0
Antecedentes Obsteétricos
Abortos >=2 3(6.4)
Preeclampsia previa 1(2)
CIR previo 1(2)
Patologia materna actual
Diabetes 2(4.3)
Preeclampsia 14 (29.8)
HTA 7 (14.9)
Hipotiroidismo 5 (10.6)
Farmacos
Levotiroxina 5 (10.6)
Insulina 1(2.1)
Labetalol 7 (14.9)
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Tabla 9.2

RN BPEG N=47
VARIABLES CLINICAS OBSTETRICAS B
> 12 horas de bolsa rota 1(2.1)
Tratamiento con SO4Mg 11 (23.4)
Tipo de Parto
Eutocico 9 (19.1)
Instrumental 2(4.3)
Cesarea sin trabajo de parto 22 (46.8)
Cesarea en trabajo de parto 14 (29.8)

De los 7 casos de hemorragia intraventricular diagnosticados
durante el ingreso en la UCI neonatal, tan solo un caso tuvo
una hemorragia grado IV, se tratd de un recién nacido mujer
de 27 semanas de gestacion, que peso 590 gramos y que

fallecié a los 22 dias de vida.
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Tabla 9.3
RN BPEG N=47

. N(%) M(DT)
VARIABLES CLINICAS NEONATALES

Edad gestacional (semanas cumplidas) 34.6 (£3.3)
Sexo
Varon 34 (72.3)
Mujer 17 (36.2)
Peso RN (g) 1771 (£534)
Maduracion pulmonar
<34 semanas y realizada 19 (90.5)
<34 semanas y no realizada 2 (9.5)
Apgar <7 al minuto 6(12.8)
Apgar <7 a los 5 minutos 1(2.1)
pH arterial 7.26 (£0.07)
Reanimacion Neonatal
0 16 (34.0)
I 5(10.6)
II 12 (25.5)
II1 12 {25.5)
v 4 (8.5)
Ingreso en UCI 30 (63.8)
Hemorragia Intraventricular 7 (18.9)
I 6
II 0
III 0
v 1
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Tabla 9.4
CARACTERISTICAS BIOQUiMICAS DE

RN BPEG N=44

LA VENA UMBILICAL e CLAL
Hemoglobina (gr/dl) 17 (1.86)
Hematocrito (%) 51 (6)
Leucocitos(10%/uL) 13677 (10890)
Neutrofilos (%) 38.7 (14.3)
Linfocitos(%) 52.46 (16.35)
Monocitos (%) 5.98 (3.13)

BDNF (pg/mL)

Reelina total

5078 (2831)
16222 (10234)

La Tabla 10 describe las variables ecogréficas fetales en los

fetos con BPEG.

Tabla 10. Caracteristicas hemodinamicas de la poblacién BPEG.

Tabla 10

VARIABLES HEMODINAMICAS FETALES

RN BPEG N=47
N(%) M(DT)

Edad gestacional al diagnostico (semanas

cumplidas)

332(+37)

BPEG precoz (Diagnostico <32 semanas)

13 (27.7%)

IP AU patologica (>p95)

23 (48.9%)

Ausencia diastole 9

Flujo reverso 4

IP ACM patologica (<p5)

32 (68.1%)

IP AU y ACM patologicas

16 (34.0%)

IP DV patologico (<p95)

6 (12.7%)
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b.2) FETOS PAEG

Del conjunto de los 93 fetos PAEG que finalmente analizamos,
en las Tablas 11.1-11.4 se muestran las variables detalladas

previamente, en el apartado de métodos.

Tablas 11.1-11.4 Caracteristicas de |la poblacién PAEG.

Tabla 11.1
RN PAEG N=93
VARIABLES CLINICAS MATERNAS N(%) M(DT)
Edad materna (afos cumplidos) 31 (£5.44)
Paridad
0 52 (55.9)
23 (24.7)
2 12 (12.9)
3+ 3(3.2)
Antecedentes Obstétricos
Abortos >=2 2(2.2)
Preeclampsia previa 0
CIR previo 0
Patologia materna actual
Diabetes 2(2.2)
Preeclampsia 0
HTA 1(1.1)
Hipotiroidismo 2(2.2)
Farmacos
Levotiroxina 1(1.1)
Insulina 1(1.1)
Labetalol 0
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Tabla 11.2 RN PAEG N=93
VARIABLES CLINICAS OBSTETRICAS M(DT)
> 12 horas de bolsa rota 13 (14)
Maduracion pulmonar 2(2.2)
Tratamiento con SO4Mg 0
Tipo de parto
Eutocico 53 (56.9)
Instrumental 29 (31.2)
Cesarea sin trabajo de parto 8 (8.6)
Cesarea en trabajo de parto 33 2)

La poblacion de referencia de nuestro hospital utilizada en el

apartado A para el calculo de curvas de normalidad de peso

neonatal customizadas, se usd para comparar las diferencias

con la poblacion de fetos PAEG.
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Tabla 11.3
RN PAEG N=93

. N(%) M(DT)
VARIABLES CLINICAS NEONATALES

Edad gestacional (semanas 38.23 (£2.05)
cumplidas)
Sexo
Varon 43 (46.2)
Mujer 50 (53.8)
Peso RN (g) M(SD) 3231 (+494)
Apgar <7 al minuto 5 (5.4)
Apgar <7 a los 5 minutos 0
pH arterial 7.28 (£0.08)
Reanimacion Neonatal
0 62 (66.7)
21 (22.6)
II 5 (5.4)
III 2(2.2)
v 2(2.2)
Ingreso en UCI 6(6.5)
Hemorragia Intraventricular 0
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Tabla 11.4

. RN PAEG N=89
VARIABLES BIOQUIMICAS DE LA VENA

M(£DT)

UMBILICAL
Hemoglobina (gr/dl) 15.67 (1.3)
Hematocrito (%) 46.37(3.9)
Leucocitos(10%/puL) 15733 (5594)
Neutrofilos (%) 51.99 (12.4)
Linfocitos(%) 35.64 (12.5)
Monocitos (%) 8.11 (8.3)
BDNF (pg/mL) (n:93) 7220 (3034)
Reelina total (n;17) 16551 (8815)

En la Tabla 12 se muestran los valores de cada una de las

variables disponibles y su significacion estadistica.

Tabla 12. Comparativa entre la poblacién de referencia de nuestro hospital y la
poblacién a estudio control. N(%) M(DT).

Poblacion referencia Fetos PAEG

Tabla 12 2005-2011 (DT, %) P

Edad materna 31 (£5.44) 31 (£5.68) <0.01
Primiparidad 27785/49859 (55.7) 52/93 (57) 0.97
Cesarea 10546/49969 (21.1) 11/93 (11.8) 0.04
Preeclampsia 848/49969 (1.7) 0/93 (0) 0.39
Diabetes 372/49969 (0.8) 2/93 2.2) 0.33
RN varon 22619/43709 (51.8) 43 (46.2) 0.34
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La descripcion del analisis de las moléculas a estudio, se
exponen de forma separada para el BDNF y para la Reelina,

aun siguiendo la misma metodologia.
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5.2.2 DETERMINACIONDE LOS VALORES DE
REFERENCIA DE BDNF Y REELINA EN FETOS PAEG.

a) Valores de referencia del BDNF en sangre de cordon
de los fetos PAEG.

Para la elaboracion de los valores de referencia de BDNF en los
fetos PAEG se siguio la metodologia de Royston y Wright tal y

como se explica en el apartado 4.2.1.

Seleccion de Seleccion de
casos controles

Curvas de referencia pesos
normalidad recién nacidos

| Depuracion de casos y controles |

Descriptivo casos y controles

Valores de
referencia de
BDNF y Reelina
Analisis comparativo casos
y controles emparejados
Analisis comparativo de casos y
controles en la muestra total

Papel del Doppler

en los niveles de
BODNF y Reelina

Para conocer la distribucién Gaussiana de los datos,
observamos que la distribucion de los Z-Score del BDNF
seguian una distribucion normal por el test de Shaphiro-W
(Tabla 13).
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Tabla 13. Distribucidon del Z-score del BDNF de nuestra poblacidon control.

Edad Gestacional Shapiro-Wilk

Tabla 13 (semanas cumplidas) df 6]
37 10 0.528
38 14 0.054
Zscore BDNF 39 15 0.647
40 17 0.562
41 14 0.902

Tras evaluar el ajuste de la distribucion de los datos por
regresion lineal, logaritmica, cubica y cuadratica, encontramos
significativo solo el modelo de estimacion lineal y logaritmica
(p<0.01). Ambas quedan reflejadas en las Figuras 15
representandose su media y sus intervalos de confianza para
el 95% de los datos muestrales pero por razones practicas
vamos a plasmar la formula de los datos mediante la regresion

lineal.

Figuras 15. Relaciéon entre el BDNF y la edad gestacional en fetos a término y
sanos.
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Valor medio BDNF (pg/mL) = 42953-913 x edad
gestacional (semanas cumplidas);

R?= 0.15; p<0.001

Considerando la totalidad de la muestra de = 37 semanas,
obtuvimos una media de BDNF de 7201 pg/mL con 70 fetos

analizados de media 39 semanas.
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Analisis de la relacion de los valores del BDNF en
funcion del sexo del recién nacido.

Los recién nacidos de sexo femenino tenian valores de BDNF
superiores a los de sexo masculino, con una diferencia entre
ambas medias de 1130 pg/mL, no significativa (p=0.144)
(Figura 16).

Figura 16. Relacion del BDNF y sexo del RN en
sujetos sanos y a término.

152



Resultados

Analisis de la relacion de los valores del BDNF en
funcion de las horas de bolsa rota.

Del mismo modo, se evalud la influencia de las horas de bolsa
rota, observando que los recién nacidos con mas de 12 horas
tenian 2985 pg/mL méas de BDNF de media que los que
tuvieron menos de 12 horas (p<0.05) (Figura 17).

Figura 17. Relacién del BDNF con las horas de
bolsa rota al nacimiento.
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Analisis de la relacion de los valores del BDNF por edad
gestacional, ajustados por sexo del recién nacido y
horas de bolsa rota.

La relacion de los niveles de BDNF para la edad gestacional
ajustada por sexo fetal se refleja en la Figura 18. Puede
observarse que los niveles de BDNF de recién nacidos con
sexo femenino son superiores a los de recién nacidos con sexo
masculino. Sin embargo, dicho ajuste no resulté significativo
ni relevante en cuanto al cambio de coeficiente beta asociado
a la edad gestacional (Coeficiente beta de 913 pg/mL frente a
905 y p=0.133) (Tabla 14).

SEXO
codificado

BONF (pg/mL)
(7]

e e e
ee doe
e0e ¢ dome o
J
wjjee o0 o

T T T T
38 39 40 41

edad gestacional (semanas cumplidas)

Figura 18. Relaciéon del BDNF y la edad gestacional
en fetos a término y sanos, ajustada para el sexo
del RN.
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Tabla 14. Regresion lineal de la relacion entre el BDNF y la edad gestacional y sexo
del RN.

959 Intervalo de

confianza

Coeficiente B no Limite Limite
Tabla 14 estandarizado 6] Inferior Superior
Edad
gestacional -904.6 0.001 -1432.7 -376.6
(SG)
Sexo RN 1079.87 0.133 -338.1 2497.87
(mujer)

De la misma forma, se estudio los niveles de BDNF de dichos
fetos PAEG en funcién de la edad gestacional y las horas de
bolsa rota recogidas como mayor o menor de 12 horas de
duracion, observando que dicha variable influenciaba en los
niveles de BDNF al nacimiento.

En la Tabla 15 se evidencian con regresion lineal, dichas

relaciones.

155



Resultados

Tabla 15. Regresion lineal de la relacion entre el BDNF y la edad gestacional y la

rotura de bolsa amnidtica de mas de 12 horas.

Tabla 15. Coeficiente B no

Fetos PAEG a término estandarizado P
Edad gestacional (SG) -932 0.001
Mas de 12 Horas de Bolsa Rota 2718 0.010
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b) Valores de referencia de Reelina en fetos PAEG.

Por razones técnicas (la necesidad de crear nuestro propio gel
de Wester-Blot y la optimizaciéon de los recursos disponibles)
las muestras de Reelina analizadas fueron menores. En total
obtuvimos 34 sujetos, 17 fetos BPEG y 17 fetos PAEG. De los
17 fetos con crecimiento adecuado para la edad gestacional,
12 eran a término cuya distribucién de los niveles de Reelina
por edad gestacional se ve representado en la siguiente
gréafica (Figura 19). Como puede observarse el numero resulta
insuficiente para poder realizar un analisis especifico de
normalidad tal y como propone Royston & Wright en el

apartado de métodos.

Figura 19. Relacién de la Reelina con la edad
gestacional.
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Analisis de la relacion de los valores del Reelina por
otras variables.

De la misma forma, el la poblacion a término con crecimiento
PAEG, no pudo analizarse la relaciéon con el sexo del recién
nacido ni con la presencia de mas de 12 horas de bolsa rota

tal y como se hizo con el BDNF.

Analisis de calidad de la muestra en sangre de cordon
en fresco.

En las figuras 20.1-20.5 a modo de control de calidad, tal y
como se relata en el apartado de material y métodos, se
describe la distribucion de las diversas variables analizadas en
el hemograma de sangre del cordén en funcién de la edad
gestacional de los recién nacidos PAEG. Todas estas variables
analizadas mostraron una tendencia estadisticamente
significativa (p<0.01) de forma directa para la hemoglobina,
hematocrito, leucocitos y neutrofilos, y de forma indirecta para

los linfocitos.
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Figuras 20.1-20.5 Distribucién de las variables hematoldgicas
de sangre venosa en cordén umbilical al nacimiento en relacion
a la edad gestacional.
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5.2.3. ANALISIS COMPARATIVO DE CASOS Y

CONTROLES EMPAREJADOS.

El emparejamiento de los casos y
controles para el estudio del BDNF
se realizd en un ratio de 1:1,
considerando el control que mas
datos aportase para el analisis
comparativo siempre emparejados
por edad gestacional mayor de 34
semanas y sexo; por lo que nos
quedd una poblacién caso-control de
36 parejas, que se detalla en la
tabla 1.

En la Figura 21 se exponen la proporcion de sujetos

Seleccion de Seleccion de
casos controles

Curvas de referencia pesos
normalidad recién nacidos

| Depuracién de casos y controles |

Descriptivo casos y controles ‘

Valores de
referencia de
BDNF y Reelina
Analisis comparativo casos
y controles emparejados

Analisis comparativo de casos y
controles en la muestra total
Papel del Doppler

en los niveles de
BDNF y Reelina

emparejados de la muestra total analizada.

160




Resultados

Figura 21. Proporcion de sujetos emparejados

sobre el total de la muestra reclutada.

En las Tablas 16, 17, 18 y 19 se exponen la media o el
porcentaje de cada variable analizada entre los grupos, asi

como el estadistico de significacion tras el analisis comparativo

univariante.
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Tabla 16 Analisis comparativo entre casos y controles emparejados. Variables
clinicas materna.

Tabla 16
CASOS BPEG CONTROLES

N=36 PAEG N=36 P
N(%) M(DT)  N(%) M(DT)

VARIABLES CLINICAS

MATERNAS
Edad Materna (afos
cumplidos) 32.1 (5.2) 30.8 (5.5) 2
Paridad <0.01
0 (46) 29 (80.6) 17 (50.0)
1 {17) 6 (16.7) 11 (31.4)
2(4) 1(2.8) 3(8.8)
3+ (3) 0 3 (8.6)
Antecedentes Obstétricos
Abortos >=2 1(2.9) 2 (5.7) 0.51
Preeclampsia previa 0 0 -
CIR previo 0 0 -
Patologia materna Actual
Diabetes 2 (5.6) 0 0.32
Preeclampsia 6 (16.7) 0 0.02
HTA 4 (11.1) 0 0.10
Hipotiroidismo 4(12.1) 1(3.1) 0.19
Farmacos (algunos de
0.03

ellos)
Levotiroxina 4 (10.8)
Insulina 1(2.7)
Labetalol 4 (10.8) 0
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Tabla 17. Anaélisis comparativo entre casos y controles emparejados. Variables

clinicas obstétricas.

Tabla 17

CASOS BPEG CONTROLES
VARIABLES CLINICAS N=36 N(%) PAEG N=36 4
OBSTETRICAS M(DT) N(%) M(DT)
>12 horas de Bolsa rota 1(3.2) 7 (20) 0.04
Maduracion Pulmonar 0.83
No realizada 1(10) 0
Realizada 9 (90) 2 (100)
Tratamiento con SO4Mg 4(11.1) 0 0.06
Tipo de Parto <0.01
Eutocico 9 (25.0) 24 (67.6)
Instrumental 3(8.3) 9 (24.3)
Cesarea sin trabajo de parto 16 (44.4) 2(5.4)
Cesarea en trabajo de parto 8 (22.2) 1(2.8)
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Tabla 18 Analisis comparativo entre casos y controles emparejados. Variables

clinicas neonatales.

Tabla 18 CASOS CONTROLES
VARIABLES CLINICAS BPEG N=36 PAEG N=36 p
NEONATALES N(%) M(DT) N(%) M(DT)
Edad gestacional (SG) 36 (2) 36 (2) 0.99
Sexo Varon 23 (63.9) 23 (63.9) 0.60
Mujer 13 (36.1) 13 (36.1)
Peso RN (g) 1996 (382) 2968 (509) <0.01
Percentil Customizado 2 (3) 59 (31) <0.01
Perimetro Cefalico (cm) 31 [1.9) 34 (1.6) <0.01
Apgar <7, al minuto 1(2.8) 0 0.50
Apgar <7, a los 5 min. 0 0 -
pH Arterial 7.27 (0.07) 7.29 (0.09) 0.10
Reanimacion Neonatal 0 16 (47.1) 24 (66.7)
I 3(8.8) 10 (27.8)
II 7 (20.6) 2 (5.6) <0.01
II1 8 (23.5) 0
Ingreso en UCI 17 (47.2) 3(8.3) <0.01
Complicaciones Neonatologia
Ninguna 31(86.1) 31 (86.1)
Sepsis 1(2.8) 0 0.75
SDR 2 (5.6) 2 (5.6)
Otros 2 (5.6) 3(8.3)
Hemorragia Intraventricular 3(8.6) 1(2.8) 0.30
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Tabla 19. Analisis comparativo entre casos y controles emparejados. Variables

bioguimicas de vena umbilical.

Tabla 19
z CONTROLES

CARACTERISTICAS CASOS BPEG

: PAEG N=36 P
BIOQUIMICAS DE LA N=36 M(DT)

M(DT)
VENA UMBILICAL
Hemoglobina (gr/dl) 17.0 (1.9) 15.4 (1.5) 0.01
Hematocrito (%) 51 (6) 45 (4) <0.01
Leucocitos(por mm?) 14730 (11842) 12645 (3952) 0.33
Neutrofilos (%) 43 (11) 45 (14) 0.56
Linfocitos(%) 47 (12) 40 (16) 0.07
Monocitos (%) 6 (3) 8 (2) 0.03
BDNF (pg/mL) 5744 (2604) 6782 (2538) 0.09
Reelina (ver apartado
No determinado No determinado -

5.2.4.b)

La descripcion del Doppler en RN BPEG que se analizaron en

este estudio caso-control se muestra en la Tabla 20.

Tabla 20. Distribucién de la alteracién Doppler en

los RN con BPEG (casos).
Tabla 20.

N (%)

BPEG Doppler normal
ACM IP <p5
AU y ACM patologicas

AU IP > p95
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Para valorar la diferencia de los niveles de BDNF entre los
grupos de estudio, se evalud el tipo de distribucion de la
variable obteniendo la Tabla 21 y los gréficos de normalidad
(Figuras 22.1-22.2).

Tabla 21. Estadisticos de normalidad de |la distribucién del BDNF

Kolmogorov-

Tabla 21 Grupo de estudio Smirnov Shapiro-Wilk
Valor P Valor P

BDNF CASOS (PAEG) 0.131 0.124 | 0.968 0.38
(pg/mL) |CONTROLES (BPEG) 0.129 0.140 | 0.932 0.03
Normal Q-0 Plot of BDNF (pg/mLy Normal Q-0 Plot of BDNF (pg mLy

i s
o &/ [l 1
& < & "
5 / 5 .,..
i ’/'/‘ " 'l

S

a5 s00 7300
Observed Vaue Observed Vaue

Figuras 22. Graficos de normalidad de la distribucién del BDNF
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Para la comparacion de BDNF, se utiliz6 la prueba de
comparacion de medianas y U de Mann-Whitney ya que la
distribucion del BDNF no era normal en los fetos BPEG por la

prueba de Shapiro-Wilk.

Se observé que la concentracion de BDNF fue inferior en los
fetos FACP comparado con los PAEG pero dicha direferencia
caso-control no fue estadisticamente significativa, con un

estadistico de 0.073 (Tabla 22 y Figura 23).

Figura 23. Relacién de los niveles de BDNF en funciéon
del grupo de estudio emparejado (AGA-caso o BPEG-
control)
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Tabla 22. Estadistico no paramétrico de la relacién entre el BDNF y

eﬂrupo de estudio

Tabla 22

BDNF (pg/mL)

Mann-Whitney U
Wilcoxon W
Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

489

1155

-1.791

.073
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5.2.4. Determinacion de BDNF y Reelina en relacion a
las variables de estudio en el total de la muestra.

A) DETERMINACION DEL BDNF EN RELACION A LAS
VARIABLES DE ESTUDIO EN EL TOTAL DE LA MUESTRA.
Para evaluar la influencia de las variables recogidas sobre el
BDNF en el total de la muestra, se realizd un anélisis

univariante. En las Tablas 23.1-23.4 se recoge la relacion.

Seleccion de Seleccion de
casos controles

Curvas de referencia pesos
normalidad recién nacidos

| Depuracion de casos y controles |

Descriptivo casos y controles

Valores de
referencia de
BONF y Reelina
Analisis comparativo casos
y controles emparejados
Analisis comparativo de casos y v

controles en la muestra total

Papel del Doppler
en los niveles de
BDNF y Reelina
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Tabla 23.1. Analisis univariante de los niveles de BDNF en funcién de las variables
clinicas materna sobre el total de la muestra reclutada.

Tabla 23.1. BDNF (pg/mL)
VARIABLES CLINICAS MATERNAS M(DT) i
Edad materna (anos cumplidos) 0.366
Nuliparidad 0.252
No 6130 (2872)
Si 6750 (3212)
Antecedentes Obstétricos
(>2 abortos, CIR o preeclampsia previa) 0-044
No 6528 (2840)
Si 4279 (3292)
Patologia Materna Actual
(preeclampsia, diabetes, Hipotiroridismo 0.022
o HTA)
No 6813 (3033)
Si 4876 (3209)
Hipotiroidismo
No 6724 (3100) 0.045
Si 4318 (2201)
Farmacos (alguno de ellos)
Si (Levotiroxina, insulina, labetalol) 6739 (3053) 0.032

5276 (2879)
No
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Tabla 23.2. Analisis univariante de los niveles de BDNF en funcion de las variables
clinicas obstétricas sobre el total de la muestra reclutada.

Tabla 23.2.
, BDNF (pg/mdL)
VARIABLES CLINICAS M (DT) 1]
OBSTETRICAS
> 12 Horas de bolsa rota
Si 8833 (3433) 0.001
No 6168 (2954)
Tratamiento con SO4Mg
0.006
No 6695.30 (3025.189)
Si 4090.49 (2572.29)
Tipo de parto 0.003
Vaginal 6927 (2949)
Cesarea 5193 (3123)
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Tabla 23.3. Analisis univariante de los niveles de BDNF en funcion de las variables

clinicas neonatales sobre el total de la muestra reclutada.

Tabla 23.3. VARIABLES

BDNF (pg/mdL) M

CLINICAS NEONATALES (DT) P
Edad Gestacional (SG) 266 (112-420) <0.001
Sexo Varon 5710 (2690) <0.001
Mujer 7406 (3253)
Peso RN (g) 1(0.4-1.5) <0.001
Feto PAEG (Controles) 7141 (2999)
BPEG (Casos) 5111 (2819) =0:4001
Maduracion pulmonar Si 4270 (2798) 0.1
No realizada 1148 (1225)
Apgar <7 al minuto 4770 (3503) 0.052
<7 alos 5 min. 1731 (Caso unico)
pH arterial -3405 (-9759-2948) 0.291
Reanimacion Neonatal 0.001
<= 7025 (2954)
>=II 5164 (3031)
Ingreso en UCI No 7122 (2975) <0.0001
Si 4583 (2517)
Hemorragia intraventricular
6627 (3054) 0.075

No
Si

4522 (2578)
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Tabla 23.4. Analisis univariante de los niveles de BDNF en funcién de las variables
bioquimicas de la vena umbilical sobre el total de la muestra reclutada.

Tabla 23.4.
CARACTERISTICAS

Coeficiente b

BIOQUIMICAS DE no Laniie Lt
VENA UMBILICAL  estandarizado '"fe€'ior  superior
(n=136)
Hemoglobina (gr/dl) -190.6 -506 125 0.235
Hematocrito (%) -83.1 -180 14 0.093
Leucocitos (por mm?) 0.1 0 0.1 0.027
Neutrofilos 34.2 -1.4 69.8 0.059
Linfocitos -31.9 -64 0.4 0.053
Monocitos -27.2 -101 47 0.470
p=0,075 p=0,045
i T

Hemorragla Intraventricular

Hipotiroldismo

Figura 24.1-24.2. Relacion de los niveles de BDNF y la presencia de Hipotiroidismo

materno, hemorragia intraventricular del RN

173



Resultados

En la Figuras 24.1-24.2 se muestran los valores de BDNF en
los casos con hipotiroidismo materno y hemorragia

intraventricular del RN.

Analizadas las relaciones univariantes, se recogieron las
variables que influian en los niveles de BDNF con una
significacion de p<0.2. El modelo maximo resultante se detalla

en la Tabla 24.

A partir de este modelo, se cred el modelo 6ptimo por el
método paso hacia atras y con la inclusion de las variables
edad gestacional, peso y sexo del recién nacido por el principio

jerarquico de regresion. La Tabla 25 expone el modelo final.
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Tabla 24. Modelo maximo resultante mediante regresion lineal del nivel de BDNF en

funcion de las variables clinicas recogidas del total de la muestra analizada.

Coeficiente [ Limite Limite
Tabla 24. B inferior superior P
Antecedentes Obstétricos
(>2 abortos, CIR o -895 -3619 1997 0.525
preeclampsia previa)
Patologia Materna Actual
(preeclampsia, diabetes -757 -2841 1365 0.482
o HTA)
Hipotiroidismo 596 -3204 4397 0.756
Farmacos (alguno) -300 -2142 1464 0.743
Mas de 12 horas RPM 1619 110 3129 0.037
Tratamiento SO4Mg -215 -3172 2752 0.886
Cesarea 206 -1202 1629 0.774
Edad gestacional (SG) 12 -304 345 0.944
Sexo 1800 742 2902 0.001
Peso RN -0.445 -1.855 0.951 0.531
Feto AGA 561 -1496 2602 0.589
Apgar <7 al min. -560 -2847 1480 0.608
REA (>=II) 238 -440 767 0.774
Ingreso en UCIN -2318 -4155 -625 0.011
Hematocrito (%) 10 -106 126 0.864
Leucocitos 0.068 .001 0.134 0.044
Neutrofilos 17 -76 107 0.706
Linfocitos 47 -37 127 0.254
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Tabla 25. Modelo 6ptimo resultante mediante refresion lineal del nivel de BDNF en

funcion de las variables clinicas recogidas del total de la muestra.

Limite | Limite

Tabla 25. Coeficiente B | inferior | superior P
Mas de 12 horas de bolsa

2094 628 3560 0.006
rota
Edad gestacional

107 -175 389 0.454
(semanas cumplidas)
Sexo 2028 1047 3008 0.000
Peso RN (g) -0.579 -2.0 0.8 0.410
Feto AGA 886 -984 2757 0.350
Ingreso en UCIN -2367 -3887 -848 0.003
Leucocitos 0.069 0.004 .0134 0.038
Linfocitos 34.4 -6.5 75.4 0.099
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B) DETERMINACION DE LOS NIVELES DE REELINA EN
FUNCION DE LAS VARIABLES A ESTUDIO EN EL TOTAL

DE LA MUESTRA.

Tabla 26.1. Analisis descriptivo del total de muestra analizada de Reelina. Variables

clinicas maternas.

Tabla 26.1 Reelina Total M P
VARIABLES CLINICAS MATERNAS (DT)
Edad materna -251 (-928 426) 0.456
Nuliparidad 0.189
No 13318 (6459)
Si 17868(10273)
Antecedentes Obstétricos (<2 0.142
abortos, CIR o preeclampsia previa)
No 16810 (9188)
Si 2758 (unico)
Patologia materna actual 0.254
(preeclampsia, diabetes, HTA o
Hipotiroidismo) No 17394 (9308)
Si 10968 (6167)
Farmacos (alguno de ellos: 0.844
Levotiroxina, insulina, labetalol)
No 16247 (8944)
Si 17092 (12079)
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En las Tablas 26.1-26-4 se muestra el analisis descriptivo de
la Reelina en funcion de las variables analizadas en un analisis

univariante.

No se encontréo ninguna relacion significativa entre la
concentracion de Reelina y las variables incluidas en el

estudio.

Tabla 26.2 Anélisis descriptivo del total de muestra analizada de Reelina. Variables
clinicas obstétricas.

Tabla 26.2. Reelina Total p*
VARIABLES CLINICAS OBSTETRICAS M (DT)
Mas de 12 horas de bolsa rota 0.58

No 17102 (10043)
Si 14147 (6311)

Tratamiento SO4Mg 0.94
No (29) 16147(8946)
Si (3) 16619(17911)

Tipo de parto 0.43
Vaginal 17288 (9077)
Cesarea 14532 (10117)
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Tabla 26.3. Analisis descriptivo del total de muestra analizada de Reelina. Variables

clinicas neonatales.

Tabla 26.3. _
z Reelina Total
VARIABLES CLINICAS NEONATALES P
M (DT)
(N)
Edad gestacional 0.18 0.309
Sexo Varén (20) 15111(7554) 0.388
Mujer (14) 17919(11491)
Peso RN (g) (34) -0.02 0.911
Feto PAEG 14873 (5255)
0.351
BPEG 17920 (12132)
Maduracion Pulmonar Si (8) 15645 0.728
No realizada (1) 10889
pH Arterial (34) 0.111 0.531
Reanimacion Neonatal (32) 0.661
0 (17) 16846(10625)
I(8) 16606(6002)
II (3) 9592(7782)
III (5) 16639(11965)
IV (0) _
Ingreso en UCI No (25) 16776(9261) 0.592
Si (10) 14880(9661)
Hemorragia Intraventricular
16894(9116) 0.088
No(33)
Si (2) 5356(3675)
Tabla 26.4. Analisis descriptivo del total de muestra analizada de Reelina.
Caracteristicas bioquimicas de la vena umbilical.
Coeficiente B
Tabla 26.4. P

no

Limite Limite
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CARACTERISTICAS estandarizado inferior superior
BIOQUIMICAS DE LA
VENA UMBILICAL

(n=32)

Hemoglobina (gr/dl) 649 -1238 2536 0.488
Hematocrito (%) 146 -477 769 0.636
Leucocitos(por mm?) 0.34 -0.31 0.98 0.293
Neutrofilos 113 -121 346 0.331
Linfocitos -107 -318 103 0.307
Monocitos 56 -1052 1164 0.919

En la Figuras 25.1 y 25.2 se muestran los valores de Reelina
en los casos con hipotiroidismo materno y hemorragia

intraventricular del RN.

500004 17.120
Test de independencia de medanas 0,9

h Figura 25.1 Relacién entre el
e nivel de Reelina e Hipotiroidis-
mo materno.

Hipotiroidismo
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Figura 25.2 Relacion entre el
nivel de Reelina y Hemorragia
Intraventricular del RN.

De la misma forma que en el andlisis del BDNF, seleccionamos
las variables mas influyentes (p>0.2) y las analizamos de
forma conjunta con regresion lineal incluyendo el peso del
recién nacido y la edad gestacional por principio jerarquico al
incluir la variable a estudio (feto PAEG o BPEG) resultando la

Tabla 27.
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Tabla 27. Modelo maximo de la relacién de la Reelina con las variables prenatales
mediante regresion lineal.

95% Intervalo de
Coeficiente B confianza de B

no Limite Limite
Tabla 27. estandarizado| inferior | superior P
Edad Gestacional (SG) 1262 -1231 3754 0.307
Nuliparidad 44 -9559 9647 0.992
Patologia Materna
p— -8588 -22399 5222 0.212
Peso del RN (g) -5 -17 8 0.453
Feto BPEG 3837 -9035 16709 0.544
Leucocitos (x mm?) 0.131 -0.576 0.838 0.705
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5.2.5. Papel del Doppler en los niveles de BDNF y

Reelina.

En el grupo de los fetos BPEG
analizamos las variables ecograficas
con el objetivo de evaluar Ilas
diferencias de BDNF en funcion del
grado de afectacion hemodinamica
fetal. Para ello, se recogio la variable
Doppler antenatal en una media de 3

dias previos al parto (Tabla 28).

Seleccion de Seleccion de
casos controles

Curvas de referencia pesos
normalidad recién nacidos

| Depuracién de casos y controles |

Descriptivo casos y controles

Valores de
referencia de
BDNF y Reelina
Analisis comparativo casos
y controles emparejados
Analisis comparativo de casos y

controles en la muestra total

Papel del Doppler
en los niveles de |

BDNF y Reelina

Se clasifico como una variable de tres categorias: Fetos PAEG,

fetos BPEG con AU normal y ACM patologica y fetos BPEG con

AU patolégica (con ACM normal o patolégica).

En la Figura 26 y Tabla 29 se muestran los valores de BDNF

para los distintos grados de afectacién en funciéon de nuestra

clasificacion.
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Tabla 28. Intérvalo transcurrido entre la ultima ecografia y el parto.

Tabla 28.

. Dias
Intervalo Eco-Parto

Media 3.2
Mediana

Minimo 0
Maximo 19
Rango intercuartilico 3.5

Tabla 29. Niveles de BDNF en funcién de los distintos estadios de alteracién del

crecimiento.

Media BDNF

Tabla 29. N (pg/mL) DT
Fetos PAEG (AU normal y ACM normal) 91 7241 3035
Fetos BPEG con AU normal y ACM

, 16 6585 2608
patologica
Fetos BPEG con AU patologica

23 4176 2853

(con o sin ACM patolodgica)
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Grado de alteracion del crecimiento

Figura 26. Diferencias en los niveles de BDNF en funcién de los distintos
grados de alteracion del crecimiento, *significativo p=0,023.

Con el objetivo de evaluar la diferencia de BDNF entre los
distintos estados de afectacion ajustado para las variables
antenatales que influencian los valores BDNF, realizamos una
regresion lineal que se muestra en la Tabla 30 viendo que el
ajuste para sexo, edad gestacional, y horas de bolsa rota
mantenia la asociacion estadistica del estado Doppler Umbilical

afecto con los niveles bajos de BDNF.
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Tabla 30. Influencia de la alteracién del crecimiento fetal en los niveles de
BDNF ajustados para las variables prenatales que influenciaban en el analisis
previo, mediante regresién lineal.

Coeficiente B no Limite Limite
Tabla 30 estandarizado inferior | superior P
Edad Gestacional
73 -123 269 0.463
(SG)
Sexo Femenino 1516 486 2546 0.004
Mas de 12 horas
2157 587 3726 0.007
de bolsa rota
Fetos AGA (AU
normal, ACM Ref Ref Ref Ref
normal)
Fetos BPEG con
AU normal y ACM -353 -2011 1304 0.674
patologica
Fetos BPEG con
AU patologica
_ -2055 -3827 -284 0.023
(con o sin ACM
patologica)

Por otro lado, el analisis de la influencia del diagnostico precoz
de alteraciéon de crecimiento (antes de las 32 semanas) no se
relaciono con los niveles de BDNF cuando se analizo corregido

para la edad gestacional como se puede ver en la Tabla 31.
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Tabla 31: Relacién de los niveles de BDNF en funcién de la alteracién precoz del

crecimiento.

Tabla 31

Coeficiente B no

estandarizado

P
Edad Gestacional (SG) 411.660 0.003
Alteracion precoz del crecimiento
-496.201 0.631

(<32s)
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Respecto a la relacion de la concentracion de Reelina en
funcion del grado de afectaciobn de crecimiento fetal, la
clasificacion del grado de alteracion de crecimiento fetal se
realiz6 de la misma forma que en el analisis del BDNF. Tres
categorias: Fetos AGA, Fetos BPEG con AU normal y ACM
patolégica, Fetos BPEG con AU patolégica (con o sin ACM
patoldgica. La distribucion de los casos fue la que se muestra

en la Figura 27.

Figura 27. Distribucién de los sujetos del andlisis de la Reelina
en funcién del grado de alteraciéon del crecimiento.
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Para el analisis estadistico, se evaluo el tipo de distribucion
que presentaba la muestra, obteniendo distribucién normal
obteniendo una distribucién normal por la prueba de Shapiro-
Wilk (Tabla 32).

Tabla 32. Analisis mediante regresion lineal, de la influencia de la alteraciéon del
crecimiento fetal en los niveles de BDNF ajustados para las variables prenatales
identificadas en el analisis previo.

Shapiro-
Tabla 32. Grado de alteracion del crecimiento Wilk
Fetos AGA 0.112
Fetos BPEG con ACM exclusivamente 0.455
Fetos BPEG AU patoldgica (ACM afecta o no) 0.885

En el estudio del Doppler se observo que la Reelina era
superior en los fetos BPEG con vasodilatacion cerebral en
comparacion con el resto de fetos, alcanzando esta relacion

significacion estadistica (p=0.024) (Figura 28).
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Figura 28. Diferencias en los niveles de Reelina en funcién de los distintos

grados de alteracién del crecimiento.

Al igual que para el analisis ajustado del BDNF, se realiza un
andlisis de Reelina ajustado para sexo y edad gestacional que
se muestra en la Tabla 33 viendo que la significacion
estadistica de la asociacion del Doppler cerebral y la

concentracion de Reelina permanece (p=0.020).
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Tabla 33. Analisis mediante regresién lineal, de la influencia de la alteracién del
crecimiento fetal en los niveles de Reelina ajustados para las variables prenatales
identificadas en el analisis previo.

Coeficiente B no | Limite Limite
Tabla 33 estandarizado inferior | superior P
Edad Gestacional (SG) 604 -669 1877 0.339
Sexo Femenino 1957 -4981 8895 0.568
Fetos BPEG con AU
normal y ACM 9236 1545 16927 0.020
patoldgica
Fetos BPEG con AU
patolégica (con o sin 993 -10369 12355 0.859
ACM patologica)

La tendencia de ambas moléculas en los distintos grados de

alteracion de crecimiento se refleja en la Figura 29.

= BDNF
= Reellrna

25.000—

A
20.000 / \,

\
& \
15 000 N

10.000=

5.000— \

: . , Figura 29. Comportamiento de la Reelina
PemafER TUREMAVACE  petolea cr O y del BDNF en funcion del grado de
pate légica afecta o nej

Grado de alteracion del crecimiento alteracion del crecimiento.
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6. DISCUSION

Discusion

6.1 CURVAS DE PESO NEONATAL CUSTOMIZADAS
PROPIAS Y APLICACION DEL MODELO SOBRE NUESTRA

POBLACION DE ESTUDIO

Nuestra primera parte del estudio,
(elaboracion de percentiles
neonatales customizados),
identifica variables maternas vy
obstétricas que influyen de forma
significativa en el peso neonatal y
describe un modelo de estimacién
de peso neonatal Ooptimo en
funcion de éstas con una
exhaustiva depuracion ya que se
eliminan cerca de un 28% de

casos, obteniendo una poblacién

Seleccion de Seleccion de
casos controles

Curvas de referencia pesos
normalidad recién nacidos

| Depuracion de casos y controles |

Descriptivo casos y controles

Valores de
referencia
BDNF y Reelina

Analisis comparativo Casos y
controles emparejados
Subanalisis de BDNF en funcion
del estado Doppler fetal

Subanalisis de Reelina en casos y
controles

libre de patologia para definir valores de normalidad de las

mas numerosas previamente publicadas en Espafa, con casi

35.000 casos.
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Cada ambito hospitalario tiene unas caracteristicas
poblacionales determinadas, y segun el periodo, los flujos
migratorios crean poblaciones con mayor o0 menor
heterogeneidad. Por este motivo, en el disefio y utilidad de
curvas de referencia poblacionales es imprescindible Ila
identificacion de variables que puedan modificar las distintas
posibilidades de normalidad (124).

Una de las mayores ventajas de la aplicacion de curvas
customizadas de peso neonatal es la mejora en la
identificacion de recién nacidos de riesgo. La aplicaciéon de
dichas curvas a nuestra poblacion estudiada nos garantiza
poder identificar un crecimiento patoldégico que se sobreafiade
al valor del estado hemodindmico identificado mediante
Doppler.

En nuestro estudio, identificamos variables influyentes ya
conocidas, como la raza y la paridad y establecemos por
primera vez, los coeficientes para etnias importantes en
nuestra poblacion como la magrebi y la sudamericana.
Customizar para la raza materna es importante en la detecciéon
de fetos en riesgo(125).

Nuestro modelo, alcanzo un R? de 0.192, inferior a los
modelos customizados para Vvariables antropométricas
maternas(6) pero superior a los que solo incluyen el sexo fetal

y la paridad.
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No obstante, tanto los modelos customizados para altura y
peso maternos como para solo etnia y paridad tienen un R?
que se situa alrededor de 0.17-0.30(6), por lo gque otras
variables desconocidas o de complicada identificacion estan
involucradas en el peso neonatal 6ptimo. Mikolajczyk et
al(123) en su estudio publicado en Lancet en 2011 observo
que con la customizacién para la etnia materna mejoraba la
clasificacion de neonatos BPEG, mientras que al afadir mas
parametros a la customizaciéon individual, mejoraba
timidamente hasta llegar a la customizacion total propuesta
por Gardosi et al(126). Siguiendo esta corriente, y con el
objetivo de completar las tablas de peso neonatal referencial
publicadas por la Organizaciéon Mundial de la Salud, se disefi6
el estudio Intergrowth-21. Dicho estudio concluy6é en 2014 y
tras la seleccion exhaustiva de poblaciéon de mujeres gestantes
procedentes de un ambiente idéneo y libre de noxas para el

retraso de crecimiento intrauterino, de varios paises y etnias.

Las curvas de referencia de peso neonatal se crearon para
edad gestacional y sexo del recién nacido, no encontrando
diferencias entre los distintos grupos étnicos y sin tener en

consideracion la paridad ni variables antropomeétricas.
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Esto estd en linea con la teoria del peso idéneo al nacimiento
para la raza humana, donde si se eligen poblaciones sanas no
haria falta customizar para las demas variables antes tomadas
en consideraciéon ya que no mejoraria la predicciéon del peso
neonatal al nacimiento (127,128).

Esta corriente estd en contraposicion con la customizacién de
las tablas de referencia poblacionales y ha sido discutida
recientemente por Gardosi et al ya que no se incluyé en el
estudio el perimetro abdominal, dato importante en el calculo

del peso fetal(129).
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6.2. Comparacion de los niveles de Reelina y BDNF en
sangre de cordon entre recién nacidos BPEG y recién

nacidos PAEG.

6.2.1. Analisis descriptivo individualizado de casos

controles.

Seleccion de Seleccion de

a) Fetos BPEG. i ki

Curvas de referencia pesos
lidad recién nacidos

[ Depuracién de casos y controles |

La seleccion de los casos la realizamos | Descripuo casos y contoles v |

Valores de

mediante curvas customizadas propias, con referencia.
BDNF y Reelina

una sola medida de PFE. Se ha visto que en | cacenpassion -
‘Subanafisis de BDNF en funcion

del estado fetal

fetos a término y con estudio Doppler bl d Recina o cason |

normal se mejora la prediccion de mal resultado neonatal
comparado con el estudio de la curva de crecimiento dinamica
(130).

En el analisis de los 47 casos con BPEG, |la media de edad
materna fue superior a la media de nuestra poblacién de
referencia aunque no de forma clinicamente relevante (32 vs
31 afios cumplidos).

Igualmente la incidencia de nuliparidad (55.7 vs 74.5%)
también diferia, ambas variables relacionadas con una mayor
frecuencia de preeclampsia. Igualmente observamos una

mayor frecuencia de preeclampsia, hipertension arterial y
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diabetes, tal y como se conoce y se ha publicado en anteriores
estudios (131,132), patologia relacionada con la disfunciéon
placentaria y vascular.

Del mismo modo, encontramos mas antecedentes obstétricos

como abortos de repeticion e hipotiroidismo (133).

La variable horas de bolsa rota se tratd como dicotémica
(mayor o menor de 12 horas) ya que es lo que en meta-
andlisis publicados se valora como riesgo de corioamnionitis
(134) aungue existen diversos puntos de corte analizados. En
los fetos BPEG se obtuvieron casos con menor tiempo de
rotura de membranas (menos de 12 horas) debido a que los
fetos con menor duracion de horas de bolsa rota fueron los
que tenian riesgo de pérdida de bienestar fetal, como son los
casos de retraso de crecimiento intrauterino, mas frecuentes
en los prematuros. En nuestro estudio se observo que los fetos

BPEG tenian un parto mas rapido que los de crecimiento PAEG.

El tratamiento con sulfato de magnesio durante el estudio tuvo
la Unica indicacibn como profilaxis de la eclampsia, ya que
todavia no se habia instaurado la neuroprofilaxis neonatal, por
ese motivo, dicho tratamiento solo se dio en los casos con
preeclampsia severa que pertenecieron al grupo de casos con
fetos BPEG (23.4%).
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La cesarea electiva fue mas frecuente respecto a nuestra
poblacién de referencia del periodo 2005-2011 (46.9 vs
21.1%) (Tabla 12). Debido a la prematuridad, la patologia
previamente descrita y al hecho de que en nuestra muestra de
fetos BPEG el percentil customizado de peso al nacimiento mas
frecuente fue 0, casi la mitad de los casos tenian el Doppler
umbilical afecto y cerca del 70% vasodilatacion cerebral (Tabla
10) por lo que hace mas dificil que se de un parto vaginal, tal
y como se relata en la literatura(135). En nuestro centro, al
igual que en otros, la alteracion umbilical no es criterio de
parto vaginal(136) pero se observdé una tendencia lineal
significativa de cesarea en curso de parto y cesarea electiva en
los casos mas graves con ausencia de flujo o reverso en
arteria umbilical. Esta observaciéon pudo ser origen de un

sesgo al analizar las horas de bolsa rota de dichos fetos.

Respecto a la proporcion de sexos, tuvimos mas fetos
masculinos en el grupo de BPEG (73 hombres frente al 36%
mujeres) no pudiendo solventar dicha diferencia en la recogida
de los sujetos a estudio ni ser explicada por una mayor
prevalencia de retraso de crecimiento intrauterino en los fetos
masculinos en la literatura médica ya que existen articulos que
relatan una mayor frecuencia de bajo peso en fetos

femeninos(137,138) pero por el contrario, los fetos masculinos
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tienen mayor riesgo de mal resultado neonatal cuando su

crecimiento intrauterino esta afectado(139).

La edad gestacional fue menor en el grupo de fetos BPEG ya
que no era un criterio de exclusion como en los fetos PAEG
(media de 34.6 semanas), por ende obtuvimos diferencias en
las variables subrogadas a @ ésta. La hemorragia
intraventricular, que se asocia a Iinmadurez cerebral,
principalmente prematuridad(140), se dio en 7 casos con una
media de 32 semanas de gestacion, aunque
sorprendentemente solo un caso de hemorragia grado IV.
También tuvimos mas reanimaciones medicalizadas 34% (tipo
Il 'y IV) y los ingresos en la UCI neonatal fueron en mas de la
mitad de la muestra (59%) (Tabla 9.3). La maduracion
pulmonar se administré en 21 fetos, 19 de éstos BPEG (10 de
ellos con maduracion corta de 12 horas). Los fetos que no
pudieron ser madurados con ninguna dosis de corticoides
fueron dos fetos BPEG de 29 y 34 semanas respectivamente,
incidencia de 9.5%, similar a lo publicado en estudios de

calidad y recomendado por la Joint Comission(141).
En el analisis bioquimico de los fetos BPEG, hay que tener en

consideracion también que la edad gestacional, a parte del

percentil customizado, fue muy por debajo de la media en una
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poblacién normal, por lo que los valores obtenidos no pueden
ser comparados con la normalidad. Las caracteristicas
bioqguimicas que son inferiores a menor edad gestacional como
la hemoglobina, hematocrito o los linfocitos, en nuestra serie
fueron superiores. La serie roja debido a la presencia de
retraso de crecimiento, acorde con lo publicado en la
literatura(142). Dicha elevaciéon es atribuida a un aumento de
la eritropoyesis como resultado de una insuficiencia
placentaria e hipoxia crénica, tal y como corresponde a fetos
con alteracion de crecimiento. A demdas, sabiendo que la
hemoglobina y el hematocrito aumentan con las semanas de
embarazo, en nuestra serie de fetos BPEG tiene un
comportamiento paraddjico respecto a la normalidad. Los
niveles de hemoglobina y porcentaje de hematocrito
disminuyen conforme avanzan las semanas de embarazo. Esto
es debido al fenédmeno de hemoconcentracion en los fetos con
retraso de crecimiento, en nuestra serie, los casos con
percentil customizado inferiores correspondian a edad
gestacionales precoces, es decir los casos mas severos fueron
los mas prematuros. Respecto a la serie blanca, en las series
recogidas en la literatura meédica, se caracteriza por ir en
ligero aumento conforme avanza la edad gestacional, viendo
que los fetos que nacen por parto vaginal tienen mayores

cifras que los que nacen por cesarea electiva.
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En nuestra serie de fetos BPEG, obtuvimos unos valores de
leucocitosis (13677/L) acorde a otras series como las previas
citadas de Walka y Dallman (143,146). Los porcentajes de
serie blanca y de neutréfilos aumentan y los de linfocitos
disminuyen con la edad gestacional, al igual que se observa en

las series publicadas (datos no publicados en esta memoria).

Con todas estas observaciones, nuestra muestra de fetos
BPEG puede ser considerada correctamente catalogada como
fallo de crecimiento ya que observamos se expresan

alteraciones propias del retraso de crecimiento.
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b) Fetos PAEG

Respecto a la segunda parte del estudio, del andlisis
descriptivo individualizado de los casos y controles y referidos
en las Tablas 11.1-11.4 observamos que los 93 fetos PAEG
tienen una edad materna similar a nuestra poblaciéon de
referencia tal y como se puede observar en la Tabla 12.

La edad gestacional no es comparable ya que se forzo el
reclutamiento de todas las semanas de embarazo desde la 34,
eliminando los de menos de 34 semanas como punto de corte
para evitar analizar fetos con patologia no diagnosticada
prenatalmente que fuera causante de la prematuridad.
Respecto a la cesarea, en nuestros fetos PAEG tuvimos menos
tasa global, con un 11.8% respecto a nuestra propia poblaciéon
que es de 21.1%, probablemente porque los criterios de
exclusiéon de los fetos PAEG hacen mas favorable un parto
vaginal.

La incidencia de preeclampsia, a pesar de ser nula en nuestra
muestra, asi como de diabetes, que solo tuvimos dos casos,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
con la poblaciéon de origen.

El resto de variables, como la toma de farmacos, o la
presencia de antecedentes obstétricos no fueron recogidos en

la poblacion de origen por lo que no se pudieron comparar,
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aunque tan solo tuvimos dos casos de abortos de repeticidon
(dos o mas), dos de hipotiroidismo y uno de hipertension
arterial, acorde con la necesidad de recoger controles libres de
enfermedad.

Del mismo modo, la distribucion del sexo fetal fue similar en
las dos poblaciones.

El 6.5% de ingreso en la UCI se justificaria por el rango de
edad gestacional de la muestra, ya que 25 fetos (27%) eran
de menos de 37 semanas.

Respecto a la maduracion pulmonar, a pesar de que se
eliminaron los fetos de menos de 34 semanas, se recogié un
caso donde se realiz6 maduracion con corticoides antes de las

34 semanas y que el parto se produjo mas tarde.

Correspondiente al analisis de las variables bioquimicas en los
fetos PAEG, los valores de hemoglobina y hematocrito entran
dentro de la normalidad de pardmetros a pesar de ser una
poblacién heterogénea respecto a edad gestacional. La media
de 15.67 gr/dl y 46.37% de hemoglobina y hematocrito
respectivamente es similar a la reflejada en la literatura (15.9-
15.5 gr/dl y 49% (144,145)), teniendo en cuenta nuestro 27%
de prematuridad leve (34-37 semanas), ya que dichos
parametros disminuyen con la edad gestacional en fetos

considerados PAEG.
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El analisis de la serie blanca refleja el mismo comportamiento
respecto a los valores de normalidad publicados, 15.733 por
mm? frente a los 14.200 de Walka et al(143) y los 18.100 de
Dallman(146). La relacion de dicho parametro con la edad
gestacional es estable, aunque el porcentaje de poblaciones de
linfocitos y monocitos disminuye con las semanas de
embarazo, el valor obtenido en nuestra serie es similar a los
de referencia publicados en la literatura (51.99%, 35.64% y
8.1% frente a 61, 31 y 6% de Dallman et al)(146).
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6.2.2. Valores de referencia del BDNF v Reelina en fetos
PAEG

Seleccion de Seleccion de
Cas0s confroles

Curvas de referencia pesos
nomalidad recién nacidos

a) Valores de referencia del BDNF.

| D ion de casos y controles |

Descriptivo casos y confroles. |
Hasta el momento, encontramos en la Valoresde

referencia
BONF y Reelina

literatura tres articulos que evaluan el nivel | s
= B

r g Subanalisis de BONF en funcion
de BDNF en sangre de cordén umbilical en e estado Doppler et
Subanalisis de Reelina en cazos y

controles

funcion de la edad gestacional, clasificada
en varios rangos ([24-40 semanas](95), [< 32 semanas](92),
[32-36 y > 36 semanas](147)) cuya metodologia y resultados
vamos a utilizar para el analisis comparado con nuestro
estudio. No obstante, existe controversia en la evolucion de
los valores de BDNF en funcion de la edad gestacional
encontrando estudios contradictorios y cuyo objetivo final no
fue valorar la normalidad del BDNF en gestaciones sin

patologia.

Nuestro estudio es el primero que analiza la distribucién del
BDNF por semanas de gestacion en fetos sanos a término.
Para la elaboracién de curvas referenciales de BDNF
eliminamos los fetos PAEG menores de 37 semanas vy
seguimos la metodologia propuesta por Royston y Wright

(121). Esto nos parecido fundamental para evitar analizar
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sangre de corddn umbilical de fetos con alguna patologia no
diagnosticada que fuera posible etiologia de la prematuridad
por el hecho de que el prematuro sano no existe o es dificil
seleccionarlo (127).

Matoba publicé en 2009 un estudio comparativo en funcién de
distintos rangos de edad viendo que el BDNF era inferior en los
fetos prematuros(147). Su media de BDNF en fetos a término
(> 37 semanas) fue de 3097 ng/L que comparado con nuestra
muestra difiere considerablemente (nuestra media fue de
7201 pg/mL).

En nuestro estudio, a demas de seleccionar los casos = 37
semanas sin patologia subyacente, se recogié el hemograma
como control bioquimico, y se observé que el comportamiento
de las variables bioquimicas respecto a la edad gestacional fue
de acorde a la normalidad publicado en la literatura, este
proceso ha sido omitido en los estudios de BDNF tal y como
explica en la discusibn Matoba, que relaté la marcada
variacion del BDNF (percentil 10-90 de 700-9000 pg/L
respectivamente) como consecuencia de poder tener muestras
con patologia subyacente no diagnosticada (corioamnionitis
subclinica...).

En nuestro estudio, observamos que tanto la serie roja
(hemoglobina, hematocrito) como los leucocitos y el

porcentaje de neutréfilos, aumentan con la edad gestacional
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como se puede observar en los graficos de correlacion (Figuras
20.1-20.5) y acorde a las publicaciones. El porcentaje de
linfocitos es el parametro de serie blanca que disminuye con la
edad gestacional tal y como se ha explicado en el apartado
anterior, que de igual forma sucedié en nuestro estudio, asi
como la ausencia de leucocitosis que pudiera sugerirnos una
corioamnionitis subclinica, ya que es uno de los factores

antenatales que pueden modificar los niveles de BDNF(148).

Considerando el comportamiento del BDNF, se observé que a
mayor edad gestacional menor fue el nivel de BDNF, siendo
dicha relacion estadisticamente significativa. Este hallazgo es
contrario a lo observado por el estudio de Mantoba et al(147),
Malamitsi-Puchner et al(149) y Choutai et al(95). Este ultimo,
en su estudio publicado en 2003, que a diferencia del estudio
de Matoba et al, no tubo como finalidad reflejar valores de
referencia. Segmenté también su muestra en tres variables
ordinales en funcibn de las semanas de gestacion al
nacimiento y observé que los fetos de menos de 29 semanas
tenian niveles inferiores de BDNF respecto a los de 29-35
semanas y éstos a su vez, menores de los recién nacidos de
36 0 mas semanas de gestacion. Debido a que no analizé los
valores de BDNF en fetos considerados como sanos y a

término, hace que esta comparacion no pueda ser considerada
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como un comportamiento normal del BDNF, de la misma
manera ocurre en el estudio de Malamitsi-Puschner et al de
2004.

Por otro lado, Rao et al, en su estudio publicado en 2009 con
recién nacidos de menos de 32 semanas, no observdé ninguna
relacion con la edad gestacional, tan solo con las horas de
bolsa rota y la administraciéon de corticoides antenatales. Una
vez mas, el objetivo del estudio no era valorar la normalidad,
sino evaluar el comportamiento del BDNF postnatalmente. Su
poblacién fue pequefia (33 casos), con un 40% de
preeclampsia, y 33% de sepsis neonatal, por lo que no es util
como referencia (92).

Por este motivo, es fundamental que los estudios que evallan
los niveles de BDNF en sangre de corddn estén ajustados para
la edad gestacional correspondiente y seleccionados libres de

patologia.

Una forma de valorar el comportamiento de BDNF en funcion
de la edad gestacional estudiando pretérminos libres de
patologia es evaluar el nivel de BDNF en el liquido amnidtico
de gestaciones que siguen en curso. Marx et al publicé en
1999 un estudio donde si comprobd que los niveles de BDNF

en liguido amnidtico disminuian con la edad gestacional (148),
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es el Uunico estudio que estd en concordancia con los

resultados obtenidos en esta memoria.

Una justificacion fisiopatolégica de nuestro hallazgo es la
teoria del “leaky brain” que postula la inmadurez de la
angiogénesis cerebral y el paso de proteinas a través de la
barrera hematoencefalica de forma descontrolada como
causante del aumento de concentracion de proteinas de origen
neurolégico en plasma de prematuros. No obstante esta teoria
se ha puesto en entredicho con técnicas de
inmunohistoquimica y estudios de transporte activo de
proteinas, demostrando la existencia de tight junctions en el
neuroendotelio, reguladores del flujo a través de la barrera
hematoencefadlica desde edades gestacionales tempranas

(150,151).

Respecto a la influencia de las horas de bolsa rota, se incluyd
en el analisis a raiz de que los dos estudios publicados por
Chouthai et al y Rao et al valoraban dicha variable y tuvieron
resultados contradictorios. Chouthai et al no encontraron
diferencias en su estudio y Rao por el contrario, relaciond las
horas de bolsa rota con niveles inferiores de BDNF. Su estudio
solo incluia fetos de menos de 32 semanas, su muestra era

escasa (33 RN) y no excluia la posibilidad de sesgo, ya que los
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mas prematuros pudieron ser los mas patoldégicos, con
preeclampsia severa y retraso de crecimiento intrauterino.

En nuestro estudio se obtuvieron valores de BDNF mayores
cuanto mayor era la duracion de bolsa rota, de forma
significativa (Tabla 15 y Figura 17), dicha asociaciéon
observada resultd ser constante tras el ajuste. Esta relacion se
basa en la observacion de estudios clinicos y epidemioldgicos
que han demostrado asociacion significativa entre la infeccidon
materna y aumento de los niveles de citoquinas
proinflamatorias en el cerebro fetal (152). Estos agentes
pueden también aumentar la permeabilidad de la barrera
hematoencefdlica con una mejora de la infiltracion de
leucocitos del cerebro mediada por quimioquinas cerebrales.
Aungue leve, esta reaccion fetal inflamatoria puede ocurrir
debido a que los microorganismos invasores entran en la
cavidad amnidtica y al feto por orden ascendente (153), aqui
inducen una respuesta inmune innata con la consiguiente

produccion de citocinas proinflamatorias.

Por otro lado, cuando la presencia de inflamacién se produce
en ausencia de microorganismos (situaciones de hipoxia e
isquemia) se ha observado un patron elevado de citoquinas
diferentes, la inmunoreactividad de TNFalfa es

significativamente menor que en el grupo de inflamaciéon

213



Discusion

secundaria a presencia de microorganismos. Esto apoyaria los
resultados obtenidos en los fetos con crecimiento alterado
donde los niveles de BDNF son menores, probablemente
porque las citoquinas estimuladas no tienen el mismo efecto
que las elevadas en la inflamacién-infeccion por

microoganismos.

Respecto al sexo fetal, existen dos estudios donde no se
observan diferencias en los niveles en funcién del sexo fetal
(92,154), nosotros no evidenciamos diferencias significativas
que recomendaran en el modelo de regresion incluir el sexo
del recién nacido, aunque los niveles fueron superiores en los
recién nacidos de sexo femenino al igual que encontraron
Choutai et al en su estudio, aunque las diferencias que se

encontraron no fueron significativas.

Con estos resultados respecto a las curvas referenciales de
BDNF, se puede concluir que los niveles de BDNF en sangre de
corddén al nacimiento van en disminucion conforme aumenta la
edad gestacional al parto, siendo este estudio el primero que
analiza dicho comportamiento en poblacion sana. El hecho de
observar que mas de 12 horas de bolsa rota eleva la media de
BDNF de forma consistente, se recomienda tener en cuenta

esta variable aunque el significado postnatal de dicha
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influencia deba ser estudiado en el futuro. Asi mismo, los fetos
de sexo femenino presentan mayores niveles de BDNF aunque
dicha diferencia no se considerd significativa en la muestra

analizada.

Tabla 34: Resumen de los estudios publicados hasta la fecha sobre los niveles de

BDNF en sangre de cordon en funcion de variables antenatales

POBLACION A
AUTOR ESTUDIO OBJETIVO CONCLUSIONES
Valorar
LA de 102 L
) presencia de BDNF disminuye
gestaciones
Marx et BDNF vy si se con la EG (r=-0.22;
normales y 31 .
al 1999 ) modifica con P=0.026), y con la
con alteraciones i _
(148) infeccion o presencia de
SNC. ,
alteraciones del infeccion (p=0.36)
EG: 17 SG
SNC.
60 muestras de Valorar el BDNF aumenta con
Chouthai sangre de comportamiento |a EG clasificada
et al cordoén. Tres de BDNF en como grupos de
2003 grupos de EG: funcion de la EG  prematuridad. Las
(95) <29, 29-36 >36 y otras variables horas de RPM o el
semanas antenatales CIR no afecta.
El grupo de
Malamitsi prematuridad
45 muestras de Evaluar las
-Puchner , (media de 29
cordon: 30 a diferencias de
et al : . semanas) tuvo
término, 15 BDNF en funcion )
2004 L menores niveles de
pretérmino del grupo de EG
(154) BDNF que los RN a
término
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POBLACION A
AUTOR ESTUDIO OBJETIVO CONCLUSIONES
o Evaluar las
Malamitsi _ _
60 muestras de  diferencias entre
-Puchner No encuentra
sangre de fetos CIR y PAEG. . .
et al , diferencias entre
cordon: 30 CIR  Ambos grupos
2007 fetos CIR y PAEG.
30 PAEG. igual Doppler
(155) N
umbilical
51 RN a término )
o _, BDNF es superior
Wang et  divididos por Relacion del peso y
en fetos PEG
al 2008 percentil (PEG, BDNF en tres
comparado con el
(156) PAEG y GEG), 8 grupos
resto
PEG.
927 muestras
de sangre de Identificar
Mantoba , . _ L.
i cordon. Varios diferentes patrones BDNF disminuido
et a
grupos de de marcadores en fetos
2009 ,
(147) prematuridad: inmunologicos prematuros
EG <32, 32-37 segun EG.
y >37 SG
) Los niveles de
Cambios .
3 muestras de BDNF no cambian
Rao et al postnatales en .
sangre de » por EG, sdlo por
2009 . funcion de
cordon de RN < _ horas de RPM y
(92) variables .
32 semanas, . maduracion
perinatales
pulmonar

Continuacién Tabla 34: Resumen de los estudios publicados hasta la fecha sobre los

niveles de BDNF en sangre de corddn en funcion de variables antenatales
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POBLACION A

PAEG y 74 PEG.

customizado, no

incluyen Doppler

AUTOR ESTUDIO OBJETIVO CONCLUSIONES
Los niveles de
BDNF eran
200 muestras de .
iguales
sangre de Efecto de los . .
Kumar et , o independientemen
cordon de RN corticoides sobre
al 2011 te del tratamiento
con EG entre 24  distintas ..
(157) . . con corticoides o
y 34 SG. citoquinas. )
presencia de
inflamacion
placentaria
Diferencias entre
Muestras de )
PEG o AGA en Niveles de BDNF
Mantoba sangre de , ,
. funcion de estan
et al 2011 cordon de RN a . ...
L percentil disminuidos en
(158) término: 319

fetos PEG.

Continuacién Tabla 34: Resumen de los estudios publicados hasta la fecha sobre los

niveles de BDNF en sangre de cordén en funcién de variables antenatales
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6.2.3. Analisis comparativo de casos Vv controles

emparejados

Previo a la mejora en las técnicas de RM vy de
inmunohistoquimica, la afectacion neuroldgica de los fetos con
retraso de crecimiento o prematuridad se centraba en el
estudio de la sustancia blanca. La existencia de leucomalacia
periventricular, lesibn de la matriz germinal y hemorragia
intraventricular eran las variables que se manejaban en este
tipo de pacientes.

A partir de la introduccion de modelos animales como ovejas o
roedores, donde se provoca artificialmente hipoxia cronica y
retraso de crecimiento mediante distintas técnicas, es posible
estudiar los mecanismos por los cuales se producen las
lesiones neuronales en fetos afectos de CIR.

Estudios en ratas han observado que la expresion de
neurotrofinas esta disminuida, migracion neuronal alterada y
menor indice de mielinizacion (51,159,160).

Bajo el concepto de que los niveles de BDNF en torrente
sanguineo son reflejo de los niveles de BDNF
intracerebral(161) se han desarrollado estudios en humanos
donde se correlacionan los niveles de BDNF con disitintas

patologias prenatales.
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El tratamiento con sulfato de magnesio como indicacion de
neuroprofilaxis se ha visto que eleva los niveles de BDNF en
fetos prematuros comparados con los que no reciben

neuroprofilaxis(91).

Ante la posibilidad de valorar el nivel de BDNF como un
marcador de lesiébn neuroldgica y la importancia de que la
comparacion con sujetos sanos fuera ajustada para la edad
gestacional, (dada la variabilidad del BDNF en funcion de ésta)
se disefid el andlisis comparativo de casos y controles
emparejados.

No fue posible el emparejamiento del 100% de las muestras
recogidas, se consiguié emparejar el 75% de los casos con el
37% de los controles ya que fue dificil encontrar fetos de
menos de 37 semanas sanos. Como se comprob6 que el BDNF
se correlaciona de forma significativa e inversamente
proporcional con la edad gestacional, el ajuste de casos y
controles por esta variable queda claramente justificado. Sin
embargo, no hemos demostrado que tal ajuste pueda ser
necesario por sexo dado que no encontramos correlacion del
BDNF/sexo recién nacido, posiblemente debido al escaso

grupo reclutado.
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No se pudo emparejar para la variable horas de bolsa rota. Ya
comentado en el apartado previo, los fetos BPEG tuvieron una
mayor incidencia de cesareas electivas con el consiguiente
menor numero de horas de bolsa rota. No obstante, el ajuste
por horas de bolsa rota mediante regresion lineal solo
modificaba la significacion de la relaciéon entre linfocitos y
caso-control, convirtiéndola en no significativa (dato no
mostrado). El resto de las relaciones permanecieron igual por

lo que no se considerd importante el ajuste por dicha variable.

Las diferencias observadas en los grupos caso y control fueron
las relacionadas con el criterio de seleccion. Se ha demostrado
que la nuliparidad se asocia a mayor frecuencia de
preeclampsia(162). La edad materna fue superior en los
casos, pero no alcanzo significacion estadistica. También se ha
visto que la edad se asocia con mas patologia materna y por
tanto el uso de al menos algun farmaco estudiado. Sibai et al
y multiples autores, han demostrado la asociacion de
preeclampsia con prematuridad y bajo peso para la edad
gestacional asi como el hipotiroidismo y la diabetes, esta

ultima por vasculopatia materno-placentaria (10).

Otros resultados coherentes con la literatura actual son los

que analizan las variables perinatales con menor porcentaje de
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bolsa rota y de parto vaginal en los casos vs los
controles(163). La administracion de sulfato de magnesio se
dio en los casos con preeclampsia por lo que ningun feto PAEG

se trato.

Queremos destacar que no encontramos diferencias entre los
dos grupos a estudio respecto a la maduraciéon pulmonar,
debido a la edad gestacional (= 34 sg). Esto es importante
porque Rao et al encontré que los niveles de BDNF se ven
afectados por el uso de corticoides. Nosotros tan solo tuvimos
dos casos de maduraciéon en los fetos PAEG que aunque
nacieron mas alla de las 34 semanas, habian recibido

maduraciéon previa.

Como era de esperar, a pesar de estar corregida la edad
gestacional, las diferencias en las medidas de tamafno y peso
perinatales para casos y controles fueron significativas, asi
como el perimetro cefalico al igual que lo encontrado por
Malamitsi-Puchner et al y Chouthai et al (95,164), mas aun
considerando los percentiles customizados (2 vs b58;
p<0.0001). Esto dltimo implica, a demas de por el estado
Doppler antenatal, que escogimos casos severos, con mayor

frecuencia de percentiles bajos.
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En relacion a las variables clinicas neonatales de bienestar
fetal intraparto como es el test de Apgar al minuto y a los
cinco minutos y pH de arteria umbilical, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos a
pesar de que el pH arterial en recién nacidos con BPEG fue
menor que los PAEG.

Considerando los criterios estrictos de percentil y Doppler fetal
cabria esperar una mayor diferencia pero no obstante se ha
visto que el estado &cido-base de los fetos con retraso de
crecimiento intrauterino se relaciona con el ductus venoso
patolégico como variable antenatal, tal y como estudi6
Baschat et al(61) y en nuestro estudio tuvimos tan solo dos
casos con alteracion del ductus venoso. Estos resultados nos
satisfacen por la salud perinatal, sin embargo diversos autores
encuentran resultados distintos. En concreto Malamitsi-
Puchner en su estudio, encontrd diferencias significativas en el
pH de arterial umbilical(164) siendo que aplicé unos criterios
de seleccidon caso-control mas laxos que el nuestro, aunque en

ningun grupo se alcanzo6 acidosis neonatal.

A pesar de estos buenos resultados en cuanto a bienestar
fetal, si observamos diferencias en los distintos tipos de
reanimacion. Esto pone de manifiesto que en los casos se

observan una mayor dificultad adaptativa a la vida
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extrauterina con mayor frecuencia de reanimacion médica de
segundo y tercer nivel (tipo Il y Ill) (165). Esto es acorde a
los protocolos de reanimacion neonatal, que consideran el
retraso de crecimiento una patologia de riesgo con mayor

necesidad de reanimacion neonatal avanzada (166).

De la misma manera, el porcentaje de ingreso en la UCI
neonatal fue mayor en los casos (47.2 vs 8.3%) aunque las
complicaciones neonatoldgicas, que se analizaron globalmente,
no mostraron diferencias significativas entre los dos grupos.
Sin embargo, llama la atencién sobretodo la existencia de
hemorragia intraventricular en un 8.6% de los casos frente al
2.8% de los controles, tal y como se relata en la literatura
meédica, identificando el retraso de crecimiento como un factor

de riesgo importante en la hemorragia intraventricular(140).

En el andlisis bioquimico de sangre venosa umbilical
obtuvimos las diferencias significativas esperadas entre los
casos y controles para el nivel de hematocrito y hemoglobina
(17 gr/dl frente a 15.4 y 51% frente a 45) tal y como se
explica en la literatura médica y se ha relatado en el apartado
previo. Pero por el contrario, tuvimos un sujeto con sepsis
postnatal en Ilos casos, sin existir diferencias en los

marcadores de infeccion entre casos y controles dejando atras
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los posibles sesgos que la inflamacion por infeccion pudiera

tener sobre los niveles de BDNF.

Finalmente, en cuanto a los niveles de BDNF, encontramos
mayores niveles en los fetos PAEG versus BPEG pero con una
diferencia cercana a la significacion (p=0.073). Esto
probablemente fue debido a la falta de potencia estadistica por
el tamafo muestral, ya que el andlisis comparativo se
compuso de 36 sujetos por cada rama a pesar de que los
sujetos BPEG se consideraron con una afectacion importante
del crecimiento y la magnitud de la diferencia fuera menor de
la esperada.

En la Tabla 20 se refleja el hecho de que la afectacion Doppler
estaba presente en un 75% de la muestra, teniendo
vasodilatacion cerebral en casi la mitad de los casos (41.7%) y
alteracion del Doppler umbilical en mas de un tercio de los
fetos BPEG. Este criterio de selecciéon es mas estricto que el
utilizado en los estudios que evaluan las diferencias de BDNF
en funcion del tipo de crecimiento.

Malamitsi-Putscher et al en su estudio de 2007 seleccionaron
fetos BPEG que a pesar de catalogarse como tal con
percentiles customizados por el programa GROW de Gardosi et

al(126), tenian el mismo Doppler umbilical que los casos.
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Otro estudio mas laxo en el criterio de seleccion de fetos BPEG
que el nuestro fue el de Chouthai et al(95) que tampoco
utilizaron el Doppler antenatal y tampoco encontré diferencias
entre los fetos BPEG y los PAEG.

Por el contrario, Matoba et al en 2011, a pesar de que en el
criterio de seleccion de los fetos BPEG no utilizaron el valor
Doppler, si que encontré diferencias en los niveles de BDNF
entre fetos BPEG y PAEG, probablemente debido a que la
clasificacion de los percentiles se realizd con tablas
referenciales propias customizadas y que dicho estudio consto
de un tamafio muestral considerable (393 controles y 74
casos) muy superior al nuestro ya que no considerd necesario
ajustar para la edad gestacional al realizarse en fetos a

término (158).

De los cuatro estudios originales publicados para el estudio de
BDNF en fetos BPEG, a pesar de que en tan solo Matoba et al
logran significacion estadistica, la tendencia es que el BDNF es
inferior en los fetos con afectacion del crecimiento
intrauterino. Se hace dificil demostrar diferencias sobretodo
porque es necesario el ajuste para edad gestacional y cuando
en un estudio no es necesario, es porque son fetos a término,
como en el de Matoba et al. Al recoger fetos a término BPEG,

se asume la condicion de que dicha alteracién de crecimiento
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no es lo suficientemente severa por el hecho de alcanzar el
término gestacional, sobretodo si no se incluye las variables
Doppler. Por ese motivo, es necesario realizar estudios con
muestras voluminosas y con afectaciones de crecimiento en
sus rangos mas severos. Mas adelante, en el apartado de la
evaluacion Doppler se explican las diferencias encontradas en

este tipo de analisis.

El analisis comparativo de casos y controles emparejados para
el estudio de la Reelina no se pudo realizar debido al escaso
tamafio muestral (34 casos y no emparejados). Por ese motivo
se remite al apartado “6.2.5. Determinacion de Reelina en
relacion a las variables de estudio en el total de la muestra”
para un estudio mas a fondo de dicha molécula dentro de las

limitaciones de la técnica y la muestra.
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6.2.4. Determinacion del BDNF en relacion a las

variables de estudio en el total de la muestra

Otro enfoque analitico del BDNF, al igual que realizo Chouthai
et al, fue identificar las distintas variables antenatales que
pudieran modificar los niveles de BDNF en los neonatos. La
mayoria de las que se identificaron como modificadores
significativos estaban relacionadas entre si. Compartian tres
mecanismos comunes e intimamente relacionados: la
prematuridad, la inflamacion-infeccion y el retraso de
crecimiento intrauterino, tal y como identificaron Sibai et
al(10).

Los antecedentes obstétricos de riesgo de anomalias en la
placentacion, la existencia de marcadores de sindrome
metabdlico como la diabetes o la hipertension, el riesgo
infeccioso como la rotura prematura de membranas
prolongada, los leucocitos, o la prematuridad y todas sus
variables subrogadas se asociaron a niveles distintos de BDNF
de varias magnitudes en el analisis univariante.

A diferencia de lo obtenido por Rao y de similar forma que en
el estudio de Chouthai, no se encontraron diferencias de BDNF
en presencia de hemorragia intraventricular aunque Ila
tendencia fue la disminucion de BDNF en los casos con HIV,

que fueron tan sé6lo 6 (Tabla 23.3), dicho evento estid en
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relacion con la inmadurez del SNC como la prematuridad y las
fluctuaciones del flujo cerebral sobre la matriz germinal (167)
por lo que tampoco se puede afirmar de nuestra observacion
que los niveles de BDNF sean inferiores por la presencia de

lesion vascular periventricular.

La presencia de hipotiroidismo también se analizé por
separado, ya que hay estudios que relacionan el hipotiroidismo
y la regulacion negativa del BDNF(168). En la serie
presentada, tan solo se dieron 7 casos con hipotiroidismo y la
concentracion de BDNF fue inferior en ellos (4318 frente a
6724 pg/dL).

Debido a que muchas de estas variables interaccionan o se
relacionan entre si, como el tratamiento con sulfato de
magnesio y la presencia de prematuridad o preeclampsia, o el
ingreso en UCI con la edad gestacional y el retraso de
crecimiento... etc. se ajustdé el efecto de dichas variables
antenatales mediante regresion logistica en la Tabla 24. Tan
s6lo se observo significacion en el sexo del RN, las horas de
bolsa rota y los leucocitos. Estas dos variables, relacionadas
con la inflamacién aunque intraparto, estdn en consonancia
con los estudios animales que demuestran que el insulto

infeccioso provoca un aumento en la expresion de BDNF (93) a
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diferencia de los estudios heterogéneos en humanos antes
expuestos.

El hecho de encontrar que el sexo femenino asocia un mayor
nivel de BDNF que no encontramos en el andlisis de
normalidad puede ser debido al tamanio muestral de la
normalidad, ya que la tendencia era la misma, o mas alla,
debido a que tuvimos mas RN de sexo masculino en el grupo
BPEG, puede ser gue exista un efecto género-modulador de la
expresion de BDNF por la presencia de estréogenos tal y como

se ha visto en los adultos (Figura 30) (169).

Figura 30. Mecanismo molecular de interaccién de los estrégenos con el BDNF.
Scharfman et al (19)
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El modelo final, respetando el principio jerarquico al incluir el
percentil neonatal por ser criterio definitorio de caso-control,
resulté constante la significacion para las horas de bolsa rota

una vez mas, asi como para el sexo y los niveles leucocitos.

El ingreso en UCI es una variable que depende, entre otras
covariables de la edad gestacional, segun las series, mas de
un 65% de los ingresos son prematuros (170), al contrario
que las semanas de gestaciobn cumplidas que marca la
madurez de forma progresiva, el ingreso en UCI refleja de
forma mas dréastica la madurez del RN a modo de variable
“composite”. Al ser una variable postnatal, en un modelo
predictivo no tendria sentido pero se mantuvo al ser un
modelo con finalidad explicativa de los niveles de BDNF,
aunque es una variable subrogada de la edad gestacional y el

retraso de crecimiento.

En este apartado se identificaron las posibles variables
modificadoras de los niveles de BDNF, util conocerlas para
realizar ajustes en estudios de poblaciones heterogéneas
cuando se analizan otras condiciones antenatales como el
estado Doppler fetal que se analizara posteriormente en el

apartado 6.2.6.
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6.2.5. Determinacion de Reelina _en relacién _a las

variables de estudio en el total de la muestra

La tercera parte de la memoria, el analisis de la proteina
extracelular Reelina, es el primer estudio donde se analizan los
niveles periféricos de esta proteina en recién nacidos,
relacionandolos con el estado del crecimiento intrauterino
patolégico. Ante la realidad estudiada sobre los fetos afectos
de BPEG y el neurodesarrollo alterado, se planteé que los
niveles de Reelina, una proteina involucrada en la migracion,
organizacion cortical y la sinapsis intradtero pudiera estar en
distinta concentracion en funcion del tipo de crecimiento
intradtero.

El andlisis descriptivo de la muestra no facilitd ninguna
variable influenciadora en los niveles de Reelina. A diferencia
del comportamiento del BDNF, la Reelina se vi6é independiente
de las variables prenatales estudiadas. No obstante, existen
estudios en la literatura donde se ha observado que el
mecanismo de sefalizacibn denominado Reelin-Dab vy
explicado en el apartado de introduccion, esta influenciado por
la hormona tiroidea. El hipotiroidismo reduce la expresion de
Reelina y estimula la expresion del receptor Dabl durante el

neurodesarrollo (171). Incluso se ha estudiado el efecto que

231



Discusion

tiene la administracion exdgena de hormona tiroidea en los
niveles de Reelina en ratas (172). En nuestra serie, se analizd
por separado el hipotiroidismo con la variable Reelina debido a
estas evidencias publicadas, pero tan sélo obtuvimos un caso
de hipotiroidismo en la muestra analizada. El nivel de Reelina
fue de casi tres veces menor que en los 32 casos que no
estaban diagnosticados de hipotiroidismo (6.888 frente a
17.120) pero debido al niumero, la prueba estadistica no fue

significativa (Figura 24.1)

Prenatalmente, también se han identificado otros factores
modificadores de la expresion de Reelina. Todos los estudios
se centran en analisis tisulares (Nothern blot, Western blot e
inmunohistoquimica...) y en ratones. El alcohol se ha visto
induce la expansion de las principales neuronas productoras
de Reelina (Cajal-Retzius) en la capa | de neuropilo (173) y la
infeccion provocada artificialmente por los lipopolisacaridos
induce a una reduccién en la expresion de Reelina y a una
alteracion en la organizacion de las células piramidales en el
hipocampo (174) (175). En nuestro estudios excluimos las
pacientes que habian tomado algun tipo de droga en la
entrevista inicial del estudio por lo que no se analiz6 dicha
variable y la presencia de corioamnionitis fue un criterio de

exclusion.
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Respecto al campo de investigacion psiquiatrica, se ha
estudiado los niveles de Reelina en cerebros de pacientes con
trastorno del espectro autista, bipolar, esquizofrenia,
Alzheimer y depresiéon mayor con resultados diversos (176).
Los resultados son diversos, sobretodo porque el andlisis
tisular permite individualizar los niveles de Reelina en distintas
regiones como el hipocampo, cértex frontal... etc. (120). Al no
ser objetivo de este estudio, no se profundiza en estos
estudios, aunque cabe remarcar que la mayoria reflejan una
disminucion de los niveles de Reelina en la depresiéon mayor,
autismo y trastorno bipolar (a nivel tisular y plasmatico) salvo
los estudios de Fatemi et al (111) que reflejan un aumento
plasmético de la Reelina en la esquizofrenia y en el tejido
cerebral de pacientes con Alzheimer por estudios de Botella-

Lopez et al (177).

Prenatalmente, el estudio de la variacion de la Reelina en
sangre de corddn se reduce a un solo articulo donde evalua los
niveles de Reelina en RN de madre en tratamiento con
inhibidores de la recaptacion de serotonina (IRS). Los RN de
madres con tratamiento de IRS tenian menores niveles de
Reelina en sangre de cordon al nacimiento, comparados con
los hijos de madres sin tratamiento. Estas diferencias fueron

mas marcadas en RN de sexo femenino(178).
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Este estudio favorece el impulso de investigaciones en sangre
de corddon ya que las diferencias observadas tras un
tratamiento psiquiatrico hacen sospechar que los niveles de
Reelina periféricos son reflejo de los niveles en el SNC. Se
sabe gue la Reelina se produce también fuera del SNC, como
en el higado, liquido sinovial, plaquetas...(105) pero es en la
etapa prenatal donde su producciéon es mayor. El hecho de
evidenciar por inmunohistoquimica y microscopia electrénica la
presencia de Reelina en el endotelio del SNC aboga por el paso
de dicha molécula a través de la barrera hematoencefalica
(104).

Otro factor antenatal estudiado sobre la influencia en la
Reelina durante el neurodesarrollo prenatal es la hipoxia, ante
la teoria de que el estrés fetal influye sobre el desarrollo
cerebral a nivel celular, molecular y epigenético(179). En
modelos de hipoxia postnatal de roedores se ha visto que la
expresion de Reelina en las interneuronas corticales esta
aumentada, sobretodo en el cortex motor y somatosensorial
(74). Otro estudio también postnatal mediante modelo de
lesion isquémica cerebral por termocoagulacion, observé un
aumento de la expresion de Reelina local. Dicho estudio
concluia con el papel regenerador de la Reelina, al incentivar

la migracion y la remielinizacion a partir de la neurogénesis en
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la corriente migratoria rostral del adulto(103). Por el contrario,
en otro estudio prenatal en un modelo diferente de retraso de
crecimiento ocasionado por restriccion protéica en roedores,
se observd que la expresion de Reelina por las interneuronas
del giro dentado no se modificaba, aunque no se llegé a
evaluar otras zonas cerebrales (180). Estas diferencias en los
resultados pueden ser debidas a que el efecto de la hipoxia
sobre la Reelina depende de la zona del SNC analizada. Golan
et al evaluaron el efecto de la hipoxia en su modelo de
roedores viendo que habia una sobreexpresion de Reelina en
el cortex y por el contrario habia una disminucion de la
concentracion en el hipocampo(51). Otro estudio en
consonancia con el anterior fue el publicado por Curristin et al
donde en un modelo roedor de hipoxia preletal postnatal se
observé una inhibicién del gen codificador de la Reelina en
cortex e hipocampo con la consiguiente disminucion de ésta en

el analisis inmunohistoquimico (98).

Esta serie de estudios conlleva a deducir que el ambiente
adverso perinatal provoca sustanciales cambios en la
expresion de Reelina en distintos modelos de hipoxia en
roedores.

Los resultados diferentes pueden ser debidos a que la Reelina

tiene varias formas de modificarse en funcién de la severidad
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del insulto prenatal, asi como también en funcién de la zona
del SNC analizada, el tipo de analisis que se realiza (tisular o
plasméatico) o el peso molecular analizado de la proteina (180

KDa, 320 KDa o 400 KDa).

En nuestro estudio, la variable acorde a la hipoxia fue el bajo
peso para la edad gestacional. No obtuvimos diferencias
significativas entre los dos grupos (14873 en fetos PAEG y
17920 en fetos BPEG). El pH arterial al nacimiento tampoco se
identific6 como una variable influenciadora. Considerando la
presencia de hemorragia intraventricular como un marcador
de hipoxia severo, si que obtuvimos diferencias, que a pesar
de tener solo dos casos y que no alcanzaron significacion
estadistica. Los dos RN con HIV presentaron una Reelina tres
veces menor que el resto de los RN analizados (Tabla 26.3 y
Figura 25.2). Para evaluar mas a fondo el papel de la hipoxia
en el contexto de RN con BPEG, en el siguiente apartado se
discute la relaciéon de la Reelina con el grado de alteracion de

crecimiento marcado por la afectacion Doppler.
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6.2.6. Papel del Doppler _en los niveles de BDNFE vy

Reelina.

BDNF y Doppler

Todos los articulos publicados en la literatura sobre los niveles
de BDNF y crecimiento intrauterino retardado a pesar de ser
estudios heterogéneos con distintas edades gestacionales,
tamafno muestral o patologia de base, dificilmente
comparables, tienen un resultado comudn. Tan sélo el estudio
de Matoba et al(158) pudieron demostrar estadisticamente
que el BDNF estaba disminuido en los recién nacidos que no
alcanzaron su potencial de crecimiento (3041 en fetos PAEG
versus 2143 pg/mL en fetos BPEG) pero la tendencia es que
los fetos con retraso de crecimiento, ya sea diagnosticado
como percentil menor del 10 poblacional, customizado o con
alteracion Doppler, el BDNF esta diminuido en sangre de
cordon.

Viendo dicha tendencia en nuestra muestra, subclasificamos a
los recién nacidos BPEG en funcién del resultado Doppler
antenatal (dicho resultado Doppler se obtuvo en una mediana
de 24 horas antes del parto). La clasificacion elegida se baso6
en el deterioro Doppler fetal progresivo de los fetos BPEG. Se
ha estudiado las distintas progresiones que pueden tener estos

fetos, viendo que los fetos que presentan retraso de
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crecimiento de forma precoz (“early fetal growth restriction)
su deterioro Doppler es mas brusco, alterdndose primero la
arteria umbilical y posteriormene de forma rapida (menos de 7
dias) la arteria cerebral media(181). Por el contrario, los fetos
que presentan retraso de crecimiento de forma tardia (“late
fetal growht restriction”) el deterioro Doppler es mas
prolongado, incluso algunos fetos no desarrollan alteraciones
umbilicales, tan solo tienen alterado el indice
cerebroplacentario y posteriormente el Doppler cerebral (182).
En nuestra memoria, clasificamos a los RN en funcion de la
edad gestacional al diagnéstico (Tabla 31), viendo que los RN
que habian sido diagnosticados antes de las 32 semanas de
gestacion tenian niveles de BDNF inferiores pero sin
significacion estadistica. Dicho analisis tubo que ser ajustado
para la edad gestacional ya que los RN de diagndstico precoz
eran mas prematuros.

Este analisis en funcion del grado de alteracién Doppler, al no
tratarse de casos emparejados por edad gestacional ni sexo,
se ajustd por las variables que identificamos como posibles
modificadoras en el apartado previo. Se observd la tendencia
decreciente del BDNF en los distintos grados de alteracion
Doppler, viendo que los RN con afectacion de la arteria
umbilical tenian niveles significativamente inferiores respecto

a los fetos PAEG. Los RN BPEG con vasodilatacion tenian 353
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pg/mL menos que los PAEG, y Ilos RN BPEG con
vasoconstriccion umbilical tenian 2055 pg/mL menos de media

que los RN PAEG.

El hecho de que los RN con retraso de crecimiento presenten
un neurodesarrollo postnatal alterado puede tener una base
molecular con el BDNF involucrado en él. El papel bioldgico
prenatal del BDNF abarca desde la estimulacion de la
neurogénesis, mielinizaciobn hasta la estimulacion de la
conectividad (Tabla3), por lo que estos procesos podrian verse
comprometidos en RN con retraso de crecimiento intrauterino

y reflejarse en una alteracion postnatal.

Respecto a las explicaciones dadas en los estudios donde no
se encontraron diferencias del BDNF, cabe destacar que el
efecto vasodilatador se considerd beneficioso y asi se justifico
que no se alteraran los niveles de BDNF(164). En nuestro
estudio, observamos una disminucidén progresiva, por lo que la
vasodilatacion remarca un estadio mas de la alteracion del
crecimiento intrauterino, siendo una fase previa a la
vasoconstriccion umbilical pero con consecuencias bioquimicas
observables.

Esta apreciacion no apoya la teoria de la inocuidad del “Brain

sparing” como mecanismo compensador de la disminucion de
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aporte de oxigeno y nutrientes al SNC. La vasodilatacion
cerebral se considera un mecanismo compensatorio para
intentar preservar la perfusion cerebral pero hay en la
actualidad numerosos estudios que relacionan la alteracion del
neurodesarrollo con dicha condicion(65). Existe el dafio
evidente que se puede observar por ecografia, como la lesiéon
de la sustancia blanca, la hemorragia periventricular o las
lesiones quisticas, pero a medida que avanza la medicina se
estudian sujetos con el espectro de la enfermedad no tan
extremo como la afectaciobn umbilical. En este tipo de
pacientes se centran los estudios en la actualidad. Los sujetos
con vasodilatacion cerebral han sido estudiados con
espectrofotometria observando que su patron metabdlico

cerebral esta alterado (183).
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Reelina y Doppler

Observamos que los niveles de Reelina en sangre venosa
umbilical eran superiores de forma significativa en los RN
BPEG afectos de vasodilatacion cerebral comparados con los
RN que no tenian vasodilatacion cerebral (Figura 27). Por otro
lado, al comparar los RN afectos de alteracion umbilical
observamos que los niveles de Reelina eran inferiores respecto
a los fetos que no poseian afectacion umbilical. Este ultimo
resultado no alcanzé significacion estadistica.

Estos hallazgos son de significacibn compleja y apoyan

distintas interpretaciones:

1. La primera estd en consonancia con los articlos
publicados que remarcan el hecho de que la vasodilatacion
cerebral es un estadio mas del retraso de crecimiento
intrauterino y que, tal y como se ha visto en los estudios que
evalian el neurodesarrollo de estos fetos, la compensacion
cerebral no llega a todas las funciones cerebrales observadas
en los test de desarrollo neurolégico (65). Por ese motivo, se
pueden evidenciar alteraciones metabdlicas cerebrales en RN
con redistribucion cerebral (184) evidenciadas por
espectometria al igual que en esta memoria, donde la Reelina

esta sobreexpresada en RN con redistribuciéon cerebral.
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2. La segunda es que al ser el SNC el origen de la
Reelina, un feto afecto de vasodilatacion cerebral puede
experimentar un mayor paso de Reelina al torrente circulatorio
general, siendo este hecho de consecuencias inciertas. Es
posible que disminuya el nivel de Reelina intracerebral y por
ende deteriorar su funcibn de sefial organizativa en la

migracion neuronal radial y madurativa dendritica.

3. La Ultima intrerpretacion de este resultado
relaciona ambas moléculas estudiadas. Se sabe que el BDNF
es un regulador negativo de la produccién de Reelina por las
neuronas Cajal-Retzius, de forma experimental se ha
observado que en ratones con ausencia de BDNF existen
niveles de Reelina aumentados en las células Cajal-

Retzius(83).

En esta memoria, los fetos con vasodilatacion cerebral
tuvieron la Reelina periférica aumentada, siendo que los
niveles de BDNF estaban disminuidos (Figura 29). Por el
contrario, en fetos con alteracion umbilical, la Reelina esta
disminuida, al igual que el BDNF.

Este escenario (vasoconstriccion umbilical) fue el Unico en que
ambas proteinas estaban disminuidas. Se podria interpretar

como una udltima fase de alteracion, donde a pesar de estar
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disminuido el BDNF, (donde la afectacion del crecimiento es
mas severo), las células Cajal-Retzius ya no pueden
sobreexpresan mas Reelina. Esto estaria en consonancia con
el hecho de que en este estudio se observé una disminuciéon
posterior de la Reelina al presentarse vasoconstriccion
umbilical, considerado como un grado mayor del restraso de

crecimiento.

Estudios posteriores sobre la migracibn neuronal, su
organizacion y maduracion asi como sus proteinas sefal,
deberan contemplar mayor recogida de casos para poder

formar grupos homogéneos y consistentes.

La dificultad de los estudios sobre la Reelina, a pesar de haber
avanzado en los ultimos afos, radica en el gran tamafo de la
molécula, la falta de anticuerpos monoclonales que abarquen
una amplia gama de epitopos, la presencia de multiples
productos resultados de la proteolisis de la proteina y la
intestabilidad del tamafo completo una vez secretada y
aislada (107).
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6.3 Aplicaciones clinicas

La aplicacion de las curvas referenciales customizadas
poblacionales mejoran la precision diagnoéstica del RN BPEG
segregandolo del RN constitucionalmente pequefio para una

vigilancia Doppler més estrecha.

Los niveles de BDNF inferiores pueden servir de utilidad para:
Identificar a los sujetos con riesgo de alteracion del
neurodesarrollo posterior tal y como se ha propuesto usar en
pacientes adultos con traumatismo cerebral donde el BDNF

se ha visto refleja dafo neuronal(185).

Valorar la efectividad de nuevos tratamientos

neuroprotectores al comparar la diferencia de sus niveles.
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6.4. Nuevas lineas de investigacion.

En los casos de retraso de crecimiento intrauterino, donde se
ha demostrado una falta de nutrientes de forma croénica,
puede ser un objeto de estudio el administrar neurotrofinas
tal y como se ha estudiado en pacientes que han sufrido un

infarto cerebral isquémico (186).

La linea de investigacion abierta que relaciona las
neurotrofinas con el sindrome metabdlico, basada en la
neuroinmunoendocrinologia sustenta que el déficit
metabotréfico se basa en los niveles reducidos de
neurotrofinas hace que el BDNF se le implique un papel en la
patogénesis del sindrome metabdlico debido a su relacién con
las citoquinas proinflamatorias y la alteracion del eje
hipotalamo-hipofisario.

Por esta linea de investigacion el retraso de crecimiento
intrauterino es una condicién patolégica fetal que tiene
consecuencias neuroldgicas y metabdlicas con un mecanismo

comun.(187,188)
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6.5. Limitaciones del estudio.

 Para la elaboracion de las curvas poblacionales de peso
neonatal, no se recogio el habito tabaquico y otras
variables antropométricas como la altura y el peso

materno.

* Nuestra poblaciobn de fetos pequefios para edad
gestacional a pesar de estar catalogados por percentiles
customizados propios, no incluian exclusivamente
crecimiento intrauterino restringido entendido como tal
sujetos con afectacion umbilical si no que también se
incluyeron recién nacidos con afectacion exclusivamente
cerebral, asi como so6lo el percentil al nacimiento
disminuido, formando una muestra heterogénea, no
obstante mas restrictiva que la mayoria de estudios que
analizan factores neurotroficos donde suelen utilizar solo

el percentil neonatal.

 Existe un sesgo desde la selecciéon de los casos en el
servicio de ecografia, donde los fetos BPEG son con
afectacion severa hemodinamica, la mayoria tienen
alteracion hemodinamica a diferencia de la poblacién

fetal general. Por eso se muestra el espectro mas grave
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de la enfermedad. Nuestros resultados deben de ser
validados ya que muestran los espectros mas extremos

de la alteraciéon de crecimiento.

« La seleccion de controles se realizdO en la Unidad de
Paritorio, que tras cumplir los criterios de inclusion, no
fue de forma aleatoria, si no de forma nominal, en las
guardias de la doctoranda principalmente y dado que no
se tienen otras muestras no se ha podido realizar un
andalisis de subgrupos y disminuir la extrapolacion de los

resultados.

 Los recién nacidos clasificados como PAEG, se asumio
que el Doppler tanto umbilical como cerebral fue normal,
esto puede tener algun sesgo ya que se dan casos donde
los recién nacidos con peso adecuado, a pesar de ser
clasificado con curvas de referencia propias Yy
customizadas, pueden presentar alguna alteraciéon
Doppler sublcinica como la vasodilatacion cerebral o

Indice Cerebro Placentario alterado.
« No se pudo utilizar el Indice Cerebro Placentario, esto

fue debido a que la variable Doppler antenatal, tanto

umbilical como cerebral, se recogio de forma dicotomica,
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ya que no se dispuso del valor absoluto en todos los

sujetos a estudio.

* El numero de sujetos reclutados parece ser inferior al
que necesitariamos para confirmar estadisticamente la
tendencia del BDNF en el andlisis de casos y controles

emparejados.

« Es probable que al haber almacenado las muestras
durante 5 afios, a pesar de estar almacenadas en
ultracongelador de -80°C y seguir las recomendaciones
de Lugli et al (119) hayan podido afectar los niveles
medidos de cada molécula. Sin embargo esto es
frecuente en los estudios de casos en los que para
utilizar la prueba se necesita colectar un numero

suficiente antes de realizar el procedimiento analitico.

No se realiz6 seguimiento postnatal mas alla de los 4
meses del alta en UCI. Podria ser interesante realizar una
comparacion de los niveles de BDNF y Reelina al nacimiento
con pruebas neuroldgicas postnatales, al afio y dos afos,
ya que se considera importante la vinculaciéon de nuestros

resultados con el desarrollo postnatal.
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» Se establecen los percentiles 10 y 90 de peso neonatal y
de peso fetal estimado a partir de 35.000 pacientes de

un mismo centro (HGUGM).

* La raza y la paridad son factores relacionados con la
prediccion de peso neonatal por lo que la inclusion de
estas variables mejoran la clasificacion del peso al

nacimiento hasta un modelo con R? de 0.192.

* Los niveles de BDNF en sangre de cordon de RN BPEG
son menores que los de RN PAEG, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa en los RN BPEG con
afectacion del indice de pulsatilidad de la arteria

umbilical.

* Los niveles de BDNF en sangre de corddn de recién
nacidos sanos disminuyen con la edad gestacional. Dicha
observacion se realiz6 en fetos sanos a término (= 37
SG).
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Los niveles de BDNF en sangre de cordén de RN PAEG
son superiores en gestaciones con mas de 12 horas de
rotura de membranas, de forma estadisticamente
significativa y en RN de sexo femenino sin significacion

estadistica.

Los niveles de Reelina en sangre de corddén no estan
influenciados por ninguna variable antenatal en nuestra
serie de forma estadisticamente significativa, salvo por
la presencia de vasodilatacion cerebral en RN BPEG que

asocia una elevacion de dicha proteina.

El hipotiroidismo y la hemorragia intraventricular se
asociaron a niveles de Reelina bajos, pero debido al
escaso numero reclutado con dichas caracteristicas, no

se pudo confirmar estadisticamente dicha asociacion.
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ANEXO I

CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTE | NUMERO

Titulo del Estudio: “Evaluacion de los niveles de Reelina y factores
neurotroéficos en sangre de corddén umbilical en relacion con el

crecimiento intrauterino restringido.”

Documento de consentimiento informado para el estudio
ecografico y Doppler fetal de fetos afectos de retraso de
crecimiento y fetos sanos, asi como para la obtencion de sangre

de cordon y datos perinatales.

Doia: de: afos de
edad

Declaro que el Dr./a:

(Nombre y dos apellidos del facultativo que proporciona la informacion)
Me ha informado de la posibilidad de colaborar en este estudio, cuya
finalidad es evaluar los niveles de factores neurotréficos en sangre de
cordon de fetos con retraso de crecimiento y su relacion con los datos
obtenidos en el estudio ecografico fetal y las variables postnatales.

En mi caso concreto el objeto de este estudio es:

Paciente SANA control Paciente con feto BPEG caso
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Se me ha explicado, he comprendido y aceptado que:

1 Tras el parto, se procedera a extraer alrededor de 20 ml de sangre de
cordéon umbilical, procedimiento NO invasivo ni perjudicial para el
bienestar de mi hijo y el mio propio.

2. Se me han respondido las cuestiones que se me han planteado en el
momento de ser informada de forma satisfactoria.

3. La informacién que se recoja sobre mi o mi futuro hijo es confidencial
y no sera utilizada ni cedida para otros fines sin mi permiso.

4. Soy libre de abandonar el estudio en cualquier momento. En caso de
gue eligiera no completar el estudio, no se veria afectada la calidad de

la asistencia médica de mi embarazo.

Y en tales condiciones CONSIENTO

Participar en el estudio “Evaluacion de los niveles de Reelina y
factores neurotréficos en sangre de cordon umbilical en relacidon

con el crecimiento intrauterino restringido.”

En Madrid; a ......... e i, de 20
(lugar y fecha)
Fdo. EL MEDICO Fdo. LA PACIENTE Y DNI
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Articulo . HOJA DE INFORMACION A LA PACIENTE

Titulo del Estudio:

“EVALUACION DE LOS NIVELES DE REELINA Y FACTORES
NEUROTROFICOS EN SANGRE DE CORDON UMBILICAL EN
RELACION CON EL CRECIMIENTO INTRAUTERINO
RESTRINGIDO.”

Le proponemos participar en un estudio de investigacion cuyo objetivo
es evaluar los niveles de varios factores neurotroficos en sangre de
cordon de fetos afectos de retraso de crecimiento intrauterino y su
relacion con el estudio ecogréfico prenatal y el resultado perinatal.

Para participar en este estudio debe de leer atentamente este impreso
gue el médico le ha dado, y una vez comprendido lo que supone su
participacion y si usted esta de acuerdo, firmar el consentimiento
informado y fecharlo.

En este estudio participaran aproximadamente 100 mujeres cuyo
control obstétrico se realiza en el Hospital Universitario Gregorio
Marafon.

Se le propone este estudio porque esta entre las semanas 28 y 41 de
su embarazo. Su caso puede servir como modelo de gestacion normal
por ser un embarazo que ha transcurrido sin complicaciones, o por el

contrario, su caso puede servir como objeto de estudio ya que se le ha
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diagnosticado de un feto con un peso estimado menor a lo esperado
segun sus semanas de embarazo.

Participar en este estudio supone realizar un estudio ecografico fetal y
extraer tras el parto, sangre de cordon umbilical. Ambos
procedimientos carecen de complicaciones y no son procedimientos
inasivos ni para usted ni para su futuro hijo.

En todo momento puede solicitar explicaciones a su médico sobre el
desarrollo del estudio. Y después, solo si esta de acuerdo con lo que se
le propone, serd incluido en él.

Tiene que saber que la participacion en el estudio es voluntaria y que,
si decide patrticipar, tiene la posibilidad de retirarse del estudio en
cualquier momento sin perjuicio alguno, sin tener que dar explicaciones
y sin que ello afecte a su relacion con sus médicos, asi como si acepta
su participacion, no obtendra ningun beneficio personal.

Los datos del estudio son confidenciales, y sélo tendran acceso a ellas
los investigadores y el personal encargado de garantizar la calidad de
los datos y el andlisis de los mismos. Su nombre no aparecera en
ninguna informacién ni publicacion sobre el estudio. Su informacion
personal no estara disponible al publico, cumpliendo lo establecido en
la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de datos
de Caracter Personal.

Este estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital Universitario Gregorio Marafon.

El investigador responsable del estudio es la Dra. Jara Pascual
Mancho, que le respondera a cualquier duda que tenga sobre él, con el

gue puede contactar en el teléfono: 91 529 00 59
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ANEXO 11. Documento aceptacion CEIC-AL.

- 01 i
q Hospital General Universitario comne
Gregorio Marandn ':‘-.._A

B comunidad de Madrid N

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

D Fernando Diaz Otero, Presidente del COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA - AREA 1

CERTIFICA

Que ha evaluado la propuesta del promotor referida al estudio:

TITULO: "Evaluacion de los niveles de reelina y factores neurdtroficos en sangre de cordon umbilical en relacion
con ¢l crecimiento ntrautenino restringido™
PROMOTOR: Investigador

considera que :

Fl estudio se pl g fo los req s legal ¢ establecidos, y su realizacion es pertinente

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y estan
justificados los riesgos y molestias previsibles para el sujeto

I's adecuado el procedimiento para obtener ¢l consentimiento informado.

£1 alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el respeto a los postulados éticos.

La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y medios disponibles, tal y como ha sido
informado. son apropiados para llevar a cabo el estudio.

Ademas. el citado CEIC cumple las normas de BPC (CPMP ICH / 135/ 95).

Fste CEIC acepta que dicho estudio sea realizado por el investigador principal:

Dra. Jara Pascual Mancho / Servicio de Obstetricia y Ginecologia / Hospital General Universitanio Gregorio Maraion

p
(Ealthoea o cffdus—
Fdo: Dr mmaZOtm

’

7 Maorid
£) 58

Dr. Exouerds 48 Poteiltn de Gotiesno. Plarts baga

Ted J1LAM 7007 - Fax 0140
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ANEXO III

ESTUDIO FACTORES NEUROTROFICOS Y CIR

HOJA DE RECOGIDA DE DATOS

PACIENTE NUMERO:

ETIQUETA PACIENTE

EDAD GESTACIONAL: .

FUR: / /

SEXO FETAL:

PFE:

DOPPLER 1P AU
IPACM

P DV

.............................................................................................................................................
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ANEXO IV. FICHA TECNICA ANTICUERPO ANTI-
REELINA.
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ANEXO V. FICHA TECNICA ANTICUERPO ANTI BDNF.

http://www.rndsystems.com/pdf/DBDO0O. pdf

Quantikine’ ELISA

Human BDNF Immunoassay

(atalog Number DBDO0O
SBD0O
PDBD0O

For the quantitative determination of human Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)
concentrations in cell culture supemates, serum, and platelet-poor plasma.

Note: The standard reconstitution method has changed. Please read this package insert in its
entirety before using this product.

This package insert must be read in its entirety before using this product.
For research use only. Not for use in diagnostic procedures.
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ANEXO VI. IMAGEN WESTERN-BLOT REELINA.
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ANEXO VII1. IMAGEN PROGRAMA INFORMATICO
CALCULADORA DE PERCENTIL PESO FETAL Y PESO
NACIMIENTO.

Referencias de crecimiento 2 EstudioporpalsesJ Estuc

‘EmdioCardiaoo‘Anemia ‘ Cénnx PasoapasoIGemeba
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9. DIFUSION DEL ESTUDIO

*La creacién de una herramienta informéatica que permite el
calculo automatico del percentil de peso neonatal y fetal en
funcion de las variables maternas y fetales se ha creado para
uso el por personal sanitario del Hospital Universitario

Gregorio Marafon, de referencia en esta memoria.

*En el 12th World Congress of Perinatal Medicine se
presentaron dos trabajos a raiz de esta memoria, uno de
ellos candidato a premio mejor comunicacion oral:

. Cord blood Reelin protein in newborns with
cerebral vasodilation is increased compared to newborns
without.

. Brain derived neurotrophic factor (BDNF) is
decreased in growth restricted newborns with abnormal

umbilical artery Doppler.
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