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Resumen

Uno de los principales objetivos de la obstetricia es el conocimiento mas
profundo de los acontecimientos que suceden durante el embarazo, con el fin
de procurar un buen desarrollo fetal que culmine con una transicion a la vida
extrauterina y adaptacién a la etapa infantil y madurez satisfactorios. La
interaccién hormonal es crucial para una adecuada evolucion fetal, siendo el
segundo trimestre una etapa imprescindible para la maduracién de los 6rganos
y sistemas; y el tercer trimestre necesario para la preparacion al parto y la vida

extrauterina.

Los procesos fisiolégicos de la gestacion dependen principalmente de la
interaccion de distintos factores, donde los sistemas endocrinos materno-
fetales tienen un papel imprescindible para el buen desarrollo fetal. La placenta
y las glandulas adrenales (fetales y maternas) son los 6rganos responsables de
la sintesis de grandes cantidades de hormonas esteroideas durante el segundo
y tercer trimestre de gestacion. La exposicion del feto a elevadas cantidades de

hormonas esteroides pueden tener un impacto negativo en el desarrollo fetal.

Las principales hormonas producidas en la glandula adrenal fetal son
pregnenolona (P5), dehidroepiandrosterona (DHEA), dehidroepiandrosterona
sulfato (DHEA-S) y cortisol (C). P5 y DHEA sirven como sustrato para la
sintesis placentaria de P4 y estrogenos (estrona (E1), estradiol (E2) y estriol
(E3)), cuyos niveles iran aumentando a lo largo de la gestacion. P4 es la
hormona encargada del mantenimiento de la gestacion. La forma sulfatada de
E1 (SO4E1) sirve como reservorio estrogénico para la sintesis periférica de
estrégenos bioldgicamente activos, mientras que E3 es el estrogeno mas
abundante durante la gestacidn y sirve como marcador del estado de la unidad
feto-placentaria, puesto que su produccion depende de la capacidad de sintesis

de la placenta y el feto juntos.

Por ello, el objetivo de este estudio fue la determinacion de los niveles
de C, E3, SO4E1 y P4 en saliva durante el segundo y tercer trimestres de

gestacion, asi como el desarrollo de un modelo matematico basado en la
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Resumen

medicion de estas hormonas que permita predecir la fecha de parto, y con ello
mejorar la practica clinica, reduciendo el numero de inducciones al parto, asi

como la prevision del numero posible de partos en esa semana.

La determinacion de concentraciones hormonales en muestras de saliva
recogidas desde la semana 12 de gestacion hasta la semana de parto, se
realizd mediante una técnica de enzimo-inmunoensayo altamente sensible y

precisa.

Niveles elevados de ansiedad materna pueden incrementar la sintesis
de C, lo cual puede tener grandes repercusiones para el desarrollo fetal. Por
ello, pedimos a las participantes que completasen el cuestionario de Ansiedad-
Estado Rasgo (STAI) junto con la toma semanal de la muestra de saliva, con el
fin de buscar una correlacion entre el estado psicologico de la madre y las

concentraciones de C.

Se ha decidido ajustar dos tipos de modelos matematicos. Por un lado,
uno de tipo regresion logistica, al ser un referente dentro del ambito biosanitario
por su facilidad para ser interpretado. Por otro lado, uno mas competitivo desde
el punto de vista predictivo, aunque mas complejo de interpretar como es el

random forest.

En nuestros resultados observamos un aumento gradual de C, P4y E3 a
lo largo del segundo trimestre de gestacion, asi como unas elevaciones
fisiologicas en las semanas 16,18 y 23, relacionadas con el comienzo de
movimiento fetales y la percepcion de estos por parte de la madre, asi como el
inicio del funcionamiento del eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) fetal de
forma auténoma. A partir del tercer trimestre, el aumento de estas hormonas es
mas pronunciado hasta la semana 37, en la que comienza un incremento
exponencial hasta la semana de parto, pudiendo tener relacion con el inicio del

parto. Destaca que las concentraciones de SO4E1 comienzan su incremento
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exponencial en la semana 35 hasta la semana del parto, lo que indica que

SO4E1 juega un papel de gran relevancia en el inicio del parto.

Por otro lado, en los resultados de STAI solo encontramos correlacion
con los niveles de C en la semana 12, lo que puede ser debido a que la
repeticion semanal del test puede tener un sesgo de aprendizaje y los

resultados no ser validos.

En nuestro estudio hemos desarrollado un modelo matematico basado
en las mediciones hormonales de C, P4, SO4E1 y E3 desde la semana 34, con
el que podemos predecir, en gestantes a término, el parto la semana siguiente
desde la ultima toma de muestra. La implementacion de este modelo
matematico supondra una reduccion en el numero de inducciones al parto,

ademas de una mejora en la gestion de recursos en unidades de maternidad.

Concluimos que la determinacion de hormonas esteroideas durante el
segundo y tercer trimestres de gestacion, puede servir como indicadores del
buen funcionamiento de la unidad feto-placentaria. Ademas, la implementacién
del modelo matematico puede ayudar a la gestion de recursos sanitarios en
maternidades, en funcion de la prevision del numero de partos, asi como la

disminucion del numero de inducciones del parto en embarazos post-término.
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Summary

One of the main goals in obstetrics is the deeper knowledge of the
events that occurs during pregnancy, in order to ensure a good fetal
development that culminates with a transition to extrauterine life and adaptation
to childhood and satisfactory maturity. The hormonal interaction is crucial for an
adequate fetal evolution, being the second trimester an essential stage for the
maturation of the organs and systems; and the third trimester necessary for
childbirth preparation and extrauterine life.

The physiological processes of pregnancy mainly depend on the
interaction of different factors where the maternal-fetal endocrine systems have
an essential role for the good fetal development. The placenta and the adrenal
glands (fetal and maternal) are the organs responsible for the synthesis of large
amounts of steroid hormones during the second and third trimesters of
pregnancy. Exposure of the fetus to high amounts of steroid hormones can

have a negative impact on fetal development.

The main hormones produced in the fetal adrenal gland: pregnenolone
(P5), dhydroepiandrosterone (DHEA), and cortisol (C). P5 and DHEA serve as
a substrate for the placental synthesis of P4 and estrogens (estrone (E1),
estradiol (E2) and estriol (E3)), whose levels will increase throughout gestation.
P4 is the hormone responsible for pregnancy maintenance. The sulfated form of
E1 (SO4E1) serves as an estrogenic reservoir for the peripheral synthesis of
biologically active estrogens, while E3 is the most abundant estrogen during
pregnancy and serves as a marker of the feto-placental unit state, since its
production depends of the synthesis capacity of the placenta and the fetus

together.

Therefore, the objective of this study was the determination of the levels
of C, E3, E1SO4 and P4 in saliva during the second and third trimester of
gestation, and the development of a mathematical model based on the
measurement of these hormones that allows predicting the date of delivery, and
thus improve clinical practice, reducing the number of inductions of labor, as

well as the anticipation of the possible number of deliveries in that week.
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The determination of hormonal concentrations in saliva samples
collected from the 12th week of gestation until the week of delivery, was
performed using a highly sensitive and precise enzyme-immunoassay

technique.

High levels of maternal anxiety can increase C synthesis, which can
have great repercussions for development. Therefore, we asked the participants
to complete the Trait-State Anxiety Questionnaire (STAI) together with the
weekly taking of the saliva sample, in order to search for a correlation between

the psychological state of the mother and C concentrations.

It has been decided to develope two types of mathematical models. On
the one hand, the logistic regression type, it is a benchmark in the biosanitary
field due to its ease of interpretation. On the other hand, a more competitive one
from the predictive point of view, although more complex to interpret as is the

random forest.

In our results we observed a gradual increase in C, P4 and E3
throughout the second trimester of gestation, as well as physiological elevations
in weeks 16, 18 and 23, related to the onset of fetal movement and the
perception of these by of the mother, as well as the start of operation of the fetal
hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HHA) autonomously. From the third
trimester, the increase in these hormones is more pronounced until week 37,
when an exponential increase begins until the week of delivery, and may be
related to the start of labor. It is noteworthy that E1SO4 concentrations begin
their exponential increase in week 35 until the week of delivery, indicating that

E1S04 plays a highly relevant role in the onset of labor.

On the other hand, in the STAI results we only found a correlation with C
levels at week 12, which may be due to the fact that the weekly repetition of the

test may have a learning bias and the results may not be valid.

In our study, we have developed a mathematical model based on the

hormonal measurements of C, P4, E1S0O4 and E3 from week 34, with which we
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can predict, in pregnant women at term, if the delivery will occur the following
week from the last sampling. The implementation of this mathematical model
will mean a reduction in the number of inductions at labor, in addition to an

improvement in the management of resources in maternity units.

We conclude that the determination of steroid hormones during the
second and third trimester of gestation can serve as indicators of the proper
functioning of the feto-placental unit. In addition, the implementation of the
mathematical model can help the management of health resources in maternity
hospitals based on the prediction of the number of births, as well as the

decrease in the number of inductions of labor in post-term pregnancies.
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1. Etimologia de embarazo.

Segun la Real Academia Espanola (RAE, 2018), el embarazo se define
como el estado en que se halla la mujer gestante, y procede de la palabra
embarazar. En leonés, baracga significa lazo, cordel o cordén, aludiendo a los
impedimentos que soporta la mujer durante el embarazo (Lugones Botell et al.,

2015) (Figura 1).

Figura 1: La mujer encinta (La Donna Gravida, en italiano), pintada por Raffaello Sanzio entre
1505-1506. Imagen tomada de Web  Gallery of Art, disponible en:
https://www.wga.hu/index1.html.
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Actualmente, en términos médicos, embarazo es sindonimo de gestacion.
Segun la Real Academia Nacional de Medicina (RANM, 2019), la gestacién
puede definirse como “el periodo que trascurre entre la implantacién en el dtero
del ovulo fecundado y el momento del parto”. Los procesos fisiolégicos de
crecimiento y desarrollo del feto ocurren durante este periodo en el interior del

utero materno.

La duracion de la gestacion se estima alrededor de 280 dias tras la
fecha de la ultima regla (FUR). La edad gestacional se calcula en base a la
FUR, ya que resulta dificil saber el momento exacto de la concepcion. Debido a
que la ovulacién tiene lugar con bastante certeza dos semanas después de la
menstruacion, la fecundacion tiene lugar entre 24-48 h tras la ovulacién
(Webster y de Wreede, 2015). Solamente el 4% de las mujeres paren a los 280
dias, mientras que el 70% paren en el intervalo de + 10 dias alrededor de la

fecha probable de parto (F.P.P) (Jukic et al., 2013).

2. Desarrollo embrionario y placentario.

El embarazo abarca aproximadamente 40 semanas desde Ila
fecundacion y se divide en periodos de tres meses denominados trimestres

(Webster y de Wreede, 2015).

En el primer trimestre de gestacion, comprendido entre la FUR hasta la
semana 12 de gestacién, comenzara el desarrollo fetal, que comprendera el
desarrollo tanto placentario como embrionario (embriogénesis). El segundo

trimestre abarca entre la semana 13 y 26 de gestaciéon. En este periodo el utero
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aumenta de tamano para albergar al feto en crecimiento, y continta la
maduracion de los aparatos y sistemas. Por ultimo, el tercer trimestre comienza
en la semana 27 hasta la fecha de parto; donde el feto se prepara para el
nacimiento, girandose y encajando la cabeza en la pelvis (Webster y de

Wreede, 2015; Moore et al., 2016).

Si existe fecundacion, comienza el periodo a veces denominado “periodo
del huevo”, en el que el cigoto (embribn monocelular resultante tras la
fecundacion) se desplaza por las trompas de Falopio, se va desarrollando a
blastocito (embrion de 4 a 8 células), hasta implantarse en el utero y dura

alrededor de 2 semanas (Webster y de Wreede, 2015).

Entre la fecundacion y la 8% semana de gestacién, se da el periodo
conocido como embriogénesis en el que se forman las principales estructuras
del embrién. Alrededor de la 32 semana de gestacion las capas externas del
blastocito dan lugar al trofoblasto y las capas internas al embrioblasto (Webster

y de Wreede, 2015) (Figura 2A).

Las células del trofoblasto, seran las encargadas de formar la mayor
parte de las membranas extraembrionarias (corion y placenta). Estas proliferan
pudiendo diferenciar una capa interna de células mononucleares denominada
citotrofoblasto, y una capa externa de células multinucleares denominada
sincitiotrofoblasto (Krause et al., 2011; Demir et al., 2006). Las células del
trofoblasto liberan el factor activador del plasmindgeno, el cual facilita la

invasion del trofoblasto en el endometrio (Figura 2B).
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Por su parte, el embrioblasto se organiza dando lugar al disco
embrionario bilaminar, formado por epiblasto e hipoblasto, compuestos de
células pluripotenciales (Arteaga Martinez y Garcia Pelaez, 2014). El hipoblasto
dara lugar al saco vitelino (Rohen y Lutjen-Drecoll, 2008) y, junto con el
epiblasto, se generara el tejido mesenquimatoso extraembrionario rodeando la
cavidad coridnica. Este mesénquima extraembrionario es un tejido
pluripotencial que dara lugar a tejidos conjuntivos y de soporte como el
endotelio, endocardio y miocardio, mesotelio, vasos y ganglios linfaticos

(RANM, 2019) (Figura 2C).

En este momento, el embridn humano se inserta en el epitelio uterino y

se implanta en el estroma (Rohen y Lutjen-Drecoll, 2008; Moore et al., 2016).

44



Revision bibliografica

Epitelio uteri s ;
prietio lerine Epitelio uterino

Mucosa uterina Mucosa uterina

Trofoblasto

Sincitiotrofoblasto

Embrioblasto Citotrofoblasto

Blastocele (colapsado)
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Mucosa uterina

Sincitiotrofoblasto

Citotrofoblasto
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(cavidad coridnica)

Codgulo de fibrina
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Hipoblasto

Cavidad amnidtica

Lagunas

Figura 2: Procesos de desarrollo e implantacion del blastocito. A) Inicio de la implantacion.
Diferenciacion del trofoblasto y embrioblasto. B) Proliferacion y diferenciacion del trofoblasto en
sincitio y citotrofoblasto. El embrioblasto se encuentra todavia quiescente. C) Diferenciacion del
embrioblasto. Se empieza a formar el saco vitelino a partir del hipoblasto (flechas negras
cortas). Se desarrolla el mesénquima extraembrionario de la cavidad coridnica desde el
epiblasto y el hipoblasto (flechas rojas). Imagen tomada de Rohen y Litjen-Drecoll, 2008.

En la 4 @ semana de gestacion, se produce una transformacion de las
capas embrionarias (embrioblasto) que daran lugar al: ectodermo, mesodermo
y endodermo. Las células provenientes de estas capas contribuyen a la
formacién de diferentes tejidos y érganos (Rhoades y Tanner, 1997; Rohen y

Lutjen-Drecoll, 2008; Moore et al., 2016) (Figura 3). La diferenciacion de
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organos y sistemas que daran lugar al feto maduro tiene lugar entre la 8% y 122

semanas de gestacion (Castillo Moreno y Alegria Banos, 2013; Moore et al.,

2016).
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Figura 3. Esquema de los derivados de las tres capas germinativas: endodermo, mesodermo y
ectodermo. Imagen tomada de Moore et al., 2016.

A medida que el embrion se va desarrollando, sus necesidades

nutricionales incrementan y necesita conectarse a la madre para la obtencién

de nutrientes, realizando asi un intercambio de gases y desechos. Comienza el

proceso denominado desarrollo placentario (Webster y de Wreede, 2015).

El desarrollo placentario es un proceso secuencial y complejo que

comienza tras la implantacién del blastocito (Arteaga Martinez y Garcia Pelaez,
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2014). El sincitiotrofoblasto invade los vasos endometriales, los erosiona, y se
introduce en el estroma de la capa funcional del endometrio, lo que permite al
embridn ir penetrando en el estroma uterino (Figura 4A-B). Se van formando
depdsitos de sangre materna (lagunas trofoblasticas), mientras que en la
periferia se acumulan células del citotrofoblasto que daran lugar a las
vellosidades corionicas. A su vez el epitelio endometrial se va restableciendo
hasta ocultar el sitio de penetracion del blastocito (Figura 4C-D) (Arteaga
Martinez y Garcia Pelaez, 2014). Asi se forma en la mucosa materna un
organo muy diferenciado, la placenta, que surge en la regiéon del disco
embrionario y se hara cargo de todas las funciones vitales para el embrién
(Rohen y Luitjen-Drecoll, 2008). A medida que la placenta madura, va
adquiriendo distintas funciones nutritivas y secretoras, alcanzando su
estructura definitiva tras las 12 semanas de gestacion (Lunghi et al., 2007,

Webster y de Wreede, 2015).

La placenta es un organo altamente especializado que apoya el
desarrollo y crecimiento fetal, cumple funciones de proteccion y de transporte,
siendo la proveedora principal de oxigeno, aminoacidos, lipidos, vitaminas,
minerales y nutrientes necesarios para la maduracion fetal (Gude et al., 2004).
También destaca su funcibn metabdlica, imprescindible para el inicio vy
mantenimiento de la gestacibn hasta el momento del alumbramiento

(Rodriguez-Cortés y Mendieta-Zerdn, 2014).

47



Revision bibliografica

Vellosidad coridnica
_{—" secundaria

| — Sincitiotrofoblasto

| — Citotrofoblasto

— ___ Vaso sanguineo
en desarrollo

~_ Pared del
saco corionico Nicleo mesenquimataso
(placenta primitiva)

Endometrio

| Cubierta citotrofobldstica

| — Tallo de conexidn Tejido conjuntivo

Vellosidad coridnica
+— terciaria

_| — Espacio
intervelloso

\—— Sangre materna

Capilares con
sangre fetal

— Sinuscide materno

C uﬂo

¥ 5
Yo BHOLY NN 'ienhﬁﬂga

Figura 4. Formacioén inicial de la placenta. A-B) Ramificaciones del sincitiotrofoblasto se
introducen en el estroma endometrial. Contintda la diferenciacion de las vellosidades coridnicas.
C-D) Extensiones del citotrofoblasto forman la cubierta citotrofoblastica que ancla el saco
coriénico (placenta primitiva) al endometrio. El desarrollo de las vellosidades dara lugar a la
placenta definitiva. Se establece una compleja red vascular que permite el intercambio
metabdlico, gases y nutrientes entre el embrion y la madre. (Imagen obtenida de Moore et al.,
2016).
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A partir de la 4% semana de gestacion se establece una comunicacion
funcional entre la sangre materna y el sistema vascular en desarrollo del
embrién (Rhoades y Tanner, 1997, Webster y de Wreede, 2015; Burton y
Jauniaux, 2018). Se han producido los cambios anatdmicos necesarios para
llevar a cabo los intercambios fisioldégicos entre madre y embrion/feto (Moore et

al., 2016).

Entre la cuarta y octava semana, el embrion se desarrolla hasta adquirir
un aspecto humano reconocible, se han formado los primordios de los tejidos y
organos principales. Se produce la transformacion de embrién a feto (Moore et

al., 2016).

El periodo fetal se caracteriza por un rapido crecimiento y desarrollo de
organos y sistemas. No existe ninguna norma formal para estructurar los hitos
relevantes de este periodo (Moore et al., 2016). A continuacion, describimos

brevemente los cambios mas relevantes por semanas (Tabla 1).
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Semana 9a 12

La cabeza constituye la mitad de la longitud céfalo-caudal del feto.
Comienza la eritropoyesis.
Comienza la produccion de orina. Los productos de desecho alcanzan la

circulacion materna atravesando la membrana placentaria.

Semana 13 a 16

Osificacion del esqueleto fetal.
Comienzo del movimiento de los miembros no perceptible por la madre.

Movimientos oculares lentos.

Semana 17 a 20

Formaciéon de grasa parda. Percepcion por parte de la madre de

movimientos fetales.

Semana 21 a 25

Comienzo de reflejos parpebrales.
Los neumocistos tipo |l de las paredes alveolares pulmonares comienzan

a segregar surfactante pulmonar.

Semana 26 a 29

Desarrollo de los pulmones y vascularizacion alveolares.
Maduracion del sistema nervioso central. Conversion de la médula 6sea

como organo principal de la eritropoyesis.

Semana 30 a 38

Comienzo del reflejo pupilar.

El sistema nervioso adquiere el grado de madurez necesario para
integrar estimulos. Muestran una orientacion espontanea a la luz.

La mayoria de los fetos adquieren un aspecto rollizo, siendo el perimetro
abdominal mayor que el cefalico. El tejido adiposo constituye alrededor

del 16 % del tejido corporal.

Tabla 1. Hitos importantes en el desarrollo fetal desglosado por semanas (Moore et al., 2016).

3.

Hormonas y desarrollo embrionario.

Las hormonas juegan un papel primordial en el desarrollo fetal y

placentario. Son capaces de modificar el fenotipo placentario de dos formas:

directamente actuando sobre receptores especificos de diferentes células
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placentarias; o de forma indirecta induciendo cambios fisioldgicos en el feto y/o
en la madre, como la alteracion en la disponibilidad de nutrientes o en el flujo
sanguineo placentario (Fowden et al, 2015). Una de sus acciones mas
importantes en el desarrollo embrionario es estimular la maduracion de los
tejidos y o6rganos con el fin de preparar al feto para la vida extrauterina
(Fowden et al., 1998). Para ello, se producen cambios en el metabolismo
materno para asegurar el combustible metabdlico necesario para el desarrollo

fetal intrauterino (Berga et al., 2016).

Al inicio de la gestacion, las hormonas esteroides y proteicas son
producidas exclusivamente por el trofoblasto y, a medida que la gestacién
avanza, la placenta tomara el relevo en su produccion (Cunningham et al.,
2011; Rodriguez-Cortés y Mendieta-Zerén, 2014). Dentro de las hormonas
producidas por la placenta, caben destacar: lactogeno placentario (hPL),
gonadotropina coridnica humana (hCG), hormona adrenocorticotropa (ACTH),
prolactina, activina e inhibina, hormona del crecimiento placentario (PGH),
relaxina, progesterona (P4), cortisol (C), dehidroepiandrosterona (DHEA),
sulfato de dehidroepiandrosterona (DHEA-S), estrona (E1), estradiol (E2) y
estriol (E3) (Cunningham et al., 2011; Rodriguez-Cortés y Mendieta-Zerdn,

2014).

El embarazo produce un gran impacto sobre el sistema endocrino
materno, comenzando desde etapas muy tempranas con la sintesis de hCG
por parte del sincitiotrofoblasto imprescindible para el mantenimiento de la

gestacion (Berga et al., 2016).
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A medida que la gestacion avanza, se desarrolla una interaccion
hormonal exclusiva entre la madre, placenta y feto (Chatuphonprasert et al.,

2018).

Tras la fecundacién e implantacion, alrededor de 8-9 dias
postconcepcional (p.c.), comienza la secrecibn de hCG por parte del
trofoblasto. La produccion placentaria de hCG alcanza su maxima
concentracion a las 10 semanas de gestacion. Esta produccion es estimulada
por la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) placentaria por via
paracrina (Rodriguez-Cortés y Mendieta-Zerdn, 2014; De Cherney et al., 2015).
La principal funcién de la hCG es estimular la esteroidogénesis luteal,
placentaria y fetal. Al inicio de la gestacién, la hCG también influye en la
esteroidogénesis fetal, constituyendo un estimulo tréfico para el desarrollo de
una zona de la corteza adrenal en desarrollo. Posteriormente, esta funcion es

mantenida por la ACTH hipofisaria fetal (Guyton y Hall, 2016).

A nivel luteal, la hCG estimula el cuerpo luteo para que siga produciendo
P4 y posibilitar la supervivencia del trofoblasto implantado en el endometrio
(Rhoades y Tanner, 1997; Webster y de Wreede, 2015). A este proceso se le
denomina “reconocimiento materno del embarazo” (Rhoades y Tanner, 1997).
Tras su pico maximo a la 10? semana, los niveles de hCG disminuyen vy
predomina la produccion placentaria de P4 y estrogenos (Rhoades y Tanner,

1997; Guyton y Hall, 2016) (Figura 5).
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A nivel placentario, la hCG estimula la produccion de esteroides debido a
que facilita la captacion y utilizacion de colesterol, y el paso de pregnenolona
(Ps) a P4. Ademas, estimula la aromatizacién de los andrégenos y su conversién

a estrégenos (Karolicki, 1979; Tresguerres, 2005).

m
=
= é,
5 g
2 i | oy ©
. 120 Gonadotrapina gl
g corignica humana -22 5 T
E 100+ Estrogenos - 20 % L 300 8
2 -
L B0+ =16 o g
& L 14 E S
& - oon 2
S 604 & 212 € 5
%] o =
] & o 10 = %
= E] o
a 404 5 =8 3 -
% Progesterona L 5 g 100 =
T 204 -4 ©
2 ]
c =2
5 g
o o T T T T T T T T T 0 =4 =0
1] 4 B 12 16 20 24 28 32 36 40 o

Duracién del embarazo (semanas desde la lltima menstruacion

L=

Figura 5. Velocidades de secrecion de estrégenos, progesterona y hCG durante la gestacion.
Grafica obtenida de Guyton y Hall, 2016.

Por su parte, los esteroides sexuales desarrollan numerosas funciones
esenciales para el desarrollo fetal (Seaborn et al., 2010; Ishimoto y Jaffe,
2011), y presentan una interaccién exclusiva entre los tres compartimentos
principales: madre, placenta y feto. Para el buen desarrollo fetal, es necesario
un metabolismo coordinado entre hormonas placentarias, maternas y fetales

(Chatuphonprasert et al., 2018).
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Figura 6. Ruta metabdlica de esteroides durante la gestaciéon. Relacion materna, placentaria y
fetal. Se describen las enzimas esteroidogénicas y productos intermedios destacando la
produccién placentaria de estrogenos y progesterona, a partir de precursores fetales y/o
maternos. HSD3B1, 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1; HSD17B1, 173-hidroxiesteroide
deshidrogenasa tipo 1; HSD11B1, 11B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1, HSD11B2, 11B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 2, CYP11A1, colesterol desmolasa tipo 1; CYP17, 17[3-
hidroxilasa/17,20-desmolasa; CYP3A7, aromatasa; DHEA, dehidroepiandrosterona; DHEA-S,
dehidroepiandrosterona sulfato; 160H-DHEA-S, 16 hidroxi-dehidroepiandrosterona sulfato;
StAR, proteina reguladora aguda de la esteroidogénesis; SULT2A1, sulfotransferasa 2A tipo 1;
P450aro, aromatasa. Imagen tomada de Morel et al., 2016.

Una vez que el cuerpo luteo deja de sintetizar hormonas, la placenta,
gracias a precursores que le llegan a través de la sangre materna y fetal,

comienza a producir grandes cantidades de estrogenos (E1, E2 y E3) y P4 que

retornaran de nuevo a la madre y al feto (Hernandez Garcia, 2015).

El sincitiotrofoblasto placentario es la mayor fuente de sintesis de P4y
estrogenos, llegando a alcanzar a nivel sanguineo 250 mg/ml/dia y 120

mg/ml/dia, respectivamente, al final de la gestacién (Chatuphonprasert et al.,
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2018). La mayoria de los estrégenos son producidos por la placenta y
sulfatados o inactivados en el higado fetal para proteger al feto de un exceso
de estrégenos. La exposicion fetal a niveles elevados de hormonas esteroides
sexuales durante el desarrollo fetal, puede predisponer al nifio a trastornos del
espectro autista (Malkki, 2014). Algunos autores exponen que el desarrollo
estructural del cerebro fetal puede verse influido por una alteracién en el
metabolismo de esteroides sexuales maternos, en periodos concretos de la

gestacion (Weiss, 2002).

Tanto la P4 como los estrogenos se secretan de manera progresiva a lo
largo de la gestacion. Sin embargo, a partir del séptimo mes, la secrecion de P4
se mantiene constante, y la sintesis de estrogenos sigue aumentando. El ratio
estrogenos: progesterona se eleva lo suficiente al final de la gestacion, para ser

responsable, en parte, de la contractilidad uterina (Guyton y Hall, 2016).

3.1 Hormonas esteroides.

a) Estrégenos

Los principales estrégenos producidos durante el periodo de gestacion

son E1, E2 y Es. Dentro de las multiples funciones de los estrégenos destacan

la estimulacién del flujo sanguineo utero-placentario, y la capacidad de

estimular la produccion de sustancias vasodilatadoras (Boeldt y Bird, 2018)

(Tabla 2). Ademas, promueven la produccion de factor de crecimiento
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endotelial vascular (VEGF) en las células endoteliales facilitando, de manera

indirecta, la remodelacion vascular (Kazi y Koss, 2007).

Los estrégenos también influyen en el crecimiento y diferenciacion
endometrial, asi como en la contraccion del miometrio y la diferenciacién del
epitelio mamario y adiposo (Costa, 2016). Su influencia sobre la contractilidad
uterina viene determinada por su accion directa sobre el miometrio; o,
indirectamente, aumentando la liberacion de oxitocina (OT) por parte de la
hipdfisis (Roberts y Share, 1969), o de las prostaglandinas de origen uterino
(Blatchley et al., 1971). También inducen la formacién de receptores de P4y
estimulan la sintesis proteica hepatica (Tresguerres, 2005; Guyton y Hall,

2016).

Los estrogenos ejercen su efecto a través de receptores nucleares a y 3

(REa y RE) asi como distintos receptores de membrana (Chatuphonprasert et

al., 2018).
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Principales efectos de los estrégenos en la madre:

1.  Aumentan la secrecion hepatica:
» Lipoproteinas (VLDL, LDL y HDL).
> Angiotensinégeno.
» Factores de coagulacion.
» Proteinas transportadoras (SHBG-globulina fijadora de hormonas sexuales;

transcortina, TBG- globulina fijadora de tiroxina).

2. Efectos tisulares:
» Incrementan la accion de la insulina.
- Estimula los depésitos grasos. Accidon mamogénica.
» Estimulan la accién de la prolactina.
> Regulan los receptores uterinos de progesterona.
» Promueven la actividad miometrial.
- Degradacion de las fibras de colageno del cérvix.
» Aumentan la sensibilidad del centro respiratorio materno al dioxido de
carbono.
» Ayuda sobre el control del cansancio, cambios de humor e irritabilidad asi

como labilidad emocional.

Principales efectos de los estrégenos en el feto:

1. Ayudan al mantenimiento homeostatico fetal.

2. Promueven el desarrollo de los érganos fetales.

3. Regulan el sistema neuroendocrino fetal que controla la reaccion al estrés, funcion
del sistema inmune, almacenamiento y gasto energético.

4. Regulan el inicio del parto.

Tabla 2. Efectos maternos y fetales de los estrogenos durante la gestacion. Informacion
obtenida de Tresguerres, 2005 y Kaludjerovic y Ward, 2012.
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La produccién estrogénica se da mayoritariamente en la unidad feto-
placentaria, siendo el higado fetal imprescindible para ello (Figura 6). La
placenta carece de actividad 17-hidroxilasa, por lo que es incapaz de formar E1
y E2 a partir de P4. Por ello, la produccion de estrégenos depende de esteroides
C-19 como la DHEA-S materna y fetal, sintetizada en la corteza adrenal. El buen
desarrollo y funcionamiento de la glandula adrenal fetal es imprescindible para
la sintesis de estrogenos en la placenta (Kaludjerovic y Ward, 2012; Hernandez

Garcia, 2015).

El feto produce DHEA-S en la glandula adrenal que, gracias a la enzima
CYP3A7 es hidroxilado en posicion 16, en el higado fetal a 160H-DHEA en el
higado fetal (O'Shaughnessy et al., 2013). Posteriormente, en la placenta,
gracias a la acciéon de la sulfatasa (3pHSD1) se convierte en DHEA no
conjugada, que tras pasar a androstenediona (A4) y testosterona (T), se
transforma en E1 y E2 por accidn de la aromatasa (HSD17p1) (Hernandez
Garcia, 2015; Costa, 2016; Pasqualini y Chetrite, 2016). Algo similar ocurre
para la sintesis del Es, aunque en este caso el precursor: DHEA-S proviene,
exclusivamente, de la adrenal fetal (Pasqualini, 2005; Falah et al., 2015;

Hernandez Garcia, 2015).

Por su parte, la hCG también favorece la sintesis adrenal fetal de DHEA
y DHEA-S. Al final de la gestacién, el 60% de DHEA-S usado por la placenta
para la sintesis de E1y E2 proviene de la corteza adrenal fetal, mientras que el

40% restante deriva de la corteza adrenal materna (Tresguerres, 2005).
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a.1) Estriol (Es).

El Es es el estrogeno dominante durante la gestacion (Falah et al.,
2015), alcanzando casi el 90% de la produccion de estrogenos placentarios

(Hernandez Garcia, 2015).

Es un estrogeno de accion rapida, que tiene mayor afinidad que E1y E>
por los receptores estrogénicos a y B, promoviendo, asi, la proliferacién de las

células superficiales del epitelio vaginal (Tzingounis et al., 1978).

Mas del 90% del Es formado en el sincitiotrofoblasto placentario pasa a
la circulacidn materna y es eliminado a través de la orina (Thomas y Potter,
2013). Ademas, Wingeier y colaboradores en 2017, han revelado que es
posible detectar bajas concentraciones de E3 en saliva desde la semana 6 de
gestacion (Wingeier et al., 2017). Por ello, algunos autores postulan que las
concentraciones de E3 podrian utilizarse como potencial marcador de
prediccion del parto (Hee, 2011). Estudios recientes han demostrado que la
concentracion media de Es en orina aumenta gradualmente desde la semana
12 de gestacion (Falah et al., 2015), incrementando de manera exponencial

entre 2 y 4 semanas previas al inicio del parto (Hampson et al., 2013).
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El Es influye en la relajacién de la musculatura lisa de las arteriolas, ya
que estimula la sintesis de prostaglandinas A y E, aumentando asi el flujo
sanguineo uterino y la vascularizacion placentaria (Gitsch et al., 1980;

Hernandez Garcia, 2015).

Por otro lado, el Es es una hormona indicadora de posible sufrimiento
fetal, y se emplea como indicador del estado de la unidad feto-placentaria, ya
que su produccion depende de la capacidad de sintesis de la placenta y del
feto conjuntamente (Tresguerres, 2005). Ademas, desde 1960, el E3 ha sido
utilizado como marcador bioquimico prenatal como prueba de bienestar
intrauterino, ayudando al diagndstico de multiples anomalias congénitas (Falah
et al, 2015). El Es no conjugado tiene bajo valor predictivo de manera
individual, sin embargo, su inclusion en la prueba de sindrome de Down
basada en la edad materna y la AFP mejora el valor predictivo de la misma
(Wald et al, 1988). Los niveles de Es no conjugado son anormalmente bajos
para la trisomia del cromosoma 21 (Sindrome de Down) y trisomia del
cromosoma 18 (Sindrome de Edwards) (Wapner et al., 2003). Ademas, se
analiza como marcador de riesgo en la prueba de deteccidn triple y cuadruple;
parte del cribado neonatal (Malone et al., 2005). Estos test deben realizarse al
inicio del segundo trimestre de gestacion para el diagndstico precoz de
aneuploidias y otro tipo de anomalias fetales como defectos en la formacion del
tubo neural. Por otro lado, valores disminuidos de Es en el segundo trimestre,
se han correlacionado con muerte intrauterina (Huang et al., 2005) vy

crecimiento intrauterino retardado (Kim et al., 2000).
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a.2) Sulfato de estrona.

El sulfato de estrona (SO4 E1), es sintetizado por la madre en los ovarios
y por la placenta a partir de DHEA-S (fetal y materna) actuando como reserva
para la formacion periférica de formas estrogénicas bioactivas (Escobar et al.,

2011).

La hidrolisis del SO4E+ es llevada a cabo por la sulfatasa (STS) (Geyer et
al.,, 2017). Existe un mecanismo de control que regula la expresion de STS
intracelular en o6rganos como la placenta (Schuler et al., 2008), glandula
mamaria (Janowski et al., 2002) y ovario (Hoffman et al., 1996) y asi se regula

la disponibilidad de esteroides activos (Geyer et al., 2017).

En experimentos realizados sobre el amnion y corion placentarios se ha
observado que sus células tienen capacidad de hidrolizar el SO4 E1 a su forma
libre E1. La biodisponibilidad de E1 contribuye a la regulaciéon del ambiente
embriotrofico uterino (Gibson et al., 2018) e influye en la contractilidad

miometrial (Mitchell et al., 1984). Aparte de servir como reservorio estrogénico,
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parece existir una relacion entre esteroides sulfatados y la transformacién del
estroma endometrial, necesaria para la implantacion embrionaria y el desarrollo

placentario (Gibson et al., 2018).

El grupo de investigacion “Esteroides sulfatados en reproduccion” de la
Sociedad Alemana de Investigacion (DFG), expone que otra de las funciones
de los esteroides sulfatados es evitar la unién de esteroides libre a sus
receptores y proteger al feto del exceso de estos, aunque su sintesis e

importancia bioldgica sigue siendo incierta (Geyer et al., 2017).

También, la A4 puede ser convertida por la aromatasa en E1; o
convertida en T gracias a la enzima 17B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa
(17BHSD). La E1 y la T pueden ser convertidas a E2 gracias a la aromatasa y

17BHSD, respectivamente (Kaludjerovic y Ward, 2012).

En animales, como en vacas, caballos y cerdos, se usa como indicador
de viabilidad de la gestacion y posible predictor del parto. El analisis del SO4E+
se utiliza, generalmente, para diagnosticar la viabilidad de gestaciones porcinas
(Ohtaki et al., 1999) y diagndstico de anomalias en el crecimiento fetal del
ganado vacuno (Kornmatitsuk et al., 2004). Ademas, su medicién en saliva y
orina en yeguas es util para estimar la supervivencia fetal (Kasman et al.,
1988). Kornmatitsuk y colaboradores en 2004, sugieren el uso cambiado de por
del SO4E1 para el control de bienestar fetal en animales con elevado riesgo de

muerte fetal a término (Kornmatitsuk et al, 2004).
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Raeside, en 2017 describe que la unidad feto-placentaria en mujeres y
yeguas presenta grandes similitudes, ya que ambas son capaces de producir
grandes cantidades de estrogenos. Esta semejanza nos ha llevado a pensar
que el SO4 E1 tiene un papel en la gestacidén mas importante del descrito hasta

ahora (Geyer et al., 2017).

b) Progesterona.

El cuerpo luteo segrega P4 hasta la 82 semana de gestacion. A partir de
ese momento, es la placenta la encargada de su produccién (Malassine et al.,

2003).

La produccion placentaria de P4 requiere dos pasos: el primero es la
conversion del colesterol a Ps por la enzima CYP11A1 en la mitocondria de las
células del trofoblasto. Debido a la incapacidad de la placenta para formar
colesterol, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) circulantes se unen a la
membrana de las células trofoblasticas donde se produce su lipolisis dando
lugar a aminoacidos, acidos grasos y colesterol (Kaludjerovic y Ward, 2012;

Chatuphonprasert et al, 2018). El segundo paso es la conversiéon de Ps a P4
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gracias a la enzima 3R-hidroxiesteroide deshidrogenasa (3HSD) situada en la

membrana mitocondrial (Morel et al., 2016).

La P4, aparte de actuar como intermediario para la sintesis de otras
hormonas esteroides, ejerce funciones indispensables para el desarrollo de la
gestacion, como el mantenimiento de la implantacion placentaria y la
preparacion de las glandulas mamarias para la lactancia (Tabla 3). Se ha
demostrado que la P4 favorece la secrecion de citocinas Th2 por los linfocitos
T, ejerciendo efectos inmunosupresores durante la gestacion, regulando el
sistema inmune materno, e inhibiendo la respuesta inmune materna a los

antigenos fetales. (Barrera et al., 2007).

Por otro lado, inhibe la contractilidad del miometrio, y esta relacionada
con la relajacion de la musculatura uterina, disminuyendo la produccion de
prostaglandinas (PG), y la expresion génica de las proteinas asociadas a la

contraccion (PAC) del miometrio (Parizek et al., 2014).

También ejerce un efecto inhibidor sobre las citoquinas pro-inflamatorias
como la interleucina 1B (IL-1B) e interleucina 8 (IL-8) de la barrera materno-
fetal (Shields et al, 2005). Ademas, tiene efecto sobre la regulacion de la
invasividad del trofoblasto y, por lo tanto, en la remodelacion vascular (Chen et

al., 2011).
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La P4 mantiene el utero quiescente durante la gestacion, y a diferencia
de otras especies, no existe una disminucion de los niveles de P4 antes del

parto (Pieber et al., 2001).

Existen dos isoformas del receptor de P4 (RP): RP-A y RP-B. El RP-B
acentua el efecto anti-inflamatorio de P4, mientras que el RP-A inhibe la
expresion de RP-B. Cerca del momento del parto se produce un aumento en la
expresion de RP-A frente a RP-B, aumentando la afinidad de P4 a RP-A y
dando lugar a un ambiente mas inflamatorio (Pieber et al., 2001; Vrachnis et al.,

2012).

Funciones de la progesterona durante la gestacion:

Mantenimiento de la implantacién de la placenta.
Autorregulacion de sus receptores.

Disminuye la secrecién hepatica de lipoproteinas.

vV V VY VYV

Acciones tisulares:
e Estimula la lipolisis.

Estimula la eliminacion renal de sodio.

Estimula el metabolismo del nitrégeno.

Relaja la musculatura lisa vascular y visceral.

Estimula el centro respiratorio, el centro del apetito y la respuesta

inmune.

Tabla 3. Funciones de P4 durante la gestacion. Informacién obtenida de Tresguerres, 2005.
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4, Eje hipofisis-hipotalamo-adrenal.

4.1 Cortisol

El eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HHA) es una parte esencial del
sistema neuroendocrino. Tiene un papel importante en la regulacién de la
homeostasis y en la respuesta al estrés (Fowden y Forehead, 2009b). También
modula las funciones cardiovasculares, reproductivas, metabdlicas y

neurologicas (Groeneweg et al., 2011).

Estas acciones son debidas al conjunto de interacciones de
retrofuncionalidad hormonales producidas en el hipotalamo, hipdfisis y glandula

adrenal (Jara Albarran, 2012).

En adultos, estimulos estresores como enfermedades o infecciones,
estimulan la liberacion de hormona liberadora de corticotropina (CRH) por parte
del hipotadlamo (Derrickson y Tortora, 2015; Stewart y Newell-Price, 2017). A su
vez, la CRH vy la arginina-vasopresina constituyen el principal estimulo para la

secrecion, por parte de la hipdfisis anterior, de hormona adrenocorticotropa
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(ACTH), que presenta un ritmo de liberacion circadiano. Esta hormona estimula
el aumento de receptores de LDL y HDL para aumentar la captacién de
colesterol por las glandulas adrenales e inducir asi la sintesis de
glucocorticoides (GC) (Jara Albarran, 2012) que, a su vez, ejerce una
retrofuncionalidad negativa sobre la liberacion de CRH y ACTH. (Jara Albarran,
2012; Stewart y Newell-Price, 2017; Chatuphonprasert et al., 2018; McGowan y

Mathews, 2018) (Figura 7).

SNC
Sistema inmune > CRH <=
(-]
L ]
Hipofisis
-]
Corteza
Cortisol ——

Figura 7. Control de la secrecion de glucocorticoides a través del HHA. ACTH: hormona
adenocorticotropa, CRH: hormona liberadora de corticotropina; SNC: Sistema nervioso central.
Imagen tomada de Jara Albarran, 2012.

El desarrollo embrionario del hipotalamo comienza a formarse en las
paredes del diencéfalo a partir de la quinta semana de gestacion. El desarrollo

de la hipdfisis proviene de dos origenes, a partir de la tercera semana, aparece

una evaginacién del ectodermo oral que va a dar lugar al diverticulo hipofisario
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(bolsa de Rathke). El segundo origen es un crecimiento del diencéfalo, dando
lugar al diverticulo neurohipofisario. Estas dos partes, en torno a la 8 semana,
crecen la una hacia la otra y el diverticulo hipofisario se aisla de su origen
ectodérmico y se conecta al hipotalamo por el infundibulo (Webster y Wreeede,

2015) (Figura 8).
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Figura 8. Desarrollo del hipotalamo y la hipodfisis. Imagen obtenida de Webster y Wreeede,
2015.

Por otro lado, la corteza y la médula de las glandulas adrenales tienen
origenes embrionarios distintos (Figura 9). La corteza adrenal se forma en la
sexta semana de gestacion a partir del mesodermo, mientras que la médula se
forma de las células de la cresta neural (Arteaga Martinez y Garcia Pelaez,

2014; Webster y Wreeede, 2015; Moore et al., 2016).
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Figura 9. Desarrollo de las glandulas adrenales. Imagen obtenida de Webster y Wreeede,
2015.

Es complejo definir el momento exacto de la gestacion en el que la
corteza adrenal fetal comienza a funcionar, ni tampoco el mecanismo por el
cual inicia su funcionamiento. Kaludjerovic y Ward (2012), explican que la
esteroidogénesis adrenocortical comienza alrededor de la octava semana de
gestacion. Por otro lado, Goto y colaboradores (2006), afirman que las enzimas
esteroidogénicas son detectables con técnicas de inmunocitoquimica entre los

dias 50 y 52 p.c. (alrededor de la novena semana de gestacion).

Por otro lado, se ha detectado mRNA para receptores de

glucocorticoides (RCG) en el metanefros embrionario, intestino, musculo,
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médula espinal, cuerdas testiculares y la glandula adrenal del feto, alrededor de
las semanas 82-10% de gestacion (Costa et al., 1996; Condon et al., 1998),
ademas de en los pulmones fetales, alrededor de la 122 semana de gestacion.
Por ello, algunos autores exponen que la glandula adrenal fetal funciona a

partir de la 82 semana de gestacion (Johnston et al., 2018).

La corteza adrenal fetal esta dividida en zona fetal, zona transicional y
zona definitiva (Figura 10). La zona fetal segrega DHEA y DHEA-S, que seran
convertidas a estrégenos por parte de la placenta, mientras que en la zona

definitiva se sintetizan GC (Morsi et al., 2018; Galanous et al., 2019).

Capsula adrenal Corteza adrenal

Zona definitiva

Zona transicional

4 ‘ ‘ & 7\\"'\
2 P € ve i\ Zona fetal
4 > / ﬂ——:\.\ \
- 5|
; - i, ._t’

2

Médula adrenal

Figura 10. Imagen de la glandula adrenal fetal en la mitad de la gestacién. Imagen tomada de
Kaludjerovic y Ward, 2012.

Dentro de los diferentes esteroides sintetizados por las glandulas
adrenales, destacan la familia de los GC, los cuales estan implicados en
diferentes funciones como la respuesta inmune e inflamatoria, homeostasis,

funcidn metabdlica, cognitiva y reproductora (Tabla 4). Ademas, los GC son
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sintetizados en respuesta ante situaciones de estrés, enfermedad o infecciones

(Derrickson y Tortora, 2015).

Importancia bioldgica de los glucocorticoides.

1. Metabolismo de hidratos de carbono:

v Estimulan la formacién de glucégeno hepatico.

v/ Estimulan la gluconeogénesis a partir de proteinas.

2. Metabolismo lipidico:

v/ Estimulan la redistribucion de tejido adiposo favoreciendo la arterioesclerosis.

3. Accion sobre sistema hematopoyético:

v' Aumentan la eritropoyesis, reticulocitosis, sintesis de plaquetas y neutréfilos.

4. Accion sobre sistema inmune:

v' Disminuyen las reacciones alérgicas, la produccion de anticuerpos y la resistencia a

infecciones.

5. Accion sobre SNC:

v Producen hiperexcitabilidad y euforia.

Tabla 4. Acciones de los glucocorticoides sobre el organismo (Jara Albarran, 2012).

Durante el desarrollo fetal los GC juegan un papel esencial en la futura
adaptacién a la vida extrauterina. A nivel celular, ejercen cambios en la
expresion de factores de crecimiento, citoesqueleto, proteinas transportadoras
y factores de la coagulacion, entre otros (Fowden et al., 1998; Jansson y

Powell, 2007).

Ademas, influyen en el crecimiento y la diferenciacion celular en los

procesos fisioldgicos implicados en la preparacion al parto (Fowden y Forhead,
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2009). Su efecto gluconeogénico activa la produccién endoégena de glucosa
fetal y estimulan la acumulacion de glucégeno en el higado y musculo fetal

(Fowden et al.,1998).

Pueden alterar la accion enzimatica placentaria implicada en la sintesis e
inactivacion de esteroides, eicosanoides y hormonas tiroideas. Dependiendo de
la edad gestacional, dichas acciones pueden resultar beneficiosas para el
mantenimiento de la gestacion (protegiendo al feto de la exposicién temprana a
exceso de nutrientes y hormonas maternas) y, al mismo tiempo, tienen efectos
perjudiciales sobre la programacion celular y de tejidos, alterando, por ejemplo,
la actividad placentaria de la enzima 11B3-HSD2, involucrada en la conversion

del cortisol en cortisona (Fowden y Forhead, 2009).

El principal GC producido por la glandula adrenal es el cortisol (C), cuya

produccion diaria alcanza hasta 20 mg/dia en adultos (Jara Albarran, 2012).

Es el GC mas abundante y relevante durante la gestacion. En los dos
primeros trimestres de gestacion, los niveles de C permanecen bajos,
promoviendo la proliferacion celular (Cabero Roura et al, 2012b). Esta accidn
es llevada a cabo por diferentes factores de crecimiento locales como PDGF
(factor de crecimiento derivado de plaquetas), EGF (factor de crecimiento
epitelial), FGF (factor de crecimiento de fibroblastos) e IGF-I (factor de
crecimiento insulinico tipo-1); estos factores estimulan la division celular
promoviendo el paso de las fases GO a G1 y de G1 a S del ciclo celular

(Cabero Roura et al, 2012b).
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Existe mucha controversia acerca del momento de la gestacion en el que
el feto empieza a producir C de manera autéonoma. Gitau y colaboradores
(2001), postulan que la liberacion de C fetal da comienzo en la semana 20 de
gestacion. Por otro lado, en el estudio de Narasaka y colaboradores (2001), se
afirma que la corteza adrenal comienza a sintetizar C de novo en la zona
definitiva en la semana 23 de gestacion. El higado fetal también tiene la
capacidad de sintetizar cérticoesteroides, aunque en menor medida (Malassine

et al., 2003; Costa, 2016; Pasqualini y Chetrite, 2016).

Existe un aumento de C libre de 2 a 4 veces a lo largo de la gestacion,
exponiendo al feto a grandes concentraciones de GC (Lindsay y Nieman,
2005). A medida que la gestacién avanza, los niveles de C aumentan,
bloqueando la expresion de los genes necesarios para el paso de GO a G1vy S,
lo que da lugar a un enlentecimiento de la proliferacién celular, e induce la
activaciéon de las funciones de importantes tejidos fetales como: higado,
pulmones, intestinos, tejido adiposo y la musculatura esquelética (Fowden et
al., 1998). Ademas, altos niveles de C inducen cambios morfolégicos vy

funcionales en estos tejidos (Cabero Roura, L., 2012).

La placenta es permeable al C, el cual es convertido a su forma inactiva,
cortisona gracias a la enzima 11B-HSD (Cabero Roura, L., 2012). Existen dos
isoformas de 11B-HSD, tipo 1 y tipo 2, donde la isoforma tipo 2 es muy
relevante en la proteccién fetal frente al exceso de C materno (Kapoor et al.,

2006). Al final de la gestacion, existe una disminucion de la sintesis de 11pB-
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HSD2, coincidiendo con la elevacion fisiolégica de C (Sandman et al. 2006, Li

et al. 2014).

Pequefias variaciones en los niveles de C materno pueden producir un
cambio significativo en las concentraciones de C fetales (Gitau et al. 1998). En
mujeres con altos niveles de ansiedad durante la gestacién, se ha observado
que la sintesis de 11B-HSD2 se ve disminuida, y el C producido atraviesa la
barrera placentaria exponiendo al feto a mayores niveles de C (O'Donnell et al.,
2012). Por ello, las variaciones de C materno tienen grandes repercusiones en

el feto (Kane et al., 2014).

Reissland y Wandinger, 1999, aseveran que el C es un factor que influye
en la produccion de IFN-o. en la sangre del cordon umbilical. Ademas,
proponen que el aumento de concentraciones de C en sangre del corddn
umbilical podria ser considerado como factor de interaccion con el sistema

inmune y endocrino.

Diversos estudios han determinado que, en las madres, altos niveles de
C estan relacionados con una mayor atraccion y sensibilidad al olor de su
recién nacido (Fleming et al., 1997). De la misma manera, en el periodo
postparto, elevados niveles de C materno agudizan la atencién y respuesta de

la madre a las necesidades del recién nacido (Stallings et al., 2001).
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5. Hormonas esteroides y parto.

El proceso de parto implica una compleja interaccion de mecanismos
biomoleculares, inmunolégicos y endocrinos, modulados por la etiologia, etnia y

edad gestacional (Keelan, 2018).

El parto involucra la intrincada relacion entre madre, feto y placenta.
Conlleva una serie de mecanismos fisiologicos tales como: distension uterina,
maduracién pulmonar y adrenal fetal, produccion hormonal placentaria, asi
como la sintesis de mediadores inflamatorios placentarios (Cabero Roura, L.,

2012).

Es una perfecta coordinacion de eventos que incluyen: el progresivo
borrado y dilatacion del cérvix; ruptura de las membranas del saco amnid6tico; e
inicio y mantenimiento de contracciones uterinas efectivas. Todo ello, culmina
en la expulsion del feto y la placenta desde la cavidad uterina (Cunningham et

al., 2015).

El aumento de niveles de C placentario esta relacionado con la induccion
en la sintesis de estrogenos previa al inicio del parto (Li et al., 2014). A nivel
celular durante la gestacién, el C se une a los RCG los cuales se encuentran
situados en el sincitiotrofobalsto y citiotrofoblasto placentarios. Wang vy
colaboradores (2014), han demostrado que los GC incrementan la expresion y

sintesis de CRH y hCG por el sincitiotrofoblasto placentario y contribuyen a la
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expresion de la aromatasa en la placenta, necesaria para la sintesis de

estrégenos (Figura 11).
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Figura 11. Esquema de la regulacion de la expresion de la aromatasa. El C induce la expresion
y produccion de CRH y hCG, las cuales incrementan el adenosis monofostafo (AMP)
intracelular y activan la PKA (proteina quinasa- A). La pKA promueve la expresién de Sp1
(factor de transcripcion 1) que induce la expresion y sintesis de la aromatasa en la placenta.
Imagen tomada de Wang et al., 2014.

Al final del embarazo los estrégenos producen cambios madurativos en
los 6rganos de la madre interviniendo en el desarrollo de los mecanismos del

parto (Morel et al., 2016).

Entre las diferentes funciones de la CRH placentaria destacan: la
induccién de la expresidon del transportador de glucosa (Gao et al., 2012); la
estimulacién de la produccion de E2 mediante la expresion de las enzimas
CYP19A1 y 173-HSD1 en el trofoblasto (Yang et al., 2006); y su influencia en el
metabolismo de ACTH y PG (Gao et al., 2012). Existen varios neurohormonas,

como norepinefrina o vasopresina, que resultan esenciales en la respuesta
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neuroendocrina frente al estrés, puesto que son capaces de activar la sintesis

de CRH placentaria (Hobel et al., 1999).

Estudios in vitro han observado que la CRH placentaria estimula la
produccion de DHEA-S en la glandula adrenal fetal (Smith et al., 1998),
sirviendo de precursor para la sintesis de E3 placentario. El incremento de Es a
lo largo de la gestacion estimula la expresidn de los genes conexina 43 (CX43)
asociados al parto y de los receptores de OT, necesarios para que las

contracciones uterinas se den de forma coordinada (Melamed, 1997).

Por otro lado, la CRH placentaria interactua de forma compleja con Pa.
La P4 inhibe la CRH placentaria y atenua sus efectos (Karalis et al., 1996;
Vrachnis et al.,, 2012b). La P4 también compite con el C para unirse a los
mismos RCG (Majzoub y Karalis 1999). El efecto de P4 sobre la actividad de
CRH depende de la edad gestacional y del ratio de los diferentes PR (Micks et

al., 2015).

A medida que avanza la gestacion, la CRH inhibe la produccion de P4
bloqueando las enzimas CYP11A1 y 3B-HSD1 (Yang et al, 2006). La
disminucién de la sintesis de P4 da lugar al comienzo de contracciones uterinas
que daran lugar al parto al final de la gestacién (Haluska et al., 1997; Yang et

al., 2006).

La CRH placentaria puede aumentar la produccién de Es y reducir la

sintesis de P4 (Yang et al., 2006) La inhibicion de P4, el aumento del volumen y
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estrechamiento intrauterino, y el incremento de sintesis de Es generan un
ambiente proclive para el inicio del parto (Roger et al., 2009). Por lo tanto, la
CRH tiene un papel fundamental en el comienzo del parto mediante la
regulacion de los niveles de estrogenos y P4, ya que estos controlan los
mecanismos de contractilidad uterina (Majzoub y Karalis 1999; Thomson,

2013).

Resulta importante destacar la accion de la CRH sobre la produccién de
citoquinas IL-1B y factor de necrosis tumoral o (TNF-a), que tienen una accién
inhibitoria sobre la enzima placentaria 11BHSD-2, encargada de metabolizar el
C en cortisona, protegiendo al feto de la accion del primero. Estas citoquinas

también aumentan la produccién placentaria de PG (Mendelson ,2009).

Existe controversia entre considerar el parto un proceso inflamatorio o un
proceso hormonal, aunque todo indica que es una interrelacion de ambos

(Golightly et al., 2011) (Figura 12).
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Figura 12. Esquema de las diferentes acciones de los GC y estrégenos en el proceso de
preparacion al parto. Los GC actuan sobre la sintesis de aromatasa, PGE: (Prostaglandina E2),
PGF2a (Prostaglandina F2a) y CRH, y atendan la accion catabolica de la PGDH
(hidroxiprostaglandina deshidrogenasa) sobre las PGE2, participando asi en la preparacion del
miometrio y en el metabolismo y sintesis de receptores uterotonicos. Los estrogenos presentan
una accion directa sobre la sintesis de receptores de prostaglandina (PG), receptores de
oxitocina (OT), receptores de P4,y conexina-43. Imagen tomada de Li et al., 2014.

Los estrégenos provocan una serie de cambios a nivel endometrial:
incrementan la expresion de los receptores de OT asi como de los agonistas a-
adrenérgicos que modulan los canales de calcio en la membrana celular,

facilitando la contraccion uterina (Jackson y Dudley, 1998; Kota et al., 2013;
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Kalagiri et al., 2016). Ademas, estimulan la sintesis de proteinas de enlace gap
en el miometrio (Petrocelli y Lye, 1993) y activan la enzima responsable de la

contraccion muscular (Lye et al., 1993; Bale, 1997).

También aumentan la produccién de prostaglandinas E2 (PGE2) y
prostaglandina F2a (PGF2a.) asi como la expresion de sus receptores (Fuchs y
Fuchs, 1993). Las PGE2 Y PGF2q, al igual que los estrogenos, ejercen una
accion uterotonica en el parto (Keelan, 2018), modulando la activacion de las
proteinas uterinas, y estimulando la expresion de las CX-43, receptores de OT,
sintesis de prostaglandina-endoperoxido sintasa 2 (PTGS2) (Xu et al., 2015) y
actuando como ligando para la activacion de los canales i6nicos del miometrio

(Smith, 2007).

Por otro lado, Friebe-Hoffman y colaboradores (2001), analizando el
parto como un proceso inflamatorio, sugieren que IL-13 e IL-6 inducen la
secrecion uterina de OT necesaria para el inicio y mantenimiento de las
contracciones uterinas durante el parto (Friebe-Hoffman et al., 2001; Golightly
et al., 2011, Kalagiri et al., 2016). También las IL-1p tienen una accion indirecta

sobre el parto, aumentando la sintesis de PG (Osman et al., 2003).

A medida que avanza la gestacion, aumenta la concentracién de PG,
metaloproteasas (encargadas de descomponer el colageno intercelular) y otros
mediadores inflamatorios (IL-18, IL-6, 1I-8, PGE2 y TNF-a) detectables en el
liquido amnid6tico (Keelan et al., 2003; Vranchis et al., 2012). La leucocitosis del

cérvix al final de la gestacion, responde a un aumento de estrégenos, dando
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lugar a la sintesis de metaloproteasas y colagenasas que derivan en el borrado

y dilatacion del cuello uterino (Keelan, 2018).

Las hormonas y sus acciones se relacionan mediante un bucle de
retrofuncionalidad positiva. El incremento de PGE2 y citoquinas inflamatorias
estimula la produccién de CRH placentaria (Keelan, 2018), responsable del
inicio del parto y del estado de hipercortisolemia fisioldgica que aparece a partir

del segundo trimestre de gestacion (Kalantaridou, et al., 2004).

Aparte del incremento de los niveles de C, la CRH placentaria estimula
la expresion de proteinas asociadas a la contraccion (CAP) del miometrio (Wu
et al., 2007), ademas de producir una vasodilatacién en los vasos maternos y
fetales de la placenta, debido a la activacion de la 6xido nitrico-sintasa (NOS)
capaz de sintetizar 6xido nitrico (NO) involucrado en el control del tono vascular

(Ledingham et al., 2000).

El NO tiene su efecto en el borrado del cuello uterino, ya que induce la
sintesis de la encima ciclooxigenasa-2 (COX-2) fundamental para la sintesis de
PG (Chawlisz y Garfield, 1998; Ledingham et al., 2000). Ademas, aumenta la
produccion de PGE2 y PGF2a en la decidua materna y las membranas fetales,
estimulando la contraccion de la musculatura lisa uterina (Grammatopoulos y

Hillhouse, 1999).

El C actua en conjunto con el NO suprimiendo la accion de la enzima 15-

hidroxiprostaglandina-deshidrogenasa (15-PGDH), responsable de Ia
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inactivacion biologica de PGE2, dando lugar a una mayor exposicion miometrial
a PG del liquido amnioético (Vrachnis, 2012). Ademas, el NO, inhibe la union de
P4+ a sus receptores promoviendo la respuesta inflamatoria y el comienzo del

parto (Madsen et al., 2004, Karalis et al., 1996).

El aumento de la sintesis de C, mantenida gracias al incremento de CRH
a lo largo de la gestacién, contribuye a la produccién de proteinas de
surfactante, encargadas de la maduracién pulmonar, asi como a la produccién
de fosfolipidos. Estos compuestos, presentes en el liquido amnidtico, tienen
capacidad inflamatoria y estimulan la produccion de PG y el inicio de la
reaccion inflamatoria del saco amniético (Smith, 2007; Vrachnis et al., 2012b)

(Figura 13).
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Figura 13. Esquema del sistema endocrino fetal y materno, y su relacién con la produccion
placentaria de CRH. El aumento de la sintesis placentaria de CRH deriva en un incremento de
la produccion de CRH y C materna y fetal. EI aumento de C (materno y fetal) estimula la
sintesis de CRH, dando lugar a un feed-back positivo. El C propicia la maduraciéon pulmonar
fetal, aumentando la produccién de surfactante pulmonar y fosfolipidos. El surfactante
pulmonar junto con el C activa la respuesta inflamatoria en el amnion, dando lugar al borrado
cervical y la activacion del miometrio. A su vez, la activacién miometrial implica la disminucion
en la concentracion de P4 y un aumento en la sintesis de COX-2, la cual sintetiza PG y
promueve la contraccion. El crecimiento fetal, junto con la distension del miometrio combinado
con la deprivacién de P4 promueve la contractilidad uterina. Imagen tomada de Smith, (2007).
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Figura 14. El utero gravido estimula el eje HHA materno, estimulando la sintesis de C y DHEA-
S en la corteza adrenal materna. EI C materno (a diferencia de los adultos que ejerce un
feedback negativo para la formacién de CRH), estimula la sintesis de CRH placentaria (Morsi,et
al., 2018). Parte del C es inactivado a Cortisona gracias a la 11BHSD2. El aumento de CRH
placentaria deriva en un aumento de CRH y C materno y fetal (Hill et al., 2010) Alrededor de la
semana 20 de gestacion, el C fetal estimula la sintesis de proteinas del surfactante pulmonar
(Moore et al., 2016). El aumento del surfactante junto con el C activan la respuesta inflamatoria
(Smith et al., 2007) estimulando la sintesis de PG2 a (Cunningham et al., 2011) dando lugar al
borrado cervical y a la activacion del miometrio. A su vez, la activacion miometrial implica la
disminucion en la concentracion de P4 y un aumento en la sintesis de COX-2, que sintetiza PG
y promueve la contraccion (Smith et al., 2007). La PG2 o, induce, al igual que el C, la sintesis de
CRH placentaria (Keelan et al., 2018) y de citoquinas inflamatorias que, a su vez, multiplican
por ochenta la produccién de PGH-sintasa (complejo enzimatico que cataliza la formacion de
PG). Las citoquinas inflamatorias, al final de la gestacion tienen la capacidad de reducir la
sintesis de 11-BHSD2, permitiendo el paso de C materno al feto y ayudar asi a la maduracién
pulmonar del feto (Keelan et al., 2018). Las DHEA-S materna y fetal sirven como precursores
estrogénicos a la placenta para la sintesis de E1 y E2. Ademas, el feto tiene la capacidad de
hidroxilar la DHEA-S a nivel hepatico, y formar la 16-OH DHEA-S que servira de precursor para
formar Es a nivel placentario. El aumento de estrégenos placentarios estimula la sintesis de NO
(6xido nitrico) y activar el proceso inflamatorio (Ledingham et al., 2000).
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La compresion completa del proceso del parto sigue siendo un reto
(Smith, 2007). Es importante reconocer la relevancia y complejidad del eje HHA
fetal durante el embarazo y el desarrollo fetal y preparacion al parto (Wood y
Keller-Wood, 2016). Hay que tener en cuenta que estimulos externos como
infeccion, estrés, una mala perfusion placentaria o un estado de hipoxia, entre
otros, pueden activar el eje HHA (Groeneweg et al., 2011; Derrickson y Tortora,
2015; Valsamakis et al., 2017) y desencadenar los mecanismos del parto

(Smith, 2007; Wood y Keller-Wood, 2016).

6. Aplicacion de modelos de regresion logistica y random forest

para la prediccion de la fecha de parto.

El aprendizaje automatico (machine learning) es el nombre que recibe el
conjunto de técnicas que permiten a los sistemas informaticos realizar tareas
complejas (Sidey-Gibbons y Sidey Gibbons, 2019). Se basa en aprender de los
datos, descubrir su estructura y los patrones que subyacen tras ellos. Su
principal objetivo es la extraccion de la informacion contenida en un conjunto de
datos, y a partir de esa informacidon adquirida posibilitar la tomar decisiones
sobre nuevos conjuntos de datos (Mitchell, 2006) . Como disciplina académica,
el aprendizaje automatico comprende elementos de las ciencias matematicas,
estadisticas e informaticas. Sus técnicas estan basadas en algoritmos y
conjunto de procedimientos matematicos que describen las relaciones entre

distintas variables (Sidey-Gibbons y Sidey Gibbons, 2019).
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A partir de 1990 se ha observado un aumento del uso de las multiples
técnicas de machine learning aplicadas a la investigacion entre las que
destacan los modelos de regresion logistica, altamente utilizados, asi como
maquinas de vectores de soporte (Support Vector Machines), arboles de

decision y modelos de random forest, entre otros (Koohy, 2018).

Como en el caso de nuestro estudio, el uso de técnicas de aprendizaje
automatico resulta imprescindible. Nos enfrentamos a un conjunto de datos en
los que existen multiples variables, que pueden interaccionar de forma mas o
menos compleja, pudiendo ser muy dificil encontrar un modelo global que sea
capaz de reflejar la verdadera relacion subyacente entre ellas. En nuestro caso,
hemos decidido comparar un modelo lineal tradicional como es la regresion

logistica frente a otro mas complejo como es el random forest.

Aunque su comprension resulte compleja, resulta necesario introducir
brevemente el concepto de ambos modelos. El modelo de regresion logistica
es un método que se utiliza para obtener odds ratio (siendo el cociente entre la
probabilidad de que ocurrar un evento y la probabilidad de que no ocurra) en
presencia de mas de una variable explicativa. El procedimiento es bastante
similar a la regresion lineal multiple, con la excepcidn de que la variable de
respuesta es binomial. El resultado es el impacto de cada variable sobre el
odds ratio del objeto observado, siendo la principal ventaja evitar los efectos de

confusion al analizar todas las variables juntas (Sperandei, 2014).
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Por otro lado, el modelo random forest es un algoritmo predictivo que
usa la técnica de bagging para combinar diferentes arboles CART (conjunto de
arboles de clasificacion y regresion), estando orientados a la prediccion de
variables cualitativas (arboles de clasificaciéon) o continuas (arboles de

regresion).

La técnica bagging consiste en ajustar modelos a diferentes muestras
aleatorias con reemplazo y luego combinar o ensamblar resultados. En el caso
del random forest, ademas de sortearse las muestras con las que cada arbol es
ajustado, se hace un sorteo de variables en cada arbol, buscando que en los
arboles ensamblados no participen siempre las mismas variables explicativas y
estén asi mas incorrelados, lo que juega a favor de que el estimador final tenga

menor varianza (Brieman, 2001).

El modelo de regresion logistica se utiliza cuando la investigacion se
centra en si un evento ha ocurrido o no, en lugar de cuando ocurrio (la
informacion del tiempo no se utiliza). El uso de este modelo es adecuado, por
ejemplo, en estudios que involucran estados de enfermedad (enfermo o sano),
y toma de decisiones (si 0 no), y por ello es ampliamente utilizado en ciencias
de la salud. Aunque existen modelos mas complejos como el random forest
que contemplan situaciones en las que la variable pronosticada toma mas de

dos categorias (Boateng y Abaye, 2019).
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Desde el desarrollo del algoritmo predictivo del modelo de random forest,
hace dos décadas, se ha incrementado su uso frente al modelo de regresién
logistica, convirtiéndose en una herramienta estandar entre investigadores. A
pesar de sacrificar su capacidad explicativa de las variables, el modelo de
random forest tiene una elevada capacidad predictiva y de generalizacién de

sus resultados (Couronné et al., 2018).

El uso de técnicas de aprendizaje automatico en medicina, se
encuentran disponibles para mejorar el sistema de salud ofreciendo
diagnosticos tempranos de enfermedades, mejores prondsticos médicos, asi
como avances en la planificaciéon de tratamientos individualizados (Sidey-

Gibbons y Sidey Gibbons, 2019; Gerke et al., 2020)

Existe un cambio de paradigma en la ciencia médica en la que se aboga
por que los profesionales sanitarios no solo sean “recolectores de datos”, si no
que puedan incorporar el soporte de tecnologias emergentes como las técnicas
de aprendizaje automatico para el correcto analisis e interpretacion de datos,
asi como desarrollo modelos matematicos predictivos, y mejorar asi

diagnosticos y pronodsticos médicos (Andia et al. ,2019).

En el ambito de la obstetricia se ha recalcado en los ultimos afos la
necesidad de desarrollar modelos predictivos que permitan predecir
complicaciones del embarazo como preeclampsia, de partos prematuros,

crecimiento intrauterino retardado, entre otras (Kleinrouweler et al., 2016, Naimi
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et al., 2018). Aunque si se estan desarrollando modelos predictivos de parto en
gestaciones in vitro, en las que se estima la posibilidad de un nacimiento vivo
antes de someterse al tratamiento (Qiu et al., 2019). La aplicacién de estas
herramientas resulta esperanzadora para el desarrollo de modelos predictivos

de la fecha de parto basadas en variables bioldgicas.
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Objetivos

Uno de los principales objetivos de la obstetricia es el conocimiento mas
profundo de los acontecimientos que suceden durante el embarazo, con el fin
de procurar un buen desarrollo fetal que culmine con una transicion a la vida
extrauterina y adaptacién a la etapa infantil y madurez satisfactorios. La
interaccién hormonal es crucial para una adecuada evolucion fetal, siendo el
segundo trimestre una etapa imprescindible para la maduracién de los 6rganos
y sistemas; y el tercer trimestre necesario para la preparacion al parto y la vida

extrauterina.

Por ello, la hipdtesis de este estudio es determinar la implicacion de los
estrogenos y de los progestagenos en la maduracion de los érganos y sistemas
en el segundo trimestre de gestacién, utilizando la medicion en saliva como
método no invasivo para la cuantificacion de los niveles de estrogenos (E3 y
SO4E1) y progestagenos (P4). Asi mismo, establecer si los niveles de cortisol

(C) podrian utilizarse como un buen indicador del desarrollo fetal.

Por otro lado, la prediccion de la fecha de parto sigue siendo una gran
incognita, siendo necesaria mayor investigacion en este ambito. La practica
clinica se sigue basando en la fecha probable de parto, que tiene un amplio
margen de error, para realizar intervenciones obstétricas como inducciones al
parto por embarazos prolongados con multiples riesgos tanto para el feto como

para la madre.

Por ello, nos planteamos si la medicién de los niveles de E3, C, P4 y
SO4E1 desde la semana 34, puede predecir si la gestante dara a luz en una
semana determinada y mejorar asi la practica clinica, reduciendo el numero de
inducciones al parto, asi como la prevision del numero posibles de partos en

esa semana.

Para la consecucion de nuestras hipotesis se han establecido los

siguientes objetivos:

1. Realizar un seguimiento semanal del segundo y tercer trimestre

de gestacion de los niveles hormonales de estrogenos y progestagenos
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salivares, con el fin de establecer los valores de normalidad que sirvan como
indicador de la maduracion de los organos y sistemas y de buen

funcionamiento de la unidad feto-placentaria.

2. Realizar un seguimiento semanal del segundo y tercer trimestre
de gestacién de los niveles hormonales de cortisol salivares, con el fin de
establecer los valores de normalidad que sirvan como indicador de bienestar

fetal.
3. Desarrollar un modelo matematico de prediccion de parto basado

en las concentraciones de las hormonas medidas durante el tercer trimestre de

gestacion.
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Material y métodos

1. Reclutamiento de participantes:

Para la realizacion de esta investigacion se han reclutado 159 mujeres
embarazadas sanas en la consulta obstetricia del hospital HM Nuevo Belén,
existiendo un 33,3 % de abandono del estudio, resultando un total de 106
mujeres. Las mujeres firmaron su consentimiento a la recogida semanal de
saliva como parte del estudio FISMACOR aprobado por el Comité Etico de
investigaciones clinicas HM Hospitales con el cédigo CEIm HM hospitales:
16.06.0960-GHM, de acuerdo con la Asociacion Médica Mundial (WMA) y la

declaracion de Helsinki.
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HOJA DE INFORMACION AL PARTICIPANTE

PROYECTO DE INVESTIGACION:
Estudio sobre la prediccion del parto y posibles partos distocicos.

INTRODUCCION

Este documento contiene informaciéon sobre un proyecto de investigacion
en el gque se le ha propuesto participar. En este estudio analizaremos dos
sustancias que el cuerpo humano produce habitualmente y que se llaman
cortisol, estriol, progesterona y sulfato de estrona. Durante el embarazo la
produccién de estas dos sustancias varia frente a otras situaciones
normales. Algunos cientificos han propuesto que algunas de esas
variaciones son capaces de predecir la evolucion del embarazo. Sin
embargo, no existe informacion procedente de estudios bien disefiados que
permitan su introduccién en la practica clinica.

Partiendo de este supuesto, la Fundacion de Investigacion HM Hospitales

junto con la Universidad Complutense de Madrid, hemos desarrollado un

proyecto de investigacién para estudiar dos grandes objetivos:

® Analizar si los niveles de cortisol, estriol, progesterona y sulfato de
estrona en la saliva de las mujeres embarazadas es capaz de predecir
su fecha probable de parto con quince dias de antelacion.

® Analizar si los niveles de estriol en saliva y en sangre de mujeres
embarazadas son capaces de predecir complicaciones durante el
parto.

Para ello, durante su embarazo, le solicitaremos muestras de su saliva en
fechas que las investigadoras pactaran con ud pero que se ajustaran en la
medida de lo posible a las fechas previstas de revisiones rutinarias de su
propio embarazo. La saliva se recogera a través de un algodén (Salivette®)
gue se le suministrara durante las visitas al Centro. En relacién con la
determinacién sanguinea de estriol, utilizaremos la determinacién que ya se
realiza de forma rutinaria en las analiticas sanguineas que se le extraen
durante el seguimiento normal de su embarazo por lo que simplemente le
solicitamos autorizacién para incorporar esos valores dentro de nuestra
base de datos.

Por dltimo, recogeremos los datos relativos a su fecha efectiva de parto asi
como la informacién procedente de la historia clinica del momento del parto
para analizar la posible relacién entre sus datos clinicos durante el parto y
sus analisis de cortisol, estriol, progesterona y sulfato de estrona.
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Durante el estudio no se le administrara ninguna sustancia ni se le sometera
a ningun procedimiento diagnéstico que pueda suponer riesgo alguno para
ud o para el/los feto/s. Ademaés, no existird ninguna modificacién de su
atencién clinica mas alla de la recogida de la saliva.

En relacién a sus datos, le informamos que todos aquellos datos que
puedan permitir su identificacion personal, seran disociados mediante la
generacién de codigos aleatorios alfanuméricos por lo que su muestra inicial
estard disociada de sus datos personales. Mas alla, las muestras seran
destruidas una vez obtenidas las sustancias objetos de estudio. Finalmente,
sus datos, disociados o no, tienen una especial proteccién al tratarse de
datos de salud, no pudiendo ser transferidos a terceros ni utilizados para
ningan objeto que no sea el vinculado a este proyecto de investigacion. Asi,
existen directivas europeas y leyes organicas del Reino de Espafia que
garantizan esa proteccion especial y con las que seremos especialmente
rigurosos en su cumplimiento.

En cualquier caso, le pedimos que

e | ea detenidamente la informacidon que a continuacion le detallamos,
consulte con quién crea necesario y pregunte cualquier duda.

® Su participacion en el estudio sélo es posible si entiende perfectamente el
objetivo, justificacién, procedimientos, riesgos y derechos
contemplados en esta hoja de informacién.

® e rogamos se tome el tiempo suficiente para meditar y consultar con
quien estime oportuno sobre su participacién.

® En el caso de que acepte participar en el estudio, le recordamos que debe
quedarse con una copia de esta HOJA DE INFORMACION asi como de
la hoja de firmas del CONSENTIMIENTO INFORMADO.

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

La prediccion mediante marcadores fiables de la fecha probable de parto supone una
necesidad clinica y social de enorme relevancia, tanto para la mujer embarazada como para
la gestion de los diferentes servicios clinicos necesariamente disponibles para hacer frente a
cualquier situacion elinica durante las 24 horas del dia.

El cortisol es una sustancia producida por el cuerpo humano de forma natural. Esta
sustancia se produce como respuesta natural al estrés de origen muy variado. Su presencia
en los diferentes tejidos del cuerpo permite que esos tejidos aumenten su funcionamiento y
les prepara para responder a situaciones de sobrecarga biolégica. El cortisol se produce en
distintos tejidos pero las glandulas mds importantes se denominan glandula supra-renales.
Estas dos glandulas, situadas encima de los rifiones (de ahi su nombre ¥ su niimero),
aumentan en su actividad durante el embarazo pues esta situacion, siendo normal, supone
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una sobrecarga bioldgica para la mujer.

En este sentido, distintos investigadores han propuesto los niveles de cortisol como

predictor de la fecha probable de parto. Esto es debido a que el cortisol puede tener

influencia tanto en el proceso de desarrollo fetal como en los resultados del parto. Por

ejemplo, se ha observado que los niveles de cortisol en la sangre de la madre aumentan

entre 2 y 4 veces a lo largo de la gestacion. Ademds, el cortisol es capaz de atravesar la

barrera placentaria actuando directamente sobre el feto o, de forma indirecta, pues es capaz

de modificar la produccion placentaria de CRH. Por otro lado, se ha observado una relacion

significativa entre el estrés prenatal psicosocial y el riesgo de partos prematuros.

Finalmente, existen diferentes modelos animales en los que se ha conseguido relacionar el

nivel de cortisol con la fecha probable de parto.

El estriol es una sustancia producida normalmente por el cuerpo humano como derivado de

otra sustancia conocida como estradiol. Se le considera una hormona femenina y su

productor principal son el ovario y, durante el embarazo, la placenta. De forma rutinaria se

le considera como marcador de insuficiencia placentaria o de problemas fetales. Por ello, se

realizan determinaciones rutinarias de esta sustancia a partir del segundo trimestre del

embarazo.

La progesterona es la hormona encargada del mantenimiento de la gestacion, sintetizada a

nivel ovdrico, placentario y fetal. Niveles bajos pueden estar relacionados con partos

prematuros.

El sulfato de estrona , a pesar de que su investigacién en humana es relativamente escasa,

se ha investigado en animales su relacién con la supervivencia fetal.

Nuestro interés radica en correlacionar los niveles de cortisol en saliva obtenidos durante

toda la gestacién con la fecha de parto real asi como con los niveles de estriol sanguineos

como predictor de complicaciones durante el parto. Por tanto, se trata de un estudio

diagndstico, sin intervencién de ningtin tipo mas alla de la recogida de muestras durante el

embarazo.

Por tanto, se le pide que nos permita:

= Analizar sus niveles de cortisol en su saliva.

+ Analizar sus niveles de progesterona en su saliva.

* Analizar sus niveles de sulfato de estrona en su saliva.

* Analizar sus niveles de estriol en saliva y sangre

« Correlacionar los datos obtenidos de los puntos 1 v 2 con su fecha real de parto asi como
con su partograma.

g_CfJMO VAMOS A OBTENER SU SALIVA?

La saliva la obtendremos a través de un sistema Salivette®. Este sistema
esta compuesto de un tubo estrecho gue contiene un algodéon en su
interior. Este algoddn se extrae del tubo y se introduce en la boca para
masticar durante 60 segundos. Una vez pasado este tiempo se vuelve a
introducir dentro del tubo y se cierra.

Figura 1. Sistema Salivette
¢QUE RIESGOS TIENE LA OBTENCION DE SALIVA A TRAVES DEL SISTEMA
SALIVETTE®?
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Se trata de un procedimiento no invasivo por lo que no existen
complicaciones descritas. Aun asi, es posible que puedan producirse
mordeduras durante la masticacién del algoddén, nauseas, sabor
desagradable y aspiracion del algodén que podria ocupar la via aérea. Esta
situacién dltima situacién no esta descrita en la literatura y por tanto debe
considerarse como una complicacién muy improbable.

De sus muestras de saliva obtendremos los niveles de cortisol, estriol,
sulfato de estrona y progesterona durante el estudio.

¢QUE ES UNA VENOPUNCION?
Este procedimiento se considera como minimamente invasivo.

La puncién venosa es la recoleccion de una muestra de sangre que se
obtiene pinchando una vena, siendo el sitio mas comuan el brazo y/o el
dorso de la mano. Las venas son vasos sanguineos gque se encuentran cerca
de la superficie de la piel y, por su estructura y funcionamiento, tienen un
color azulado. A través de esta venopuncion obtendremos una muestra de
sangre de la que obtendremos sus niveles de estriol durante el embarazo.

6(_'.(1)1\'1() SE REALIZA UNA VENOPUNCION?

Inicialmente, el/la profesional que va a realizar la venopuncién utilizard un compresor
eldstico para aumentar el volumen de sus venas en el brazo. Este compresor, que es como
un eldstico de 1-2 ¢ms de ancho, se anudarad firmemente a su brazo pero sin llegar a
provocarle dolor. Posteriormente, el drea de la piel sobre la que se va a realizacién la
venopuncion se limpiard con un liquido anti-séptico que puede ser alcohol o algiin otro tipo
de sustancia que permita la eliminacion de gérmenes. Posteriormente, el/la profesional
identificard mediante palpacién la vena y, finalmente, realizarda una puncion de la misma
con una aguja nueva y estéril. Una vez se compruebe que la aguja estd adecuadamente
colocada en la vena, se retirara afiadird un contenedor al extremo opuesto de la aguja, se
desanudara el compresor y observara como comenzard a fluir la sangre dentro del
contenedor al que estd conectada la aguja. Ahi serd donde se recogera inicialmente la
sangre de la puncién. Una vez completado el llenado del contenedor, se retirard la aguja y
ge aplicard una pequeiia compresion con algoddn estéril y se procederd nuevamente a la
limpieza y esterilizacion de la zona.

REACCIONES ADVERSAS

La cantidad de sangre extraida para cada analisis serd de 10 cc, lo cual no implica ningtin
riesgo para su salud. En cualquier caso, el andlisis serd el empleado para el control rutinario
de su embarazo por lo que no se realizara ningtn tipo de procedimiento diferente al que se
realizaria durante los controles habituales. Aun asi, legalmente estamos obligados a
informarle de ello. El siguiente listado recoge las reacciones adversas mas frecuentes:
Dolor agudo en el sitio de la puncién: toda puncién, por minimamente invasiva que sea,
puede provocar dolor en el momento de la misma. La percepcién varia en cada persona
aungue en ciertos individuos puede ser muy pronunciado. En cualquier caso, el estrés
generado por la puncién, con frecuencia es mds intenso, que la propia puncién en si misma.
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Dolor sub-agudo (de unos pocos dias de duracién): Es posible que en la extraccién la vena
pueda romperse lo que implicaria que podria tener dolor en la zona e incluso desarrollar
algiin hematoma. Tanto el dolor como el hematoma serfa similar al que se podria
desarrollar en el transcurso de cualquier analisis de sangre que y tendrd una duracion de
pocos dias.

Desmayo, palidez y bajada de tensién: antes, durante o después de la puncién, algunas
personas pueden presentar los efectos adversos mencionados, debido principalmente al
nerviosismo o ansiedad que causan este tipo de procedimientos.

En cualquier caso, la venopuncion y la obtencion de la saliva se va a realizar en un hospital
universitario de tercer nivel, con un equipo de profesionales experto en el manejo de
patologias de complejidad extrema.

BENEFICIOS ESPERABLES PARA EL PARTICIPANTE

No se espera ningln tipo de beneficio para el participante mas alla de la
contribucion al avance de la Ciencia. Incluso desde esa perspectiva, es
posible que los resultados del estudio tampoco permitan concluir un avance
cientifico significativo.

PRECAUCIONES NECESARIAS EN EL CASO DE MUJERES Y HOMBRES EN EDAD
FERTIL.
Ninguna.

MEDIDAS A TOMAR PARA RESPONDER A EVENTOS ADVERSOS

Tal y como se ha descrito en el apartado que describe la venopuncién y la
obtencion de la saliva, es posible que puedan aparecer ciertas
complicaciones asociadas a ésta. Tal y como hemos comentado
anteriormente, aun siendo leves o muy leves, la venopuncion y la obtencion
de la saliva se esta realizando dentro de un hospital de tercer nivel con un
equipo médico y de cuidados de enfermeria que nos permiten responder a
cualquier eventualidad. En cualquier caso y debido a que el riesgo asociado
a la venopuncién y a la obtencién de la saliva es minimo, el estudio no
dispone de un seguro que garantice una compensacion adecuada en el caso
de que usted sufra algin dafo.

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

En el estudio wvan a participar mujeres embarazadas que
proporcionaran muestras de saliva y de sangre que, conjuntamente con los
datos procedentes de su historia clinica, se utilizaran para determinar si
estos niveles son capaces de predecir la fecha probable de parto asi como
las posibles distocias durante el partograma. Su participacién en el estudio
estara limitada a |a autorizacion de obtencion de sus muestras de saliva, a
la autorizacidn del uso de las cifras de estriol obtenidas de forma rutinaria
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en sus controles del embarazo y a la autorizacion del uso de la informacion
clinica sobre la fecha real de parte y de la presencia o ausencia de distocias
durante el partograma, siempre de forma voluntaria.

Antes de comenzar su participacién, las investigadoras comprobaran
conjuntamente con su médico/a habitual que su gestacion es de bajo
riesgo. Sera necesario, por tanto, que ademas de su consentimiento no se
encuentre ud en vigilancia médica por ningln otro motivo.

Asi, si todas estas pruebas permiten su participacién en el estudio, se

procedera a la obtencién de saliva los dias y horas previamente fijados con
usted.
Estas muestras se manejardn con la mas estricta garantia de
confidencialidad y se dedicard exclusivamente al estudio denominado
“Estudio sobre la prediccion del parto y posibles partos distécicos” sin que
pueda utilizarse para ninguna otra prueba. Aun asi, y si las investigadoras
encontraran resultados que obligaran a un nuevo analisis se pondran en
contacto con ud para solicitarle un nuevo consentimiento no siendo posible
bajo ningln concepto realizar ningln tipo de estudio con sus resultados
fuera del proyecto aqui descrito.

FUTURO USO POTENCIAL DE LOS RESULTADOS DERIVADOS DE LA
INVESTIGACION

Tal y como hemos descrito anteriormente, el estudio se fundamenta en el
estudio de la saliva y de los niveles de ciertas sustancias en la misma. Por
tanto, los datos obtenidos de cada participante sélo tendran interés
demografico y no se utilizaran para ningln otro objeto ni estudio de
investigacion. Mas alla, los resultados obtenidos de este proyecto de
investigacion, exclusivamente procedentes de la agrupacion poblacional de
los datos de todas las muestras obtenidas podran ser utilizadas para
futuras investigaciones e incluso para el desarrollo de productos
comerciales de diferente aplicacion.

;DONDE SE REALIZARAN LOS EXPERIMENTOS Y CUAL SERA EL DESTINO DE
LAS MUESTRAS BIOLOGICAS?

Una vez obtengamos la muestra de sangre por venopuncién y de saliva
mediante el sistema Salivette® anteriormente descrito, y tras su
disociacién de los datos de identificacion personal mediante un cédigo
aleatorio compuesto por letras y numeros, procederemos analizar los
niveles de cortisol en saliva mediante un sistema de EIA. Este sistema es
una tecnologia que permite la identificacién de sustancias mediante el uso
de proteinas artificiales que se unen a regiones muy concretas de las
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sustancias de interés. Las proteinas artificiales, una vez unidas a las
sustancias de interés son capaces de emitir una sefial en forma de color o
de radiacion facilmente identificable en el laboratorio.

Este procedimiento se realizara dentro de las instalaciones de la Universidad
Complutense de Madrid asi como en las del Grupo HM Hospitales. Se
realizaran en ambos laboratorios con el fin de mantener duplicados de los
resultados y analizar su nivel de concordancia.

En cualquier caso, las muestras de sangre y saliva obtenidas seran
destruidas tras realizar los experimentos mediante EIA.

(PUEDO SOLICITAR LA DESTRUCCION DE MIS MUESTRAS PREVIAMENTE A
LA OBTENCION DE CUALQUIER RESULTADO?

Si. Usted puede solicitar la retirada y destruccién de sus muestras antes de
gue sean procesadas si asi lo estima oportuno y sin dar ningln tipo de
explicacion. Esta solicitud, en tanto puede revelar su identidad, tendra las
mismas garantias de confidencialidad que todos los procedimientos
utilizados para la gestion de sus datos de salud.

La solicitud por escrito debera dirigirla al Dr. Cristébal Belda Iniesta o al Dr.
Angel Ayuso Sacido, Fundacién de Investigacién HM Hospitales, Plaza del
Conde del Valle Suchil 2; 28015 MADRID o al Dr. Juan Carlos lllera;
Universidad Complutense de Madrid, Avda de la Victoria s/n 28050
MADRID.

FINANCIACION
El estudio esta financiado por la Universidad Complutense de Madrid.

PARTICIPACION / RETIRADA VOLUNTARIA DEL ESTUDIO

La participaciéon es voluntaria y en el caso de que se decida
suspender, no va a suponer ningln tipo de penalizacion. Asimismo, los
participantes podran ser retirados del estudio, sin su consentimiento, si las
investigadoras consideran que es preferible para su salud o bienestar.

CONFIDENCIALIDAD Y ACCESO A LOS DATOS

La Ley Organica 15/99 de Proteccion de Datos de Caracter Personal y la
Ley 41/02 de Autonomia del Paciente, establecen que el acceso a los
datos clinicos y personales del paciente sélo es posible con el
consentimiento expreso y revocable del mismo. Por este motivo le
solicitamos el consentimiento expreso en la hoja que hemos denominado
CONSENTIMIENTO INFORMADO que acompafia a esta HOJA DE
INFORMACION. Este consentimiento establecerd que usted da su
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consentimiento para que los miembros del equipo investigador de este
proyecto accedan a sus datos clinicos siendo consciente de que dicho
consentimiento es revocable. Es decir, usted puede ejercitar, en todo
momento, los derechos reconocidos en la LOPD, de acceso, rectificacion,
cancelacién y oposicién, en los términos y condiciones que la normativa
procedente de la LOPD 15/99 y sus reglamentaciones y regulaciones
posteriores establecen.

No se cederan sus datos a terceros a menos que usted lo consienta de
forma expresa y por escrito.

No es previsible que los datos obtenidos dentro de este estudio puedan
revelar informacion de caracter personal de sus familiares. En este caso,
también se solicitara un consentimiento expreso y escrito de todos ellos.

GARANTIA DE ANONIMATO

Para proteger su identidad utilizaremos un cédigo disociado en lugar de su
nombre y apellidos. Este codigo disociado sera una combinacion de
nimeros y letras, generados de forma aleatoria y que serd conocido
exclusivamente por los investigadores del estudio. La correspondencia
entre este cédigo y los datos necesarios para su identificacién estaran
custodiados por el equipo investigador y no se cedera a terceras partes. En
cualquier caso, la conservacion de esta correspondencia sélo persigue
disponer de la capacidad de que el equipo investigador pueda localizarle en
el caso de encontrar alguna anomalia biolégica que pueda poner en peligro
su salud o la de sus familiares. Mas alla, cualquier nueva informacion
referente a los procedimientos empleados para este estudio que se
descubra mientras dure la participacién, le sera debidamente comunicada y
se dara la oportunidad de interrumpir el estudio.

PREGUNTAS E INFORMACION

En caso de dudas sobre el estudio o sus derechos, podra contactar
con los investigadores responsables, que son xxxxxx o xxxxx en el teléfono
XXXXXXXXXX.
COMPENSACION POR PARTICIPACION

La participacién en este estudio no supone ninguna compensacién de
econdmica.
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REVISION ETICA
El protocolo del estudio ha sido revisado y aprobado por el Comité de
Etica de la Investigacion Clinica (CEIC) del Grupo HM Hospitales.

Firma del Voluntario Por el Equipo Investigador
Nombre Dr/a.
Fecha: Fecha:
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CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

PROYECTO DE INVESTIGACION:
Estudio sobre la prediccion del parto y posibles partos distécicos.

Yo (nombre y apellidos)
He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He hablado con:

(nombre del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Acepto que las muestras derivadas de este estudio puedan ser utilizadas en

futuras investigaciones (relacionadas con ésta), incluyendo los analisis genéticos:
si no (marque lo que proceda)

He recibido una copia firmada de este Consentimiento Informado.

Firma del Participante

Fecha

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

Firma del Investigador
Fecha

Consentimiento informado estudio

Version , fecha
FIRMA DEL PARTICIPANTE FIRMA DEL
INVESTIGADOR
FECHA : FECHA :

Imagen 1. Hoja de informacion al paciente y consentimiento informado.

Los criterios de exclusion fueron: enfermedad renal, enfermedad tiroidea,

enfermedad autoinmune, cancer, diabetes, hipertension, tratamiento de
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fecundacion in vitro con tratamiento de heparina, tratamiento esteroideo en la

actualidad.

Todas las participantes se encontraban con edades comprendidas entre

27- 44 afios (34,88 + 3,29).

El tamafio de la muestra fue calculado utilizando un mddulo para la
determinacién del tamafio muestral del paquete estadistico Statgraphics

Centurion XVI (Universidad Complutense de Madrid, Spain).

Del total de mujeres, el 43,3% eran primiparas y el 56,6% eran

multiparas. Todas gestaciones unicas.

A todas las participantes se les hizo entrega de un kit de estudio
FISMACOR en la consulta de obstetricia. Este kit contenia una carpeta con
informacion sobre el estudio, consentimiento informado, 28 copias de
cuestionarios Ansiedad Estado- Rasgo y 28 tubos recolectores Salivette® , uno

por cada semana del estudio.
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Imagen 2. Kit de estudio FISMACOR

2. Recogida de muestras de saliva:

Las mujeres recogieron una muestra semanal de saliva a partir de la

semana 12 de gestacion hasta la semana del parto.

Todas las muestras fueron tomadas en un horario establecido (10:00 h
1 horas), dado que los esteroides objeto de estudio muestran un patrén de
liberacién circadiana, escogimos esta hora para la recogida de muestras debido
a que es un periodo de estabilidad en las concentraciones de hormonas
esteroides, y asi evitar los cambios hormonales que aparecen a primera hora

del dia y ultima hora de la tarde.
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Para la obtencidén de las muestras las participantes introdujeron en la
boca el algodoén interior del dispositivo, masticaron durante 60 segundos,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Pasado ese tiempo depositaron el
algodon en el tubo y lo identificaron con la etiqueta correspondiente a la

semana de gestacion y numero de participante asignado para el estudio.

Imagen 3.Tubo recolector Salivette ®

Las muestras recogidas fueron entregadas por las pacientes en
consulta. De ahi se trasladé al laboratorio del Departamento de Fisiologia
Animal de la Universidad Complutense de Madrid, para su posterior analisis

hormonal.

3. Centrifugacién y conservacion de muestras:

Las muestras de saliva fueron centrifugadas a 4800 rpm durante 15

minutos a 4°C. Se almacend la saliva en tubos eppendorf debidamente
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identificados y conservados a una temperatura de -22°C hasta su posterior

analisis hormonal.

4. Técnicas Enzimoinmunoanaliticas (EIA):

Realizamos una técnica EIA de competicion para la determinacion de las

concentraciones de C, P4 y SO4E7 en las muestras de saliva.

Por otro lado para el analisis de las concentraciones de Es desarrollamos

una técnica EIA de amplificacion.

Las técnicas EIA y anticuerpos utilizados se han desarrollado y validado
en el Laboratorio de Endocrinologia del Departamento de Fisiologia Animal
(Facultad de Veterinaria, Universidad Complutense de Madrid) (lllera et al.,

2014).
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Desarrollo de la técnica E I A de competicion

XYY
m ® & @
= -

e

A
I

Figura 1. Esquema de EIA de competicion.

4.1 Desarrollo técnica EIA:

A continuacion, se explica el protocolo a seguir del EIA de competicidon

incluyendo las modificaciones pertinentes en la técnica EIA de amplificacion.

La siguiente tabla (Tabla 1) resume todos los anticuerpos y conjugados

utilizados en esta técnica, como también las diluciones y los tiempos de

incubacion del sustrato.
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Anticuerpo Dilucién Conjugado Dilucion Tiempo de
sustrato
Anti-C (R4866) 1/8.000 CORTISOL-HRP 1/80.000 3 min
Anti-E1GLUC (R522-2) 1/4.000 E1 GLUC: HRP 1/80.000 5 min
Anti-E3 (R4835) 1/6.000 E3-3- HRP 1/60.000 20 min
Anti-P4 (CL425) 1/6.000 P4-HRP (2012-1A) 1/40.000 10 min

Tabla1: Anticuerpos y conjugados utilizados para las técnicas EIA.

4.1.1 Adsorcion de los anticuerpos a la fase sélida.

Inicialmente se tapizaron microplacas de poliestireno de 96 pocillos
(Greiner Bio-one; Frickenhausen, Alemania) con la dilucion apropiada del
anticuerpo para la hormona a determinar (Tabla 1). Estas disoluciones se
realizaron en buffer coating (carbonato de sodio hidrogeno (0,05M), carbonato

sédico (0,05M), pH: 9,6).

Una vez preparadas las diluciones de anticuerpo, se tapizaron las placas
afiadiendo 100pL en todos los pocillos dejando libre el primero que sera

utilizado como blanco.

Finalmente, se sellaron las placas con un papel adherente de acetato,
dejando en incubacién durante 16 horas a 4°C. Trascurrido este tiempo, se
lavaron las placas con 200 pL solucién de lavado usando para ello un lavador
de placas (Anthos Washer Fluido WK Model 24 500, Anthos Labtec

Instruments), se realizaron cinco lavados por placa.
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4.1.2 Preparacion de las curvas estandar:

Para trazar la curva estandar para cada una de las hormonas se
realizaron diluciones seriadas en etanol absoluto a partir de una solucién madre
de hormona esteroide, hasta obtener un total de 5 estandares (0,1 pg; 1 pg; 10
pg; 100 pg; 1000 pg/ 100 pL). Estas curvas se utilizaron para todas las
hormonas del estudio. Se prepararon cinco tubos con 10 uL de cada uno de los

estandares.

Seguidamente, se dejaron los tubos en un evaporador para evaporar el

etanol y se afiadieron 500 pL de conjugado para diluir el extracto.

Posteriormente, se procedié al tapizado de las placas con las muestras
para la reaccion de competicion, se afadieron 50 uL de cada estandar con
conjugado y 50 pL de tampdén EIA: Fosfato de sodio dihidrogeno
monohidratado (0,01M), fosfato di-sodio hidrogeno anhidro (0,01M), cloruro de

sodio (0,9M), BSA 1%, pH:7,0, en los pocillos adecuados de la placa.

4.1.3 Reaccion de competicion:

En este paso se produce una reaccion entre la hormona libre (estandar)
y la hormona marcada con peroxidasa (HRP). Para ello se realizé una dilucién
de conjugado en solucién buffer EIA. Se han utilizado las diluciones de

conjugados indicados en la tabla 1.
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Con esta mezcla de muestra (extraida o no extraida) y conjugado, se
tapizaron los pocillos de la placa afadiendo 60 ul de la misma y 40 ul de buffer

EIA. Cada muestra se analizé por duplicado.

Por ultimo, se sellaron de nuevo las placas quedando en incubacion y

agitacion durante 2 horas a temperatura ambiente (22°C aproximadamente).

4.1.4 Tapizado de placas para el EIA de amplificacion.

Esta técnica fue utilizada para el analisis del Es. El proceso de tapizado
de placas difiere de la técnica anterior debido a que la hormona de la muestra y

el conjugado no compiten por unirse al anticuerpo.

Una vez lavada la placa tras la adsorcion del anticuerpo, se tapizé la
placa con 50 pL de buffer EIA. A continuacion, se afadieron 50 pL de
estandares por duplicado y 50 pL de muestra pura. Posteriormente, se cubrio la

placa y se dejé incubando en agitacién a 4°C durante toda la noche.

Al dia siguiente, sin lavar la placa, se afiadieron 50 pL de la dilucion de

conjugado correspondiente en todos los pocillos. Se taparon y se dejaron

incubando en agitacion durante 4 horas a temperatura ambiente.
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4.1.5 Adicion del sustrato y del cromégeno.

Para obtener solo la cantidad de hormona unida al anticuerpo, se

lavaron cinco veces las placas tras la incubacion con solucion de lavado.

Se utilizé perdxido de hidrogeno como sustrato que va diluido en un
tampdn sustrato que lleva el cromoégeno timidilbecidina (Enhanced K Blue,
Neogen, Espana). Se afiadieron 100 uL de sustrato en todos los pocillos y se
dejaron incubando a temperatura ambiente, el tiempo necesario para cada

hormona (Tabla 1).

Posteriormente, se frena la reaccion enzimatica afnadiendo 100 uL de
una solucién de acido sulfurico al 10% en todos los pocillos de la placa (Figura

2).

Figura 2. Placas de ELISA antes y después de la adicion del sustrato.
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4.1.6 Lectura de placas.

Para la lectura de placas se usa un lector automatico EIA (Multiskan RC,
Thermo Labsystem) que es de lectura bicromatica lo que elimina el color
producido por una posible reaccion de fondo inespecifica. Los filtros utilizados

son de 450 y 600nm.

Imagen 4. Lector de placas automatico Multiskan RC.

4.1.7 Procesado de resultados.

Los resultados de las concentraciones hormonales obtenidos mediante
el lector automatico se calcularon mediante un software desarrollado por el
Departamento de Informatica de la Universidad de California (Davis, EEUU).
Enfrenta las concentraciones estandar de las hormonas en el eje de abscisas y
el porcentaje de union de las muestras con el anticuerpo, en el eje de
ordenadas trazando asi unas curva patron. Después calcula las

concentraciones hormonales tomando como referencia estas curvas.
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Para obtener las medidas de las concentraciones en las unidades
correctas se incluyé un factor de correccion. Los resultados hormonales se

expresaron en ng/ml.

4.2 Parametros de validacion de la técnica EIA.

La validacidon de la técnica EIA se llevd a cabo determinando una serie de

parametros:

Porcentajes de recuperacion: Se calcularon afadiendo cantidades
conocidas de hormona a un pool de muestras con concentraciones bajas y

altas de dicha hormona.

Precision: Se realizaron calculando los coeficientes de variacion intra- e
inter-ensayo. El coeficiente intra-ensayo se calculé analizando un pool de
muestras 10 veces dentro de un mismo ensayo. Para el calculo del coeficiente

inter-ensayo analizé el mismo pool 10 veces en ensayos consecutivos.

Sensibilidad: se realizé con las medias de los valores minimos de

deteccion y calculado en 10 ensayos consecutivos:

Paralelismo: Se realizé comparando diluciones seriadas de un conjunto

de muestras (pool) y la curva estandar, demostrando que las curvas de unién
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de distintas diluciones del pool son paralelas a las curvas estandar en un rango

de concentracion de 1:1 a 1:50.

5. Cuestionario de ansiedad STAIl (Stait-Trait Anxiety Inventory-

Cuestionario de Ansiedad Estado-Rasgo).

Solicitamos a las participantes que completaran un cuestionario STAI
(cuestionario Ansiedad Estado-Rasgo) en el momento en el que recogian la

muestra de saliva.

Es un cuestionario estandarizado de 40 preguntas, y validado para la
determinacién de estrés en el embarazo (Valsamakis et al., 2017; Field et al.,
2010), esta basado en dos escalas independientes. La primera, Ansiedad como
estado (A-E) contiene 20 elementos con los que se evalua un estado emocional
transitorio, que se caracteriza por sentimientos subjetivos conscientemente
percibidos. La segunda escala nos permite evaluar, mediante otros 20
elementos, la Ansiedad como rasgo (A-R) que pretende identificar una
propension ansiosa estable que caracteriza a las personas con tendencia a
percibir situaciones como amenazantes (Spielberger y Sydeman, 1994;

Castrillon Moreno y Borrero Copete, 2005).
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Nombre:
Fecha:
Semana de gestacion:

1.Me siento calmado

2.Me siento seguro

3.Estoy tenso

4.Estoy contrariado

5.Me siento comodo (estoy a gusto)

6.Me siento alterado

7.Estoy preocupado ahora por posibles desgracias futuras
8.Me siento descansado

9.Me siento angustiado

10.Me siento confortable

11.Tengo confianza en mi mismo

12.Me siento nervioso

13.Estoy desasosegado

14.Me siento muy «atado» (como oprimido)

15.Estoy relajado

16.Me siento satisfecho

17.Estoy preocupado

18.Me siento aturdido y sobreexcitado

19.Me siento alegre

20.En este momento me siento bien

21.Me siento bien

22.Me canso rapidamente

23.Siento ganas de llorar

24.Me gustaria ser tan feliz como otros

25.Pierdo oportunidades por no decidirme pronto
26.Me siento descansado

27.Soy una persona tranquila,serena y sosegada
28.Veo que las dificultades se amontonan y no puedo con
29.Me preocupo demasiado por cosas sin importancia
30.Soy feliz

31.Suelo tomar las cosas demasiado seriamente

32.Me falta confianza en mi mismo

33.Me siento seguro

34.No suelo afrontar las crisis o dificultades

35.Me siento triste (melancélico)

36.Estoy satisfecho

37.Me rondan y molestan pensamientos sin importancia
38.Me afectan tanto los desengaiios que no puedo olvidarlos

39.Soy una persona estable

40.Cuando pienso sobre asuntos y preocupaciones actuales
me pongo tenso y agitado

Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Nada
Casi nunca
Casi nunca
Casi nunca
Casi nunca
Casi nunca
Casi nunca
Casi nunca
Casi nunca
Casi nunca
Casi nunca
Casi nunca
Casi nunca

Casi nunca
Casi nunca

Casi nunca

Casi nunca
Casi nunca

Casi nunca

Casi nunca

Casi nunca

Cuestionario Ansiedad Estado-Rasgo

Marque con una X su estado actual

DAIgo
DAIgo
Cage
I:IAIgo
[JAigo
I:IAIgo
I:IAIgo
I:IAIgo
l:lAIgo
[JAigo
I:IAIgo
I:IAIgo
I:IAIgo
[JAigo
I:IAIgo
I:IAIgo
I:IAIgo
I:IAIgo
[JAigo
I:IAIgo

I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
EIA veces I:IA menudo EICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre

I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre

I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre
I:IA veces I:IA menudo I:ICasi siempre

DA veces DA menudo DCasi siempre

DBastante
DBastante
DBastante
I:IBastante
I:lBastante
I:IBastante
I:IBastante
I:IBastante
I:lBastante
I:lBastante
I:IBastante
I:IBastante
I:IBastante
I:lBastante
I:IBastante
I:IBastante
I:IBastante
I:IBastante
I:lBastante
I:IBastante

DMucho
DMucho
DMucho
I:IMucho
l:lMucho
I:IMucho
I:IMucho
I:IMucho
l:lMucho
I:lMucho
I:IMucho
I:IMucho
I:IMucho
l:lMucho
I:IMucho
I:IMucho
I:IMucho
I:IMucho
I:lMucho
I:IMucho

[1000000000000000C000000000000000000040000

Imagen 4. Cuestionario Ansiedad Estado-Rasgo (STAI)
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6. Analisis estadistico:

El analisis estadistico se realizé con el apoyo del Centro de Calculo de la
Universidad Complutense de Madrid (Unidad de apoyo a la investigacion),
utilizando para ello los programas estadisticos SAS 9.4 (Statistical Analysis
Systems, SAS/STAT, Inst. Inc, Cary NC, EEUU) y Sigma Plot (Systat software

INC, CHICAGO, IL, EEUU).

Se realizd un analisis estadistico descriptivo y una prueba de suma de
rangos de Wilcoxon, seguido de un analisis de varianza (ANOVA) para
comparar la evolucion de las concentraciones de P4, SO4E+, E3 y C durante las
semanas de estudio. Las correlaciones entre los valores hormonales se

calcularon utilizando los coeficientes de correlacion de Pearson.

Para el andlisis estadistico de los parametros de validacion de las
técnicas EIA se uso el analisis ANCOVA. Para determinar los efectos de la

saliva en la curva estandar se realizé un analisis de regresion y paralelismo.

El cuestionario STAI consta de dos escalas: Ansiedad/Estado (A/E) y
Ansiedad / Rasgo (A/R). La escala de respuesta va de 0 a 3 en la que la
negacion de un sentimiento (nada o casi nunca) tienen un valor de cero puntos
en la percepcion del sujeto. La puntuacion total se obtuvo sumando los valores
de los items (tras las inversiones de las puntuaciones en los items que indican

ansiedad ausente). Como resultado los totales de cada escala fluctuan entre 0-
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60, de forma que las puntuaciones elevadas reflejan mayor ansiedad (Guillén-

Riquelme et al., 2011).

Guillén- Riquelme y colaboradores (2011) en su estudio sobre 1036
adultos concluyeron que la escala STAI conserva buenas propiedades
psicométricas: a de Cronbach 0,90 para A/R y 0,94 para A/E y no tiene
afectacion por funcionamiento diferencial de los items por sexo (Guillén-

Riquelme et al., 2011).

Se realiz6 un analisis descriptivo (mediana, media y desviacion
estandar) de las variables categodricas del cuestionario de ansiedad STAI
utiizando también el programa estadistico SAS 9.4 (Statistical Analysis
Systems, SAS/STAT, Inst. Inc, Cary NC, EEUU). Por otro lado, se analiz6 el
coeficiente de correlacién de Pearson entre los resultados del test y los niveles

hormonales de C, P4, E3 y SO4E-.

En todos los analisis estadisticos el nivel de confianza es del 95% y se

han considerado diferencias estadisticamente significativas para los valores p<

0,05. Los resultados se han expresado como media =+ error estandar.

7. Metodologia para la construccion de un modelo de predicciéon

del parto

Se ha desarrollado un modelo matematico que predice la probabilidad de

parto en la semana siguiente a aquella en la que se realiza la ultima recogida
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de muestra a partir de la semana 37, con los niveles hormonales recogidos
desde la semana 34 de gestacion. Es decir, con los analisis hormonales de las
semanas 34, 35, 36 y 37 se intenta predecir si el parto se va a producir en la
semana 38... y asi sucesivamente hasta la semana 41.

Para la consecucién de nuestro objetivo contamos con la colaboramos
del Departamento de Estadistica e Investigacion Operativa de la Facultad de
Matematicas de la Universidad Complutense de Madrid. Se utilizoé el software

de mineria de datos SAS Enterprise Miner®.

7.1 Agrupacion de los datos disponibles:
La tabla siguiente recoge la proporcion de mujeres de la muestra cuyo

parto ha tenido lugar en la semana que se indica:

Semana | Partos | %

37 16 15,1%

38 30 28,3%

39 24 22,6%

40 20 18,9%

41 16 15,1%
106 100%

Tabla 1. Porcentaje de mujeres que paren en la semana que se indica.

123



7.2 Definicion de la variable a predecir (objetivo)

Material y métodos

A partir de los datos disponibles, se ha definido una variable binaria para

cada par M (mujer), S (semana) que identifica si la mujer M da a luz (1) o no (0)

en la semana S. Esta es la variable cuyo valor se pretende predecir y su

distribucién por semanas se muestra en la tabla siguiente:

Objetivo | S: Semana parto
37 |38 |39 |40 | Total
0 90 |60 |36 |16 | 202
M
1 16 |30 |24 |20 |90
Total 106 {90 (60 | 36 | 292

Tabla 2. Variable binaria para mujer (M) y semana (S) que identifica si la mujer da a luz (1) o no (0).

Obsérvese que en la semana 37, 16 de las 106 mujeres paren mientras

que las otras 90 pasan a la semana 38. De ellas, 30 paren en la semana 38 y

las restantes 60 pasan a la 39; de las 60, 24 paren en la semana 39 y 36 pasan

a la semana 40; de estas 36, 20 tienen su hijo en la semana 40 y las 16

restantes paren en la semana 41. De esta forma, una mujer que pare en la

semana 40 tendra el valor 0 para la variable objetivo en las semanas 37, 38 y

39 y el valor 1 para el objetivo de la 40. Obsérvese también que los 16 casos

correspondientes a los partos de la semana 41, que no aparecen como tales en

la tabla, seran casos identificados también con el valor O para el objetivo en la

semana 40.
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La tabla resultante dispone asi de un total de 292 datos distribuidos en
202 casos con objetivo igual a 0 y 90 con objetivo igual a 1. Una vez definida la
variable target (variable a predecir) es preciso definir las variables explicativas

(inputs) que se utilizaran para realizar la prediccion.

7.3 Definicion de las variables explicativas (inputs)

A partir de las mediciones temporales de los indicadores citados se han
definido las siguientes variables explicativas. Siendo W la semana en la que se

evalua el objetivo (si la mujer dio o no a luz), se contemplan:

» 4 variables denominadas INDICATOR_WEEK 1 que reflejan el nivel del
indicador en la semana anterior a W.

» 4 variables denominadas INDICATOR_FORTNIGHT_1 que reflejan el
nivel medio del indicador en la quincena anterior a W, esto es, el
promedio del indicador en las 2 ultimas semanas.

» 4 variables denominadas INDICATOR_MONTH_1 que reflejan el nivel
medio del indicador en el mes anterior a W, esto es, el promedio del
indicador en las 4 ultimas semanas.

» De esta manera, CORTISOL_WEEK 1 mide el valor de C en la semana
anterior a W; ESTRIOL_ FORTNIGHT _1 mide la media de los dos
valores de E3 registrados en las dos semanas anteriores a W,
PROGESTERONA_MONTH_1 mide la media de los cuatro valores de

P4 registrados en las cuatro semanas anteriores a W, etc.
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» 4 variables denominadas INDICATOR_VAR_WEEK que reflejan la

variacion porcentual del indicador entre las 2 semanas anteriores a W.
4 variables denominadas INDICATOR_VAR_FORTNIGHT que reflejan
la variacion porcentual del indicador entre las 2 ultimas quincenas

anteriores a W.

De esta manera, SO4E1_VAR_WEEK responde a la expresion:

SOE41_WEEK_1 — S0QE41_WEEK_ 2
SOE41_WEEK_2

SO4E1_VAR_WEEK =

siendo SO4E1_WEEK 1 la medicion de SO4E1 anterior a la semana W
y SO4E1_WEEK 2 la medicion de SO4E1 que se produce dos semanas

antes de la semana W.

Analogamente, SO4E1_VAR_MONTH responde a la expresion:

S0E41_FORTNIGHT_1— 30E41_FORTNIGHT_2
SOE41L_FORTNIGHT 2

SEH.'El_YﬁRHQ NTH =

siendo SO4E1_ FORTNIGHT _1 la medicién de SO4E+1 obtenida como
promedio de las dos semanas anterior a la semana W y SO4E1
FORTNIGHT _2 la medicion de SO4E1 obtenida como promedio de las

semanas que integran la quincena anterior.

Finalmente se han contemplado otras 2 variables explicativas:

o EDAD. - variable continua que hace referencia a la edad de la

mujer.
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o PRIMIPARA. - variable binaria que identifica si es la primera vez

(valor 1) o no (valor 0) que la mujer pare.

La tabla resultante, compuesta por el par (Mujer, Semana), la variable
objetivo binaria (parto o no parto) y las 22 variables explicativas, es la que ha

servido de entrada a los modelos matematicos ajustados.

7.4 Modelizacion matematica.

A continuacion, se detallaran las diferentes fases contempladas en el

proceso de modelizacion matematica:

v Construcciéon de muestras de entrenamiento y test.
v Tratamiento de datos.

v" Modelos implementados.

v" Ajuste de modelo matematico.

v" Validacion de resultados.

7.4.1 Construccion de muestras de entrenamiento, validacion vy test.

En primer lugar, para buscar la capacidad de generalizacion del modelo
es preciso dividir en dos el conjunto de datos disponible. Uno denominado
conjunto de aprendizaje que se utilizara para construir el modelo analitico y
otro denominado conjunto de test o de prueba, que se utilizara para
comprobar que el modelo tiene capacidad predictiva. El porcentaje de registros

reservado para uno y otro conjunto ha sido de 2/3 y 1/3 respectivamente,
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siendo esta la proporcién habitualmente utilizada para el ajuste de modelos
analiticos.

Es importante resefiar que esta separacion no ha sido realizada de
forma aleatoria sobre la tabla construida, sino que se ha hecho de manera que
los conjuntos de pacientes registrados en una y otra tabla sean excluyentes.
Dado que, segun la tabla de datos preparada, una misma mujer puede tener
varios registros asociados a cada una de las semanas en la que se realiza la
medicion del target (objetivo), se ha forzado a que el colectivo de mujeres
registradas en una y otra tabla sea disjunto, con la idea que garantizar que el
modelo funcione bien sobre mujeres distintas a aquellas que han constituido su
muestra de aprendizaje. De acuerdo a esta consideracion, de las 106 mujeres
disponibles, 71 han ido a dicha tabla y 35 a la de test, siendo la distribucion del

objetivo en una y otra tabla la que se muestra a continuacion:

Objetivo Semana parto

Aprendizaje 37 | 38 | 39 | 40 | Total

0 60 | 40 24. 135

1 11 20 |16 | 13| 60
Total 71 |60 |40 | 24 | 292
Objetivo Semana parto
Test 37 38 | 39 | 40 | Total
0 30 | 20 | 12 E
1 5 10 8 7 30
Total 35 30 | 20 | 12 97

Tabla 3. Conjunto de aprendizaje y conjunto de test o prueba.

128



Material y métodos

En la tabla de aprendizaje, hay 11 mujeres que dan a luz en la semana
41 (los 11 casos negativos de la semana 40), mientras que en la de test esta
misma situacion se presenta en 5 casos (ambas celdas sefialadas en color azul

en las tablas).

Debido al tamafo reducido de la muestra de aprendizaje, en el proceso
de ajuste del modelo se ha recurrido a una estrategia de validacion cruzada
utilizando como métrica a maximizar la tasa de acierto del modelo, esto es, la

proporcion de prondsticos en los que se acierta el modelo.

7.4.2 Tratamiento de datos.

En la tabla de partida, existen semanas en las que no se dispone de

medida de alguno de los indicadores para ciertas mujeres.

Antes de la definicion de las variables presentadas en el apartado
anterior, se ha procedido a la imputacion de dichos valores, mediante métodos
de interpolacién lineal. Este método consiste en ajustar una recta entre los dos
valores que haya informado y proponer como valor a imputar el proporcionado

por dicha recta.

Ejemplo de la tabla:

ID INDICADOR S 13 S 14 [S_ 15 [S 16 |S 17
EC-130 | CORTISOL 0,64 |. . . 0,88
EC-130 | CORTISOL IMPUTADO 0,64 |0,70 |0,76 |0,82 |0,88
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La recta seria:

CORTISAL = 0,.06(SEMANA — 18) + 0. 64

Observa que:
cuando semana =14, CORTISOL = 0,06+0,64 = 0,70
cuando semana = 15, CORTISOL = 0,06*2+0,64 = 0,76

cuando semana = 16, CORTISOL = 0,06+0,64 = 0,82

7.4.3 Modelos implementados.

Se han ajustado dos tipos de modelos: uno de regresion logistica y un

modelo de random forest.

Se ha decidido ajustar dos tipos de modelos. Por un lado, uno de tipo
regresion logistica, al ser un referente dentro del ambito biosanitario por su
facilidad para ser interpretado. Por otro lado, uno mas competitivo desde el
punto de vista predictivo, aunque mas complejo de interpretar como es el
random forest. La idea que subyace bajo esta comparativa, es saber si la
ganancia en términos de acierto a la hora de predecir si una mujer dard o no a
luz la semana siguiente a la medicion de los indicadores hormonales, justifica

sacrificar la capacidad interpretativa.

Los resultados obtenidos con cada uno de los modelos se exponen en el

capitulo de resultados.
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1. Validacion de las técnicas EIA.

La validacion del EIA para las hormonas: C, Es, SO4E1y P4 se baso en
los resultados de: porcentaje de recuperacion, precision, limite de deteccién y

paralelismo.

Los porcentajes de recuperacion se calcularon afadiendo cantidades
conocidas de C, Es, SO4E1y P4 a la saliva. La Tabla 1 muestra los rangos de

tasas de recuperacion promediadas para saliva: 90,08 £ 3,29 a 99,65 £ 2,01 %.

Pg afiadidos Cortisol Estriol
(pg/ml) (pg/ml)
0,00 4200,00 0,00 920,00
0
94,48 4186 94,68 1037,04
100 (94,48) (97,34) (94,68) (101,67)
998,34 5032 868,32 1874,76
1.000 (99,83) (96,76) (86,83) (97,64)
97,15%2,67 94,29+3,85 90.75%3.92 99,65+2,01
Media
Sulfato de Estrona Progesterona
(pg/ml) (pg/ml)
0,00 130,00 0,00 110,00
0
86,79 216,62 93,34 198,97
100 (86,79) (94,18) (93,34) (90,44)
933,76 1043,84 1040.82 1089,37
1.000 (93,37) (92,37) (104.08) (98,14)
90,08+3,29 93,27+0,90 98,71+5,37 94,29+3,85
Media

Tabla 1: Porcentajes de recuperacién y concentraciones hormonales después de la adicién de
P4, C, Es y SO4E+ a diferentes pools de muestras de saliva.
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La precision del EIA de C, Es, SO4E1y P4 se determiné calculando los
coeficientes de variacién intra e inter-ensayo (% CV). El CV intra-ensayo (%) se
calculé6 mediante mediciones repetidas de tres concentraciones estandar (1, 10
y 100 pg/pocillo) de C, Es, SO4E+1y P4 afadidas a la saliva. Cada muestra se
analizoé por triplicado, 10 veces en un ensayo. El CV inter-ensayo (%) se
calcul6 mediante las mediciones repetidas de las muestras mencionadas
anteriormente en 10 ensayos consecutivos. Tanto el CV intra e inter-ensayo

(%) se resumen en la Tabla 2.

Intra-ensayo (%) | Inter-ensayo (%)
Cortisol 4,8 +1,02 74 +1,23
Estriol 6,7 + 1,32 9,1+2,14
Sulfato de estrona 2,9+0,84 6,5+ 1,36
Progesterona 3,2+0,98 5,3+0,89

Tabla 2: Coeficientes Intra- e inter-ensayo (%) para P4, C, Esy SO4E1 en muestras de saliva.

La sensibilidad del EIA se probé mediante el limite de deteccion, segun
lo definido por Abraham et al.,1975, y se calculé a partir de BO-2SD en 10

ensayos consecutivos, y fue:

» P4= 12,81 pg/pocillo.
» C= 2,48 pg /pocillo.
» SO4E1= 4,24 pg/pocillo.

» Es= 1,87 pg/pocillo.
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Para determinar los efectos de la saliva en la curva estandar, se
realizaron curvas estandar en saliva que se corrieron en paralelo con la curva
dosis-respuesta realizadas en EIA buffer. Hubo un buen grado de paralelismo

entre ambas curvas estandar para las hormonas estudiadas: C, E3, SO4E1y P4

(Tabla 3).
Féormula de la Curva P R?

Cortisol Estandar Y =1,75-0,00010X 0,84 0,84
(ng/ml) Saliva Y =1,74 - 0,00012X

Estriol Estandar Y =1,75-0,00011X 0,81 0,89
(pg/ml) Saliva Y =1,76 - 0,00010X

Sulfato de estrona Estandar Y =1,75-0,00012X 0,90 0,83
(ng/mi) Saliva Y = 1,73 - 0,00012 X

Progesterona Estandar Y =1,75-0,00011X 0,87 0,86
(ng/ml) Saliva Y =1,78 - 0,00010X

Tabla 3: Férmula lineal de la curva dosis-respuesta estandar diluida en EIA buffer o en
muestras de saliva.
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2. Evolucion de las concentraciones de Cortisol desde la semana 12

hasta las semanas 37, 38, 39, 40 y 41.

Las concentraciones de Cortisol a lo largo de la gestacion (semana 12 a

la 41) estan representadas en las figuras: 1-5.

Durante el segundo trimestre de gestacion (periodo comprendido entre
las semanas 12 a 26), los niveles de C en las mujeres que parieron las
semanas 37 y 38: se incrementan significativamente (p<0,05) en la semana 16,
donde el C obtiene un valor de 2,31 + 0,18 ng/ml; en la semana 18 el C llego6 a
su valor maximo de 3,65 + 0,37 ng/ml; y en la semana 23 el C alcanza 1,87 +
0,31 ng/ml. En las mujeres con parto en la semana 39: destacan elevaciones
estadisticamente significativas (p<0,05) en la semana 16 de 1,87 + 0,18 ng/ml;
otra en la semana 18 con un maximo de 3,34 + 0,27 ng/ml; y un incremento en
la semana 20 de 1,40 + 0,13 ng /ml. En las mujeres con parto en la semana 40
los niveles medios de C mantienen un ascenso gradual hasta la semana 23,
donde destaca en la semana 16 un pico estadisticamente significativo (p<0,05)
con valor de 2,97 + 0,44 ng/ml; y otro aumento en la semana 18
estadisticamente significativo (p<0,05) de 3,21 + 0,33 ng/ml. Por ultimo, en las
mujeres con parto en la semana 41, los niveles de C mantienen un ligero
aumento, destacando un incremento estadisticamente significativo (p<0,05) en
la semana 18 donde C alcanza un valor de 2,95 + 0,44 ng/ml, para luego

decrecer a los valores medios.
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En el tercer trimestre, periodo comprendido entre semana 27 a la
semana de parto, se muestra un leve aumento de los niveles de C en las
mujeres que paren en la semana 37. Resalta el incremento estadisticamente

significativo de C en la semana 30 con un valor de 1,78 + 0,18 ng/ml y un pico

en la semana 35 de 2,42 + 0,35 ng/ml.

En las mujeres que tuvieron el parto en las semanas 38-41: los niveles
de C se mantienen constantes hasta la semana 35, en la que los valores
medios de C tienen un rapido ascenso, estadisticamente significativo, hasta
2,85 + 0,19 ng/ml, para después disminuir ligeramente en la semana 36. A
partir de la semana 37 se elevan las concentraciones hasta obtener el valor

maximo en la semana del parto.

< Semana 38: 4,95 + 0,36.
< Semana 39: 5,17 + 0,38.
«» Semana 40: 6,23 + 0,61.

< Semana 41: 6,33 +0,87.

Cabe destacar la diferencia significativa (p<0,05) entre las
concentraciones de C en el segundo y tercer trimestre de gestacion en todas

las mujeres analizadas, excepto las mujeres que paren en la semana 37.
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Cortisol (Parto semana 37)

. 3 b.
4,0 4
3,5 4
_ 3,0 4
3
25 -
§ o = )
s
104F
0,5 4
- —— T T T T T T T T T T T—T—T—
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Semana de gestacion
Semana Media £ ES |Semana Media +|[Semana Media + ES
12 1,09+ 0,13 |22 1,31 +£0,14 |32 1,48 £ 0,21
13 1,19+0,21 |23 1,87+ 33 1,37 £ 0,10
14 1,46 £ 0,15 (24 1,46 + 0,16 | 34 1,63+0,18
15 1,04 £ 0,18 |25 1,12 £ 0,09|35 2,46 £ 0,32*
16 2,31 +0,18* |26 1,28 + 0,21 | 36 1,79 + 0,27
17 1,21+ 0,16 |27 1,10 £ 0,07 | 37 2,26 +0,18
18 3,65+0,37*|28 1,28 +0,12
19 1,58 +0,17 |29 0,98 +0,13
20 1,26 £ 0,21 {30 1,72+
21 1,24 £+ 0,14 |31 1,35+0,18

Figura 1. Niveles de Cortisol (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana 37
(semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas. a,
b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre (p<0,05).
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Cortisol (Parto semana 38)

Resultados

6,0 &
50 +
_ 40 4 X
£
£ “
D 3,0 4
£
&) 2,0 i "
10 | e
 ———— T T T T T T T T T T T T
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Semana de gestacion
Semana Media £ ES |Semana Media £ ES |Semana Media + ES
12 0,96 + 0,08 |22 1,66 +0,18 |32 1,33+0,14
13 1,15+ 0,13 (23 2,16 £ 0,20* |33 1,27 £ 0,14
14 1,05 £ 0,09, |24 1,02+0,12 |34 1,42 £+ 0,13
15 1,24 £ 0,12 (25 1,10+ 0,10 {35 2,51+0,13
16 1,62 +0,11* |26 0,85+ 0,08 |36 2,95 +0,25*
17 1,11 £ 0,09 (27 1,20+ 0,11 |37 2,48 £+ 0,17
18 3,75+0,17* (28 1,17 + 0,09 |38 4 95 + 0,36*
19 1,35+0,20 |29 1,09+0,12
20 1,43+0,14 {30 1,22 £ 0,11
21 1,23+ 0,12 |31 1,38 +0,13

Figura 2. Niveles de Cortisol (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana 38
(semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas. a,
b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre (p<0,05).
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Cortisol (Parto semana 39)

eqe a. b.
5,0 - *
_ 4,0 A1
£ :
as
5 3.0 *
S *
" 20
10| ETS
L ——— T T T T T T T T T T T T T T T
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Semana de gestacion
Semana Media + ES |Semana Media + ES |Semana Media + ES
12 1,24 + 0,15 |22 1,91+ 0,20 |32 1,40 £ 0,21
13 1,26 £ 0,19 |23 1,86 £ 0,19 |33 1,25+ 0,15
14 1,23 +0,09 |24 1,20 + 0,09 |34 1,23+ 0,16
15 0,94 +0,11 |25 1,29+ 0,11 |35 2,63 +£0,20*
16 1,87 +0,18* |26 1,37 + 0,16 |36 2,18 +0,17
17 0,89 +0,08 |27 1,51 +0,20 |37 2,74 +0,22
18 3,34 +0,27* |28 1,34 £ 0,15 |38 4,81 +0,35*
19 0,88 +0,11 |29 1,36 £ 0,18 |39 5,17 + 0,38
20 1,40 £ 0,13* |30 1,15+ 0,15
21 1,41 +0,14 |31 1,58 + 0,17

Figura 3. Niveles de Cortisol (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana 39
(semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas. a,
b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre (p<0,05).
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Cortisol (Parto semana 40)

Resultados

8,0 - il b
6,0
E T,
2
= 4.0 1 »
S
2,0 4
L —————— T T T T T T T— T T T T T—T—T—T—T—1
12 13 141516 17 1819 2021 22 23 24 25 26 27 2829 3031 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Semana de gestacion
Semana Media + ES |Semana Media + ES |Semana Media + ES
12 1,06 £ 0,10 |22 1,76 £ 0,21 (32 1,12+ 0,10
13 1,27 £ 0,20 |23 1,96 £+ 0,26 |33 1,29+ 0,10
14 1,06 + 0,14 |24 1,50+ 0,17 (34 1,21 + 0,15
15 1,15+ 0,22 |25 1,41 £0,18 (35 2,85+ 0,19*
16 2,97 £ 0,44* | 26 1,10+ 0,14 |36 2,69 +0,20
17 1,30+ 0,14 |27 0,99+0,11 |37 2,71 +0,19
18 3,21 +0,38% (28 1,16 £ 0,13 (38 422 +0,77*
19 1,25+0,10 (29 1,27 + 0,15 |39 5,33+0,82
20 1,43+ 0,24 |30 1,85+ 0,35 {40 6,23 + 0,61
21 1,60 +0,24 |31 1,37 + 0,20

Figura 4. Niveles de Cortisol (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana 40
(semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas. a,
b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre (p<0,05).
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Cortisol (Parto semana41)

Cortisol ng/ml
~ w &~ w o ~ o0
(=] (=] = o (=] (=] (=]
Il Il Il Il '
{a}]

et
(=]
1

*

o
(=]

12 1314 1516 17 18 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41

Semana de gestacion

Semana Media £ ES |Semana Media £ ES | Semana Media + ES
12 1,16 £ 0,09 |22 1,38 £ 0,14 |32 2,37 £0,28
13 1,36 + 0,23 |23 1,66 + 0,42 |33 2,18+ 0,38
14 1,08 +£0,16 |24 1,30 £ 0,23 (34 2,09 +£0,27
15 1,19+0,18 |25 1,43 +0,21 {35 2,69+0,29
16 1,562 +0,23 |26 1,69 + 0,30 |36 2,59+0,34
17 0,92+ 0,09* |27 1,57 £ 0,19 (37 2,70+ 0,33
18 2,95+ 0,44 |28 1,43+0,12 |38 4,60+ 0,77*
19 1,88+ 0,30 |29 1,59 + 0,15 |39 5,28 £ 0,75
20 2,10+0,33 |30 1,78 £ 0,24 |40 6,22 + 0,85
21 1,48 £ 0,22 |31 1,90 £ 0,23 |41 6,33 + 0,87

Figura 5. Niveles de Cortisol (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana 41
(semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas. a,
b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre (p<0,05).
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3. Evolucion de las concentraciones de Estriol desde la semana 12

hasta las semanas 37, 38, 39, 40 y 41.

Las concentraciones de Estriol a lo largo de la gestacion (semanas 12 a

la 41) estan representadas en las figuras: 1 -5.

Durante el segundo trimestre de gestacion, los niveles de Es en las
mujeres que parieron en las semanas 37 y 38, ocurren variaciones semejantes
a las observadas en las concentraciones de C: las concentraciones de Es
aumentan significativamente (p<0,05) en la semana 16 donde se obtiene un
valor de 2,66 + 0,36 ng/ml; en la semana 18 el Es llegé a su valor maximo de
3,34 0,37 ng/ml; y en la semana 23 donde E3s alcanza 2,89+ 0,15 ng/ml. En las
mujeres de la semana 39, destacan dos ligeros aumentos estadisticamente
significativos en la semana 16 con valor 2,68 + 0,24 ng/ml; y en la semana 18

con valor de 3,41 £ 0,26 ng/ml.

En las mujeres que paren en la semana 40, el valor de Es es similar al
de la semana 39, aunque los ligeros aumentos de Es se producen en la
semana 17 con valores de 2,57 + 0,39 ng/ml; y en la semana 19 con valores de
3,23 + 0,26 ng/ml. Y por ultimo en las mujeres que paren en la semana 41, los
niveles de Es presentan un ligero aumento en las semanas 16 y la 18, aunque

estos aumentos no son estadisticamente significativos.

En el tercer trimestre, se observa como las concentraciones de E3 van

aumentando a medida que transcurren las semanas de gestacion. Es llamativo
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que a partir de la semana 37 se produce una elevacion significativa de Es en
las mujeres que tuvieron el parto entre las semanas 38 a 41. En todas estas

semanas la maxima concentracion se obtuvo en la semana del parto.

< Semana 38: 11,74 £ 0,57.
< Semana 39: 15,96 + 0,96.
< Semana 40: 17,08 £ 0,72.

< Semana 41: 20,16 £ 0,84.

También se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre las

concentraciones de Ez en el segundo y tercer trimestre de gestacion.
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Estriol (Parto semana 37)

6,0 - d. b.

50 -

w o)

(=] [==]
1
*

Estriol ng/ml

_\_I\.J
=]
1

10 {f

0,0

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Semana de gestacion

Semana Media £ ES |Semana Media £ ES |Semana Media £ ES
12 1,09+0,10 |22 1,87 £ 0,09 |32 4,38 £ 0,14
13 1,13+0,13 |23 2,89 +0,15* (33 4,80+ 0,17
14 1,54+0,35 (24 2,30+0,16 (34 4,63 + 0,26
15 2,12+0,23 |25 2,75+0,15 (35 4,75+ 0,21
16 2,66 £ 0,36 |26 3,02+0,14 |36 492 +0,18
17 1,78+ 0,12 |27 3,55+0,17* |37 5,16 £ 0,17
18 3,34+ 0,47 |28 3,61+0,20
19 249+0,32 |29 4,09+0,16
20 1,98+0,17 |30 4,22 +0,16
21 1,58+ 0,13 |31 4,24 + 0,14

Figura 1. Niveles de Estriol (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana 37
(semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas. a,
b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre (p<0,05).
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Estriol (Parto semana 38)

14,0 - a L

12,0 4
10,0 4
8,0 -

6,0 -

Estriol ng/ml

10 4

2,0

0,0

12 15 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Semana de gestacion

Semana Media £ ES |Semana Media £ ES | Semana Media £ ES
12 1,26 + 0,08 |22 2,08 +0,15 |32 3,94 £ 0,20
13 1,40+ 0,11 |23 3,09+ 0,11* |33 4,03 0,16
14 1,37 £ 0,08 |24 2,28+0,11 |34 4,33+ 0,17
15 1,71+£0,11 |25 2,17 £0,15 |35 4,38 + 0,21
16 2,42 +0,13|26 2,33+0,09 |36 4,58 + 0,23
17 1,84 £ 0,12 |27 2,80 £ 0,09 |37 4,70 £ 0,22
18 2,69 £ 0,19 |28 3,21+0,14 |38 11,74 £ 0,57*
19 2,03+0,22 |29 3,33+0,14

20 1,95+ 0,17 |30 3,68 +0,17

21 2,08 +0,14 |31 3,66 £ 0,15

Figura 2. Niveles de Estriol (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana 38
(semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas. a,
b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre (p<0,05).
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Estriol (Parto semana 39)

Resultados

a. b.
18,0 1 .
16,0 4 |
14,0 -
12,0 A
E 7
5 10,0 4 -
i
.g 8,0
n 6,0
4,0 X :
I o e e e o e e R e s e e e S B e
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Semana de gestacion
Semana Media + ES |Semana Media £ ES Semana |Media £ ES
12 1,28 £ 0,09 22 2,04 £0,15 32 425+0,18
13 1,16 + 0,09 23 2,27 + 0,09 33 418 +0,15
14 2,12 +0,34* (24 2,23+0,12 34 455+0,16
15 1,78 +0,16 25 2,51 +0,11 35 447 +0,29
16 2,68 +0,24* |26 2,76 + 0,15 36 4 67 +0,29
17 1,83+ 0,11 27 3,20+0,18 37 5,01 +0,30
18 3,41 +0,26* |28 3,10+0,13 38 10,13 + 0,69*
19 2,14 + 0,32 29 3,48 £ 0,15 39 15,96 + 0,96*
20 1,74 £ 0,12 30 3,60+0,16
21 1,67 +0,18 31 3,83+0,18

Figura 3. Niveles de Estriol (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana 39
(semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas. a,
b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre (p<0,05).
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Estriol (Parto semana 40)

Resultados

20,0 1 & E
18,0 4 #
16,0 4 %/ .
14,0 -
EE_ 12,0 -
glo,o 4 *
& 80 4
6,0
40 1 * x
2,04,
o —_——---r—-—-—-——--TrTr——Tr—r—r—r—r—r— T
12 13 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Semana de gestacion
Semana Media £ ES |Semana Media £ ES |Semana Media £ ES
12 1,56 + 0,21 |22 1,75+ 0,14 |32 3,85+0,15
13 1,59 + 0,20 |23 1,66 + 0,08 |33 4,10+ 0,18
14 1,53+0,29 |24 247 +0,22 |34 4,49 + 0,20
15 1,34 £ 0,19 |25 2,37 +0,15 |35 4,20 £ 0,37
16 1,85+ 0,16 |26 2,41 +0,19 |36 4,94 + 0,26
17 2,57 +0,39% |27 2,63+0,21 |37 4,67 + 0,36
18 1,83+0,18 |28 3,00+0,17 |38 9,06 + 0,65*
19 3,23 £ 0,26 |29 3,28 +£0,17 |39 14,92 + 0,69*
20 2,55+0,19 |30 3,35+0,20 (40 17,08 £ 0,72*
21 1,94 + 0,16 |31 3,51 +0,21

Figura 4. Niveles de Estriol (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana 40
(semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas. a,
b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre (p<0,05).
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Estriol (Parto semana 41)

Resultados

25,0 -
20,0 ]
E 15,0 - [
& *f
% 10,0 b7
5,0 -
0,0 e—p——————————— T
1213141516 171819202122 2324 252627 282930313233 34353637 38394041
Semana de gestacion
Semana Media = ES [ Semana Media £ ES | Semana Media = ES
12 1,63+0,17 |22 1,90+0,12 {32 448 £ 0,32
13 1,68 +0,19 |23 2,58 +0,15 (33 5,24 + 0,41
14 1,62 £ 0,27 |24 251+0,16 (34 5,13+0,38
15 1,42 +0,12 |25 2,69+0,22 |35 5,71 + 0,51
16 2,28+ 0,24* |26 3,06 £ 0,19 |36 5,75+ 0,50
17 1,71 £ 0,08 |27 3,57 +0,24 |37 5,88 +0,44
18 2,56 +0,20 |28 3,34 £+ 0,20 |38 9,51 + 0,56*
19 2,24 +0,34 |29 3,76 £ 0,26 |39 11,96 £ 0,56*
20 1,64 +0,24 |30 407 £0,24 |40 15,60 £ 0,72*
21 1,78 £ 0,11 |31 3,86 0,22 |41 20,16 £ 0,84*

Figura 5. Niveles de Estriol (Media = Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana 41
(semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas. a,
b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre (p<0,05).

149




Resultados

4. Evolucion de las concentraciones de Sulfato de Estrona desde la

semana 12 hasta la semana 37, 38, 39, 40 y 41.

Las concentraciones de Sulfato de Estrona a lo largo de la gestacion

(semanas 12 a la 41) estan representadas en las figuras: 1-5.

Durante el segundo trimestre de gestacién, los niveles de SO4E1 en las
mujeres que parieron entre las semanas 37 a la 41 presentan un ligero
aumento en las semanas 16 y 18, aunque estos aumentos no son

estadisticamente significativos.

En el tercer trimestre, se observa como las concentraciones de SO4E+
van aumentando a medida que transcurren las semanas de gestacion. En esta
hormona, los valores comienzan a elevarse de manera significativa a partir de
la semana 35. Al igual que ocurria con las concentraciones de Es, la maxima

concentracion se obtuvo en la semana del parto.

«» Semana 37:6,36 £ 0,71.

< Semana 38: 11,29 + 1,42.
« Semana 39: 13,46 + 1,32.
«» Semana 40: 20,29 + 2,81.

< Semana41:29,94 + 2,27.
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En el caso del SO4E1 también se aprecian diferencias estadisticamente
significativas entre las concentraciones de SO4E1 en el segundo y tercer

trimestre de gestacion en todas las mujeres analizadas.
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SO,E, (Parto semana 37)

SO,4E; ng/ml
~ w o ~ -
= (=] = (=] (=]

L
=2
1

2,0 4
1,0 4
0,0 B S E e e E e S e S D e E S e e S e S s e e e
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Semana de gestacién
Semana Media + ES |[Semana Media £ ES | Semana Media £ ES
12 1,02+0,10 |22 1,44 £ 0,17 |32 2,47 £ 0,32
13 0,84 +0,09 |23 1,34+ 0,17 |33 2,98 + 0,34
14 0,86 £ 0,11 |24 1,15+ 0,19 |34 3,85+0,48
15 0,82+0,09 |25 1,45+ 0,17 |35 4,70 £ 0,52
16 1,10+ 0,14 |26 1,58 + 0,19 |36 5,86 + 0,76
17 0,96 £ 0,13 |27 1,84 £ 0,24 |37 6,36 £ 0,71
18 1,42+0,16 |28 1,73 +0,29
19 1,28 £0,14 |29 1,92 £ 0,26
20 1,33+0,16 |30 2,20+0,28
21 1,23+0,16 |31 2,58 + 0,31

Figura 1. Niveles de Sulfato de Estrona (Media + Error Estdndar) desde la semana 12 hasta
semana 37 (semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas
consecutivas. a, b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer
trimestre (p<0,05).
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SO,E, (Parto semana 38)

da
15,0 1

12,0 4

9,0 -

SO,4E; ng/ml

6,0 -

3.0

0,0

12 15 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38

Semana de gestacion

Semana Media £ ES |Semana Media £ ES |Semana Media £ ES
12 0,94 + 0,06 |22 1,23+0,13 |32 2,62 +0,26
13 0,90 £ 0,06 (23 1,60+ 0,14 |33 2,65+ 0,27
14 0,86 + 0,08 (24 1,56 + 0,15 |34 3,67 £ 0,36
15 1,04 £ 0,11 |25 1,46 £ 0,20 |35 5,31+ 0,63*
16 0,99 + 0,08 (26 1,67 £ 0,15 |36 6,34 £ 0,79
17 1,19+0,11 |27 1,66 + 0,15 |37 6,76 £ 0,90
18 1,05+ 0,07 |28 1,97 £ 0,19 |38 11,29 £ 1,42*
19 1,08 £0,12 |29 2,21+0,19

20 1,39+ 0,12 |30 2,16 £ 0,21

21 1,18 £ 0,09 |31 2,27 +0,23

Figura 2. Niveles de Sulfato de Estrona (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta
semana 38 (semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas
consecutivas. a, b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer
trimestre (p<0,05).
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SO4E1 parto semana 39

Resultados

16,0 -
14,0 A
12,0 4
€ 100 A &
=
S 80
b=
Q
n 6,0 -
40 4
2,0 4
0,0 +——L—m-mre-—s—msre——smrym—--r—-mr-rmr-rmrmrmr-r - r——-r——re—rT-T—T—r—r—r—r
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Semana de gestacion
Semana [Media+ES |Semana Media = ES | Semana Media £ ES
12 0,88 + 0,07 22 1,62 +0,18 |32 2,89 + 0,27
13 1,11 £ 0,11 23 1,64 + 0,15 |33 3,40 + 0,34
14 0,99+0,13 24 1,57 £0,20 |34 3,62 +0,40
15 1,056+0,12 25 1,69+0,17 |35 4,81+ 0,57
16 1,15+ 0,13 26 2,01 £0,23 |36 5,86 + 0,68
17 1,13+ 0,09 27 2,09+0,22 |37 6,19+ 0,65
18 1,41 +0,12 28 2,20+ 0,23 |38 9,05 + 0,98~
19 1,12 £ 0,11 29 2,04 £0,22 |39 13,46 + 1,32*
20 1,19 £ 0,11 30 2,16 + 0,25
21 1,22 +0,12 31 2,44 + 0,28

Figura 3. Niveles de Sulfato de Estrona (Media + Error Estdndar) desde la semana 12 hasta
semana 39 (semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas
consecutivas. a, b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer
trimestre (p<0,05).
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SO,E, (Parto semana 40)

Resultados

25,0 - a. b.
20,0 4

E 15,0 A

E,

§ 10,0

50 4
L ———T—T——TT T T T T T T T T T T T
121314151617 18192021 22 2324 252627 282930313233 34353637 383940
Semana de gestacion

Semana Media + ES |Semana Media + ES |Semana Media + ES
12 0,98 +0,10 |22 1,50+ 0,17 |32 2,80 + 0,37
13 0,88 +0,08 |23 1,74 £ 0,18 (33 3,57 +0,49
14 0,96 +0,14 |24 2,04 +0,29 (34 3,31 +0,46
15 0,97 +0,11 |25 1,74 £ 0,20 {35 5,42 +0,74*
16 1,14 £ 0,11 |26 1,76 £ 0,20 |36 7,29+ 1,10
17 0,98 +0,11 |27 2,13+0,31 (37 9,54 + 1,26
18 1,23+ 0,11 |28 2,02+0,28 (38 14,48 + 1,70*
19 1,78 + 0,22 (29 2,36 + 0,24 (39 17,97 + 2,27
20 1,63+0,19 |30 2,65+0,32 (40 20,29 + 2,81
21 1,50+ 0,16 |31 2,81 +0,40

Figura 4. Niveles de Sulfato de Estrona (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta
semana 40 (semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas
consecutivas. a, b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer
trimestre (p<0,05).
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35,0 1

30,0 4

25,0 4

SO,E; ng/ml
(=]
=
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b
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(=]

SO,E, (Parto semana 41)

Resultados

10,0 -

50 4

o0 +-r—r—T/—1"7r—"7V"V"F"n"—T—TTTTTTTTT"TTTTTT T T T

121314151617 181920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 383940 41
Semana de gestacién

Semana Media £ ES | Semana Media £ ES | Semana Media £ ES
12 1,03 £ 0,09 |22 1,71 £ 0,19 |32 3,36 £ 0,45
13 1,24 + 0,18 |23 1,87 £ 0,24 |33 3,84 + 0,66
14 1,26 £ 0,20 |24 1,79+0,23 (34 3,87 £ 0,50
15 1,09+ 0,14 |25 1,68 + 0,21 |35 4,97 £ 0,74
16 1,12+ 0,15 |26 2,29 +0,38 (36 6,00 + 1,15
17 1,14 £ 0,13 |27 1,96 £ 0,24 |37 7,73+ 1,36
18 1,60+0,18 |28 2,11 +0,27 |38 12,38 + 2,02*
19 0,90 £ 0,12 |29 2,76 £ 0,35 (39 17,76 + 2,38
20 1,49 + 0,20 |30 2,64 + 0,33 (40 22,89+ 2,84
21 1,57 £ 0,21 |31 3,28 + 0,53 |41 29,94 + 2,27

Figura 5 Niveles de Sulfato de Estrona (Media + Error Estdndar) desde la semana 12 hasta
semana 41 (semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas
consecutivas. a, b Diferentes letras denotan diferencia significativas entre segundo y tercer
trimestre (p<0,05).
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5. Evolucion de las concentraciones de Progesterona desde la
semana 12 hasta la semana 37, 38, 39, 40 y 41.
Las concentraciones de Progesterona a lo largo de la gestacion

(semanas 12 a la 41) estan representadas en las figuras: 1-5.

Durante el segundo trimestre de gestacion, los niveles de P4 en las
mujeres que parieron entre las semanas 37 a la 40, se incrementan de forma
gradual, destacando cuatro aumentos estadisticamente significativos
dependiendo de la semana del parto. Cabe destacar a las mujeres que paren
en la semana 40, donde encontramos que las 4 elevaciones son
estadisticamente significativas: en la semana 16 con valor de 0,91 = 0,06
ng/ml; en la semana 18 con valor de 1,13 £ 0,04 ng/ml; en la semana 23 con

valor de 1,47 + 0,04 ng/ml; y en la semana 26 con valor de 1,55 + 0,03 ng/ml.

Entre los picos de las semanas 16 y 18, observamos en la semana 17 un
descenso estadisticamente significativo en todas las mujeres que depende de
la semana de parto. Los minimos valores los obtuvimos en las mujeres que

parieron en la semana 37, con una concentracion media de 0,60+ 0,04 ng/ml.

En el tercer trimestre de gestacion se observa como las concentraciones
de P4 van aumentando a medida que transcurren las semanas de gestacion,
aunque este aumento no es tan llamativo como en el caso del Ez y SO4E+.

En todas las mujeres analizadas la maxima concentracion se obtuvo en

la semana del parto.
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X/
**
X/
£ X4
X/

£ X4

X/
£ X4

X/
£ X4

Semana 37: 2,14 £ 0,12.
Semana 38: 2,52 + 0,14.
Semana 39: 2,70 £ 0,18.
Semana 40: 2,87 £ 0,19.

Semana 41: 2,87 + 0,19.

Resultados

También se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre las

concentraciones de P4 entre el segundo y el tercer trimestre de gestacion.
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Progesterona (Parto semana 37)

a.

Resultados

0,9

0,6 A

0,3

0,0 7777777777777

12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37
Semana de gestacién

Semana Media £ ES |Semana Media £ ES |Semana Media £ ES
12 0,41+0,02 |22 0,84 £ 0,03 |32 1,64 + 0,09
13 0,47 +0,09 |23 1,36 + 0,03* |33 1,75+0,12
14 0,58+0,05 |24 1,10+ 0,02 |34 1,83 £ 0,14
15 0,67 +0,05 |25 1,21+0,03 |35 1,87 £ 0,21
16 0,78 £ 0,04 |26 1,39 £ 0,03 |36 1,97 £ 0,12
17 0,60 + 0,04* |27 1,39+0,06 |37 2,14 +0,12
18 1,12 £ 0,05* |28 1,40 £ 0,07
19 0,74 £ 0,05 |29 1,45 + 0,06
20 0,73+0,05 |30 1,49 + 0,08
21 0,79 +£0,04 |31 1,57 £ 0,11

Figura 1. Niveles de Progesterona (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana
37 (semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas.
a, b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre

(p<0,05).
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Progesterona ng/ml
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Progesterona (Parto semana 38)

d.

Resultados

1,2 4
0,9 .
0,6 *
0,3
0,0 7T T T T T T T T T
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38
Semana de gestacion
Semana Media £ ES |Semana Media £ ES |Semana Media £ ES
12 0,46 £ 0,03 (22 0,95+0,04 {32 1,85+ 0,10
13 0,53+0,03 (23 1,49 + 0,03*| 33 1,97 £ 0,11
14 0,59 £ 0,03 (24 1,24 + 0,02 |34 2,06 £ 0,11
15 0,76 £ 0,04 (25 1,36 £ 0,03 |35 2,13+0,10
16 0,88 £ 0,04 (26 1,56 + 0,04* |36 2,22+ 0,11
17 0,68 + 0,03* |27 1,57 £ 0,05 |37 2,31+0,12
18 1,13 £ 0,04 |28 1,58 £ 0,05 |38 2,52+ 0,14
19 0,84 £ 0,03 (29 1,64 £ 0,06
20 0,82 +0,04 (30 1,67 £ 0,05
21 0,89+ 0,03 (31 1,77 £ 0,09

Figura 2. Niveles de Progesterona (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana
38 (semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas.
a, b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre

(p<0,05).

160




Progesterona (Parto semana 39)

Resultados

= a. b.
3,0
2,7
_ 24
=
‘;,;., 2,1
S 1,8 4
e *
8 15 -
@
1,2 - N
% 09 A
0,6 *
0,3
0,0 +——pe—mpmr—r-r—_r—_r—rrrrrrrr—r—rrTrr—r—r—T—T—T—T
12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39
Semana de gestacion
Semana Media + ES |Semana Media + ES |Semana Media + ES
12 0,46 + 0,05 22 0,96 + 0,05 |32 1,85+ 0,09
13 0,53+0,04 23 1,54 + 0,04* |33 1,97 £ 0,12
14 0,65+ 0,03 24 1,24 + 0,03 |34 2,06 + 0,21
15 0,76 + 0,05 25 1,36 £+ 0,04 |35 2,13+0,12
16 0,89 £ 0,06* |26 1,56 £ 0,04* |36 2,22 +0,15
17 0,68 +0,03* |27 1,57 £+ 0,06 |37 2,42 +0,12
18 1,27 £ 0,08 |28 1,58 £ 0,08 |38 2,64 £0,14
19 0,84 + 0,03 29 1,63+0,06 |39 2,70+0,18
20 0,82 +0,03 30 1,67 + 0,06
21 0,89 + 0,04 31 1,77 + 0,10

Figura 3. Niveles de Progesterona (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana
39 (semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas.
a, b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre

(p<0,05).
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Progesterona (Parto semana 40)

= = N N MW w
[¥)] [o.4] = E= ~ (= w
1 1
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Progesterona ng/ml
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12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Semana de gestacion

Semana Media £ ES |Semana Media £ ES |Semana Media £ ES
12 0,47 £ 0,02 (22 0,97 £ 0,04 |32 1,90 £ 0,15
13 0,54 £ 0,04 (23 1,47 + 0,04* |33 2,02+0,13
14 0,67 £ 0,05 (24 1,27 £ 0,03 |34 2,11 10,22
15 0,82+ 0,06 (25 1,40 £ 0,04 |35 2,18 £ 0,11
16 0,90 £ 0,05 (26 1,55 + 0,03*| 36 2,27 +0,16
17 0,69 + 0,05* |27 1,61+ 0,05 |37 2,48 £0,15
18 1,33 £ 0,08 |28 1,62+ 0,09 |38 2,70 £ 0,21
19 0,86 + 0,04 |29 1,68 + 0,06 |39 2,70 £ 0,17
20 0,85+ 0,07 (30 1,71 £ 0,09 |40 2,87 £0,19
21 0,91 +£0,04 |31 1,81+ 0,14

Figura 4. Niveles de Progesterona (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana
40 (semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas.
a, b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre
(p<0,05).
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Progesterona (Parto semana 41)

Resultados

3,6 -
d.
3,3 -
3,0 -
2,7 -
£ 24
g
S 2,1 1
E 1,8 4
Q *
B 15
[=T:]
E 1,2 4
0,9 -
0,6 - *
0,3 -
0,0 +——mporomymmmr—-r—rrrrnrnrrr—r—rr—T—TT—TTTTTT
121314151617 18192021 2223242526 272829303132333435363738394041
Semana de gestacion
Semana Media + ES |Semana Media £ ES | Semana Media = ES
12 0,47 £+ 0,02 |22 1,10 £ 0,03 |32 1,89+0,13
13 0,54 +0,05 |23 1,47 + 0,04* | 33 2,07 0,21
14 0,61 +0,07 |24 1,27 £ 0,03 (34 2,10+ 0,17
15 0,82 +0,06 |25 1,39 +£0,05 {35 2,17 +£0,15
16 0,91 +0,06 |26 1,55 +0,04* |36 2,32 +0,25
17 0,69 + 0,03* |27 1,58 + 0,09 |37 2,47 +0,20
18 0,84 + 0,03 |28 1,61 +0,09 |38 2,70+ 0,15
19 0,86 + 0,05 |29 1,68 + 0,08 |39 2,71+0,18
20 0,84 + 0,06 |30 1,75+ 0,10 {40 2,81 +0,26
21 0,91 +0,05 |31 1,81 +£0,12 |41 2,98 £+ 0,24

Figura 5. Niveles de Progesterona (Media + Error Estandar) desde la semana 12 hasta semana
41 (semana de parto). * Denota diferencias significativas (p<0,05) entre semanas consecutivas.
a, b Diferentes letras denotan diferencias significativas entre segundo y tercer trimestre

(p<0,05).
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6. Analisis de correlacion entre Cortisol, Estriol, Sulfato de Estrona y

Progesterona.

Los coeficientes de correlacion obtenidos entre C, Es, SOs4E1 y P4 se
detallan por semanas de parto (Tabla 1). En los coeficientes de correlacion
hormonales correspondientes a las mujeres que paren en la semana 37,
observamos una relacion directa y fuerte entre E3/SO4E1 (r=0,647), E3/P4
(r=0,710) y SO4E1/P4 (r=0,643). Sin embargo, la relacion entre el C y el resto de

hormonas, aun siendo positiva, es una relacién deébil.

Conforme aumenta la semana de parto, observamos que las correlaciones
entre los estrégenos y la P4 se siguen manteniendo positivas y fuertes
(SO4E+1/P4: semana 38: r=0,571; semana 41: r=0,682). Sin embargo, en los
coeficientes de correlacion entre Es/P4 en las mujeres que paren en la semana
41, observamos que la relacion entre estas hormonas es menos fuerte con
respecto a las mujeres que paren en semanas anteriores (semana 38: r=0,645;
semana 41: r=0,476). Por otro lado, se observd que los coeficientes de
correlacion entre estrégenos (E3/SO4E+1) aumentan a medida que aumentaba la

semana de parto (semana 38: r=0,670; semana 41: r=0,812).

Aun habiendo encontrado una correlacion débil entre el C y las distintas
hormonas estudiadas, se comprobé que, a medida que aumenta la semana de
parto, las correlaciones C/Es y C/SO4E1 se hacian notablemente mas fuertes
(C/E3: semana 37: r=0,192; semana 41: r=0,782; C/SOsE:: semana 37:
r=0,198; semana 41: r=0,847). En el caso de la correlacion C/P4, observamos

que la misma también se hace mas fuerte a medida que aumenta la semana de
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parto, sin embargo, el incremento no es tan notable como en el caso de las

anteriores (semana 37: r=0,273; semana 41: r=0,578).

Semana 37 Es SO4E1 P4
C 0,192* 0,198* 0,273*
Es 0,64* 0,710*
SO4E1 0,643*

Semana 38 E3 SO4E1 P4
C 0,637* 0,524* 0,433*
Es 0,670 0,645*
SO4E1 0,571*

Semana 39 E3 SO4E1 P4
C 0,797* 0,642* 0,462*
Es 0,776* 0,543*
SO4E1 0,623*

Semana 40 E3 SO4E1 P4
C 0,811* 0,684* 0,557*
Es 0,758* 0,600*
SO4E1 0,592*

Semana 41 E3 SO4E1 P4
C 0,782* 0,847* 0,578*
Es 0,812* 0,476*
SO4E1 0,682*

Tabla 1. Coeficientes de correlacion hormonales desde semana 12 hasta la semana 37, 38, 39,
40 y 41 (semana de parto). * Denota significacion p<0,05.
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7. Resultados del cuestionario STAI (Cuestionario de ansiedad Estado-

Rasgo).

Los cuestionarios recogidos de manera semanal, fueron analizados con
la féormula especifica del cuestionario. La puntuacién media obtenida en la
variable ansiedad-estado (AE) fue 34,27 + 2,24, mientras que la puntuacién
obtenida en la variable ansiedad-rasgo (AR) fue 35,15 + 1,66. Las
puntuaciones mas altas se obtuvieron en la semana 12, alcanzando una

puntuacion media de 67 en la variable AE y de 48 en la variable AR (Tabla 1).

Al haber analizado el C como hormona indicadora de estrés hemos
correlacionado los resultados del STAI con los valores de C por semanas.
Aplicando el coeficiente de correlacion de Pearson, observamos que existe una
correlacion positiva y significativa entre los resultados del STAI en la variable
AE y los niveles de C en la semana 12 (Tabla 2). A partir de la semana 13 de
gestacion existe alguna correlacion positiva entre la variable AE y el C
(semanas 27, 41), sin embargo, en ningun caso las correlaciones encontradas

fueron estadisticamente significativas.

En cuanto a la correlacién entre la variable AR y los niveles de C (Tabla
2), observamos una correlacion positiva en las semanas 12, 15, 20, 38, 39 y
40. Sin embargo, estas correlaciones no resultaron ser estadisticamente

significativas.
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Semana AE AR Semana AE AR
12 67* 48* 27 33 33,69
13 38,55 38,2 28 37,15 37,07
14 36,19 38,23 29 35,19 34,22
15 34,21 36,31 30 34,04 34,48
16 37,83 37,21 31 34,75 34,88
17 36,25 37,38 32 34 33,3
18 34,68 35,85 33 34,42 34,31
19 33,42 34,67 34 34,89 32,96
20 34,03 34,13 35 33,3 32,7
21 32,06 33,22 36 34,68 33,6
22 31,64 32,89 37 35,24 32,57
23 32 33,17 38 33 31,94
24 31,85 32,97 39 35,22 33,56
25 32,89 33,32 40 39,4 38,2
26 34,18 34,64 41 41,3 40,11

Tabla 1. Valores numéricos obtenidos de cuestionario STAI por semanas (AE: Ansiedad-
Estado; AR: Ansiedad-Rasgo).
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Semana | C/AE | p.valor | C/AR | p.valor | Semana | C/AE | p.valor | C/AR | p.valor
12 0,50* 0,02| 0,34 0,13 27 0,38 0,06 0,07 0,71
13 0,09 0,63| -0,16 0,43 28 0,004 0,98, -0,11 0,57
14 -0,05 0.79| 0,03 0,87 29 -0,20 0,29| -0,36 0,06
15 0,27 0,14| 0,10 0,59 30 -0,28 0,18, -0,18 0,38
16 0,01 0,94 0,018 0,92 31 0,25 0,19 0,08 0,66
17 -0,10 0,56| 0,19 0,27 32 0,20 0,32 -0,18 0,36
18 -0,12 0,48| 0,05 0,77 33 -0.0006 0,99| -0.001 0,99
19 0,005 0,97| -0,18 0,32 34 0,04 0,82 | -0,008 0,96
20 0,11 0,54| 0,11 | 0,52 35 0,24 0,24| -0,10| 0,63
21 0,24 0,20/ 0,04 | 0,83 36 0,09 0,66| -0,07| 0,73
22 -0,01 0,91] -0,30 | 0,10 37 0,11 0,12| 0,07 0,31
23 0,05 0,76| 0,08 | 0,63 38 0,09 026| 041 0,87
24 0,06 0,72| -0,08 | 0,68 39 0,14 0,83 0,19| 0,12
25 0,08 0,65| 0,06 | 0,72 40 0,19 039| 034 0,57
26 0,10 0,57| -0,06 | 0,75 a1 0,25 0,12 0,06| 0,15

Tabla 2. Coeficientes de correlacion entre los resultados delos valores de C y la variable AE
(C/AE) y AR (C/AR) respectivamente con los p valor obtenidos. * denota diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05).
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8. Analisis comparativo de la evolucién hormonal en funcién de la

semana de parto (37, 38, 39, 40 o 41)

Se ha realizado un analisis comparativo de la evolucion de los
indicadores en funcion de la semana de parto (37, 38, 39, 40 o 41) (Figura 2),
para ver si existen semanas que puedan aportar, desde el punto de vista de la
comparabilidad, informacion mas relevante que otras en lo que respecta a la

prediccion de la semana en la que se producira el parto.

Para hacer este analisis se representan en un grafico las trayectorias
que muestran, por semana, el nivel medio de cada uno de los indicadores,
correspondiente a cada uno de los grupos de mujeres, distinguidos por la

semana en la que dieron a luz.
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Figura 2. La figura representa la evolucién de las medias de C (A), E3 (B), SO4E1 (C) y P4 (D)
desde la semana 12 de gestacion hasta la semana 37 en funcion de las semanas de parto (37,
38, 39, 40, 41).

Algunas observaciones de interés:
e En primer lugar, conviene observar que los valores de P4 para las
embarazadas que paren en la semana 37 son sensiblemente mas bajos
que los registrados para las que paren el resto de las semanas, siendo

mas elevados en aquellas que paren semanas mas tarde.
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e Aunque no es tan significativo como en el caso anterior, se puede
apreciar que, en el caso de las mujeres que tienen el parto en las ultimas
semanas (40 y 41), los niveles de SO4E1 parecen haber estado mas
altos a lo largo de todo el embarazo. Las mujeres que tienen los niveles
mas altos de SO4E1 en la semana 37 no paren esa semana, sino que
tardan hasta la semana 40 o 41.

e Se observan elevaciones en las semanas 16, 18 y 23 en los niveles de
C,EsyPa.

e Finalmente, se puede observar que mientras los niveles de Es y de
SO4E1 presentan una clara tendencia creciente a lo largo de todo el
embarazo, el nivel de C es mas erratico, si bien su nivel se incrementa

sensiblemente en las ultimas semanas.

9. Resultados del modelo de prediccion del parto a partir de la semana 37

de gestacion en mujeres embarazadas tras el analisis hormonal de

Cortisol, Estriol, Sulfato de Estrona y Progesterona desde la semana 34

de la misma.

Los resultados obtenidos con cada uno de los modelos se presentan a

continuacion.

Modelo de regresidn logistica

Se ha ajustado un modelo de tipo regresion logistica con funcion de

enlace tipo logit y aplicando un proceso de seleccion de variables tipo stepwise
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(por pasos) con nivel de significaciéon a= 0,05 para el parametro de entrada de
variables y a = 0,1 para el de salida. Para evaluar los diferentes modelos
obtenidos en cada uno de los pasos se ha tenido en cuenta el valor de la tasa

de acierto error en validacion cruzada.

La siguiente tabla (Tabla 1) muestra el orden en el que han ido entrando

las variables en el modelo de acuerdo a la muestra con la que ha sido

entrenado.

Paso Sense Variable Tasa de acierto en
validacion cruzada

1 Entra ESTRIOL VAR WEEK 76,41%

) Entra CORTISOL _FORTNIGHT 74,87%

3 Entra SO4E1_ VAR FORTNIGHT 76,92%

4 Entra PRIMIPARA 73,33%

5 Entra AGE 76,92%

6 Entra PROGESTERONA MONTH 77,44%

Tabla 1. Evolucién de la tasa de acierto en entrenamiento y validacion cruzada de la regresion
logistica por pasos.

En el proceso se dan un total de 6 pasos. Observamos que las variables
que mas relevancia toman son: ESTRIOL_VAR WEEK, CORTISOL_
FORTNIGHT, SO4E1_VAR_FORTNIGHT que entran en el primer, segundo y

tercer paso respectivamente.
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En cada uno de los pasos se obtiene un modelo distinto: el primero solo
con ESTRIOL VAR _WEEK, el segundo con ESTRIOL VAR WEEK vy

CORTISOL_FORTNIGHT vy asi hasta el ultimo que contempla las 6 variables.

Tras evaluarlos todos ellos con una estrategia de validacién cruzada, el
mejor modelo es el que contempla las 6 variables, teniendo una tasa de acierto
del 77,44% pero de un 69,01% en la tabla de test tal y como se vera en el

capitulo 9.1 (resultados obtenidos) (Tabla 3).

Las diferencias significativas entre una y otra tasa de acierto, nos han
llevado a descartar dicho modelo y a proponer como alternativa otro que, si
bien tiene menor capacidad explicativa, presenta unas tasas de acierto
mayores y mas alineadas, lo que permite confiar en su capacidad de
generalizacion a otras muestras de mujeres distintas a aquella con la que se ha

entrenado. Este modelo se detalla en el apartado siguiente.

Modelo de Random Forest

Se ha ajustado un modelo de random forest, ensamblando 100 arboles
para los que se ha establecido un nivel de profundidad de 50 y permitiendo que
en las hojas finales del arbol pueda haber una unica observacion. La
evaluacion de la tasa de error en validacion cruzada, lleva a considerar como
modelo éptimo aquél que anida un total de 60 o 71 arboles (Figura 1), siendo la
tasa de acierto en validacién cruzada de 81.03% (Tabla 3). De acuerdo al

principio de parsimonia que se recomienda en el contexto de modelizacion (los
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tanto menos

modelos mas parsimoniosos son mas simples y por

sobreajustados), se ha tomado aquél que anida 60 arboles.

number of trees: 71
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Figura 1. Evolucion de la tasa de acierto en entrenamiento y validacion cruzada del random
forest.
A continuacion, se presenta un listado con las variables que tienen mas

importancia en este modelo. Dicha importancia se establece en funcién del
grado de participacion de dichas variables en cada uno de los 60 arboles que
configuran el modelo (Tabla 2). El hecho de que una misma variable pueda

participar en un mismo arbol varias veces, justifica que la participacién de cada

variable pueda ser superior a 60.
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Variable Number of rules
SO4E1_MONTH 123
PROGESTERONA MONTH 111
ESTRIOL VAR WEEK 103
ESTRIOL FORTNIGHT 90
PROGESTERONA FORTNIGHT 85
ESTRIOL VAR FORTNIGHT 84
CORTISOL VAR FORTNIGHT 78
ESTRIOL MONTH 77
SO4E1_FORTNIGHT 70
CORTTISOL MONTH 70
ESTRIOL MONTH 64
SO4E1_VAR WEEK 61
PROGESTERONA WEEK 60
CORTISOL FORTNIGHT 59
PROGESTERONA VAR 54
CORTISOL VAR WEEK 44
SO4E1 VAR FORTNIGHT 39
SO4E1_WEEK 37
CORTISOL WEEK 36
PROGESTERONA VAR WEEK 33
EDAD 26
PRIMIPARA 11

Tabla 2. Importancia de las variables en funcion de su participacion en el random forest.
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9.1 Resultados obtenidos.

Resultados

La siguiente tabla muestra las tasas de acierto obtenidas durante el

proceso de validacion cruzada, asi como en la reservada para test.

Modelo Validacion cruzada Test
Regresion logistica 77,44% 69,07%
Random forest 81,03% 79,38%

Tabla 3. Tasas de acierto obtenidas por validaciéon cruzada y en la tabla de test.

Se puede observar que el modelo de random forest ademas de ser el

que presenta una tasa superior de aciertos sobre la tabla de test, es también el

que esta menos sobreajustado, al moverse dicha tasa en un nivel bastante

similar al obtenido en el proceso de validacién cruzada.

La matriz de confusion asociada a uno y otro modelo, evaluada sobre la

tabla de test, es la que a continuacion se presenta (Tabla 4):
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Todas las Regresion logistica Todas las Random forest
semanas semanas

Real 0 1 Total Real 0 1 Total
0 52 15 67 0 60 7 67

1 15 15 30 1 13 17 30
Total 67 30 97 Total 73 24 97

Tasa de acierto: 69,07%

Tasa de acierto: 79,38%

Precision en partos: 50,00%

Precision en partos: 70,83%

Precision en no partos: 77,61%

Precision en no partos: 82,19%

Tabla 4. Matrices de confusion evaluadas sobre la tabla de test.

La tasa de aciertos del modelo es el cociente entre el nimero de casos

(partos y no partos) en los que el modelo acierta entre el numero de casos

totales. La métrica “precision en no partos” refleja el porcentaje de veces que el

modelo predice que no habra partos y acierta. De manera analoga, la métrica

“precision en partos” refleja el porcentaje de veces que el modelo predice que

habra partos y acierta.

El modelo de random forest acierta en un 10% mas de los casos y sus

tasas de acierto son casi un 5% superior en la tasa de no partos y casi un 20%

en la de partos.

Finalmente, se presenta el desglose de esta informaciéon por semanas

para cada uno de los modelos (Tabla 5y 6).
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Semana 37 | Regresion logistica | Semana 38 | Regresion logistica
Real 0 1 Total Real 0 1 Total
0 27 3 30 0 15 5 20
1 5 0 5 1 5 5 10
Total 32 3 35 Total 20 10 30

Tasa de acierto: 77,14%

Tasa de acierto: 66,67%

Precision en partos: 0,00%

Precision en partos: 50,00%

Precisién en no partos: 84,38%

Precision en no partos: 75,00%

Semana 39 | Regresion logistica | Semana 40 | Regresion logistica
Real 0 1 Total Real 0 1 Total
0 7 5 12 0 3 2 5

1 3 5 8 1 2 5 7
Total 10 10 20 Total 5 7 12

Tasa de acierto: 60,00%

Tasa de acierto: 66,67%

Precision en partos: 50,00%

Precisién en partos: 71,43%

Precision en no partos: 70,00%

Precision en no partos: 60,00%
(prediccion en partos en la
semana 41)

Tabla 5. Matrices de confusién evaluadas por semana sobre la tabla de test en la regresion

logistica.
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Semana 37 | Random forest Semana 38 Random forest

Real 0 1 Total Real 0 1 Total
0 29 1 30 0 17 3 20

1 4 1 5 1 5 5 10
Total 33 2 35 Total 22 8 30

Tasa de acierto: 85,71%

Tasa de acierto: 73,33%

Precisidon en partos: 50,00%

Precisién en partos: 62,50%

Precision en no partos: 87,88%

Precisién en no partos: 77,27%

Semana 39 | Random forest Semana 40 Random forest

Real 0 1 Total Real 0 1 Total
0 11 1 12 0 3 2 5

1 3 5 8 1 1 6 7
Total 14 6 20 Total 4 8 12

Tasa de acierto: 80,00%

Tasa de acierto: 75,00%

Precisién en partos: 83,33%

Precisién en partos: 75,00%

Precision en no partos: 78,57%

Precision en
(predicciéon en partos en la semana

no partos: 75,00%

Tabla 6. Matrices de confusidn evaluadas por semana sobre la tabla de test en el random

forest.
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Discusion

A lo largo del segundo y tercer trimestre de gestacién se producen
cambios fisiolégicos determinantes para el desarrollo fetal. Entre ellos, la
produccion y secrecidn de hormonas esteroides tales como C, SO4E+1, P4y Es,
asi como la interrelacién de estas hormonas en la unidad feto placentaria.
Estas mismas juegan un papel esencial en este periodo de la gestacion (Costa,

2016).

En la guia de asistencia practica de control prenatal del embarazo
normal de la Sociedad Espafiola de Ginecologia y Obstetricia, proponen la
comprobacién de movimientos fetales, analitica completa en los tres trimestres,
y la realizacién de tres ecografias durante el embarazo, en mujeres sin factores
de riesgo, para el control del crecimiento y bienestar fetal. Ademas, se realiza
un programa de cribado que permite detectar de manera especifica, los
embarazos con riesgo elevado de alteraciones cromosdémicas, en el que se
combinan datos clinicos de las gestantes, marcadores bioquimicos maternos y

mediciones ecograficas del feto (SEGO, 2018).

Dentro de estos controles rutinarios no se contemplan como los factores
externos pueden alterar el metabolismo materno, y sus consecuencias en el
desarrollo fetal (Yang et al., 2015). Por otro lado, algunos autores concluyen
que el segundo trimestre quiza, sea el periodo mas sensible de la gestacién a
las concentraciones elevadas de C materno (Hompes et al., 2012; Hohwu et al.,

2015; Arranz Betegon et al, 2017).
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Por ello, en este estudio se realizé la medicion de las hormonas Es, P4,
C y SO4E1 en muestras de saliva en el segundo y tercer trimestres de

gestacion.

En la saliva, encontramos la fraccion libre de la hormona (fraccion
biolégicamente activa) (Fischer-Rasmussen et al., 1981; Kundu et al., 1983;
Fred-Voss, 1999; Abrao et al, 2014; Falah et al., 2015). La medicién de
hormonas esteroides en saliva presenta beneficios frente al plasma y suero
sanguineo, que en estos ultimos casi el 98% de las hormonas van unidas a
proteinas trasportadoras, y para la determinacion de la fraccidon libre se
requiere una extraccion previa al analisis de la hormona, las cuales pueden dar
una reaccion cruzada con los anticuerpos (Toniolo et al., 1994; Bellem et al.,

2011).

Varios autores realizan la determinacion de estrogenos en saliva como
método de deteccion de posible parto y parto prematuro (Goodwin, 1999; Hee,
2011), duracion del embarazo (McGregor et al., 1995) y valoracion de la
funcidn feto-placentaria (Vining et al., 1983). También el analisis de estrogenos
en saliva se ha utilizado para la evaluacién de supervivencia fetal en animales

(Kasman et al., 1988, Ohtaki et al., 1999, Kornmatitsuk et al., 2004).

Ademas, otros autores proponen que la medicion de C en saliva es una
técnica no invasiva, la recogida de la muestra no provoca estrés y no necesita
entrenamiento del personal sanitario (Bellem et al., 2011; Hohwu et al., 2015).

Las muestras pueden ser recogidas por la paciente de forma independiente,
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aunque existe el riesgo de olvido, asi como de realizarlo en horarios

descoordinados (Hohwt et al., 2015).

El andlisis hormonal se llevd a cabo mediante la técnica EIA,
previamente validada, siendo una técnica altamente sensible y precisa (lllera et
al., 2014). Esta técnica es uno de los métodos mas comunes para la medicién
de hormonas esteroides (Morel et al., 2016). Es capaz de medir pequefas
cantidades de moléculas con bajo peso molecular, dependiendo de su afinidad
por el anticuerpo y amplificando su unién con un marcador enzimatico (Bellem

et al., 2011).

La validacion de la técnica EIA, para la medicibn de hormonas
esteroides en saliva, es decisiva para el conocimiento del mecanismo hormonal
durante el embarazo. Se ha demostrado que las técnicas EIA de son unos
métodos especificos y precisos para cuantificar hormonas esteroides (Munro y
Lasley, 1988), lo que nos ha llevado a validar una técnica de EIA, sencilla y
precisa para las hormonas esteroides C, SO4E+1, P4 y Es. Las condiciones en
las que la técnica se ha realizado se basan en estudios previos (Silvan et al.,
1993; lllera et al., 1997; Carneiro et al., 1998). Se trata de una técnica directa,
sin extraccion previa de la muestra, de alta precision (incubacién de 24 h de la
muestra con el anticuerpo en fase solida) y la temperatura (4°C en todas las
etapas, excepto para el sustrato). Esto simplifica en gran medida el método y
reduce posibles errores debido al procedimiento de extraccién. La prueba de
paralelismo confirmd la excelente discriminacion de las hormonas esteroides

(C, SO4E1, P4 y E3) en saliva, la cual no muestran interferencias en el ensayo.
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En este sentido, tanto el coeficiente de variacion intra e inter-ensayo (%)

para las dos técnicas utilizadas estan dentro de limites aceptables.

El segundo trimestre de gestacion esta comprendido entre las semanas
12 y 26 de gestacidon. En este periodo de gestacion tienen lugar
acontecimientos importantes, como la percepcién de movimientos por parte de
la madre o el funcionamiento autbnomo de la glandula adrenal fetal (Gitau et

al., 2001; Palma-Gudiel et al., 2015; Moore et al., 2016).

La produccion esteroidea durante el embarazo es el resultado de una
compleja interaccion entre madre-placenta-feto necesaria para un buen
desarrollo fetal (Heffner y Schust, 2014). La placenta no tiene la capacidad de
producir colesterol. Para sintetizar P4, la placenta necesita colesterol y
pregnenolona procedentes de la madre y el feto. Sin embargo, la placenta es
capaz de aromatizar precursores androgénicos, también de origen materno y

fetal, en estrégenos (E1, E2, E3) (Heffner y Schust, 2014).

Por otro lado, el feto carece de la enzima 3beta-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3p-HSD) encargada de catalizar la conversion de
pregnenolona en P4, y DHEA en A4. El feto secreta a la placenta grandes
cantidades de pregnenolona y DHEA para la produccién de estrégenos y P4 en
la placenta. A diferencia de la madre y la placenta, el feto tiene la capacidad de
sulfatar rapidamente esteroides a nivel adrenal, lo que reduce la actividad
esteroide y acelera su excrecion. En el higado fetal, se produce la hidroxilacién

de DHEA-S a 16-OH-DHEA-S, que sirve como precursor para producir Ez en la
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placenta. Por ello, los precursores esteroides placentarios deben provenir del
feto y la madre (Heffner y Schust, 2014). En nuestros resultados observamos
como los niveles medios hormonales de P4, E3s y C aumentan progresivamente
a lo largo del segundo trimestre, lo que indica que el eje hipofisario-
hipotalamico-adrenal (HHA) fetal, junto con el complejo materno-placentario
funcionan de forma coordinada, con unos mecanismos de estimulo e inhibicion
que regulan de manera dinamica los factores que afectan al desarrollo y
crecimiento fetal, bajo diferentes condiciones (Tal et al., 2000; Hernandez

Garcia, 2015; Morel et al., 2016).

El inicio de la percepcion de movimientos fetales por parte de la madre
abarca un amplio rango y se produce entre las semanas 16 y 20 de gestacién
(Akkaya y Buke, 2018). Los movimientos fetales, son considerados un signo de
madurez del sistema neuroldgico y bienestar del feto (Gran- Beuttler et al.,
2011), asi como los movimientos oculares, respiratorios y el pulso cardiaco

(Lerner, 2004).

Entre la semana 18 y 20 de gestacion, la madre comienza a sentir el
movimiento del feto (RCOG, 2011; Akkaya y Buke, 2018); aunque se ha
descrito que algunas multiparas pueden percibir los movimientos fetales desde
la semana 16 de gestacion (RCOG, 2011). Segun los resultados descritos por
Di Pietro y colaboradores en 2009, un alto nivel de C esta relacionado
positivamente con un incremento en la intensidad de los movimientos fetales,
siendo este aumento posiblemente estimulado por la ACTH central materna (Di

Pietro et al., 2009). En nuestros resultados aparecen aumentos significativos en
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las concentraciones de Es3, P4+ y C en la semana 16, que pueden estar
relacionados con el inicio de movimientos de las extremidades fetales no
perceptibles por la madre (Di Pietro et al., 2009; Torres Marti et al., 2012;

Moore et al.,2016).

Por otro lado, resulta dificil definir con exactitud el inicio del
funcionamiento del eje HHA fetal, y cuando comienza a hacerlo de manera
auténoma. Algunos autores, afirman que la glandula adrenal fetal funciona a
partir de la semana 8 de gestacion (Johnston et al, 2018) ya que se
observaron niveles bajos de Es en sangre materna, indicando que el feto
comienza a producir DHEA-S en la adrenal fetal (Yen, 1991). Sin embargo,
otros autores exponen que la corteza adrenal fetal no es capaz de producir C
de novo a partir de colesterol hasta la semana 30 de gestacion (Mesiano vy

Jaffe, 1997).

Partsch y colaboradores, encontraron mayores concentraciones de C,
corticosterona y aldosterona en la arteria umbilical que en la vena umbilical
entre las semanas 10 y 20 de gestacién, indicando que estos esteroides son

producidos por el feto (Partsch et al., 1991).

Otros autores postulan que, hasta la semana 15 de gestacién, la adrenal
funciona bajo el estimulo de la hCG. A partir de este momento, comienza a
funcionar de manera auténoma bajo el control de la ACTH producida en la

hipdfisis fetal (Heffner y Schust, 2014).
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En la semana 23 observamos un aumento relevante de P4, C y E3 que
puede estar relacionado con el inicio del funcionamiento del eje HHA de forma

auténoma.

Segun Gitau y colaboradores (2001), el eje HHA en el feto humano no
comienza a funcionar de manera auténoma hasta la mitad de la gestacion; el
aumento de B-endorfinas fetales como respuesta al estrés producido por el
hipotalamo fetal, es detectable a la semana 18 de gestacidén; mientras que la
sintesis de C como respuesta del sistema nervioso fetal es detectable en la
semana 20 de gestacion. Por su parte, diferentes autores, postulan que el eje
HHA fetal esta completamente desarrollado y es funcional en la semana 22 de
gestacion (Palma-Gudiel et al., 2015), produciendo cantidades apreciables de
C (Miranda y Sousa, 2018). Ademas, se ha observado que la sintesis de C de
novo comienza en la zona definitiva de la corteza adrenal fetal en la semana 23
de gestacion (Narasaka et al., 2001), lo que corresponderia con nuestros

resultados.

Este aumento de C en la semana 23 coincide también con el inicio de la
secrecion de surfactante pulmonar, por las células epiteliales secretoras de las
paredes interalveolares de los pulmones (Moore et al., 2016). El C induce en el
pulmén fetal la sintesis de proteinas B y C del surfactante, y de enzimas
implicadas en la sintesis lipidica, en funciones antioxidantes y en la
movilizacion de los fluidos pulmonares fetales (Smith, 2007; Gerulewicz-

Vannini et al, 2012).
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Por lo tanto, en el segundo trimestre de gestacion observamos unos
aumentos significativos de C, Esy P4 en las semanas 16 y 23 de gestacion, asi
como el aumento progresivo de los niveles de estas hormonas, que podemos
relacionar con el comienzo de la percepciéon de los movimientos fetales y el

inicio del funcionamiento del eje HHA fetal de manera auténoma.

A partir de la semana 37 comienza el periodo conocido como gestacion
a término, periodo del tercer trimestre de gestacion en el que el feto alcanza su
madurez y se inician los mecanismos del parto (Cunningham et al., 2011). En
nuestros resultados observamos como se mantiene un aumento progresivo de
las concentraciones de Ez y C vy, a partir de la semana 37 se produce un

incremento mas rapido y pronunciado de ambas hormonas.

Se ha observado que la concentracion de Es libre en saliva aumenta
gradualmente hasta la quinta semana antes del parto, y a partir de ese
momento aumenta de forma exponencial (Vining et al., 1983; McGarrigle y

Lachelin, 1984; Darne et al., 1987).

Otros autores observaron un incremento pronunciado de Es entre las
semanas 35 y 37, asi como un aumento paralelo de E1, E2 y E3 en el mismo
periodo, sugiriendo que la maduracion del eje HHA fetal tenia relacion directa
con el inicio del parto (Hobel et al., 1999; Morel et al., 2016). De la misma
forma, y corroborando nuestros resultados, otros autores observan un aumento
exponencial de Es entre 2 y 6 semanas antes del parto (Hampson et al., 2013;

Kota et al., 2013; Chatuphonprasert et al, 2018).
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Sin embargo, Hedriana y colaboradores (2001) sugieren que no es tanto
el valor de las concentraciones de Es que se llegan a alcanzar, sino el
incremento exponencial al final de la gestacién, lo que parece estar relacionado

con el momento del nacimiento.

El incremento de Es al final de la gestacién aumenta la actividad de la
enzima 11BHSD encargada de metabolizar el C materno a cortisona inactiva.
La cortisona resultante estimula el eje HHA fetal, resultando en un incremento
de DHEA-S y C fetales. EI aumento de DHEA-S fetal dara lugar a un
incremento de Es, que estimulara de nuevo mediante mecanismos de
retroalimentacion positiva la actividad de 11pHSD (Goodwin, 1999; Pepe et al.,

2001; Kaludjerovic y Ward, 2012).

También se ha observado que los niveles de Es estan asociados
positivamente con los niveles de CRH placentario, y por consecuencia al
aumento de C (Smith et al., 2009), el cual se ha visto que aumenta al final de la
gestacion (Goldkrand et al., 1976; Sandman et al., 2006; Soma-Pillay et al.,
2016) coincidiendo con nuestros resultados. Ademas, la elevacion de
corticoides fetales al final de la gestacion tiene concordancia con el
pronunciado aumento de Es en la semana 37 (Fencl et al., 1980) y con el inicio

de los mecanismos del parto (Chatuphonprasert et al., 2018).

El incremento de una unidad de C en plasma materno (ug/dl) lleva

asociado un aumento de 34 pg/ml de CRH (Sandman et al., 2006), lo que
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explica que las modulaciones de CRH al final de la gestacién estan

directamente reflejadas en los niveles de C (Hobel et al., 1999).

Otros autores describen que los niveles de C llegan a triplicarse al final
de la gestacion (Jung et al., 2011; Duthie y Reynolds, 2013; Wang et al., 2014),

lo que coincide con los resultados obtenidos en este estudio.

Mientras que los glucocorticoides inhiben la sintesis y secrecién de CRH
hipotalamica (Frim et al.,, 1990), paraddjicamente estimulan la expresion

placentaria de CRH (Wang et al., 2014).

La CRH placentaria aumenta a medida que avanza la gestacion
(Nodwell et al., 1999) y estimula la sintesis de ACTH y la esteroidogénesis
adrenal fetal. La estimulacion de la sintesis de C y DHEA en la adrenal fetal
esta relacionada con la maduracion de los 6rganos del feto y el inicio del parto

(Frim et al., 1990; Yoon et al., 1998; Smith, 2007; Busada y Cidlowski, 2017).

Por otro lado, la P4 inhibe la produccién de CRH en la placenta (Karalis
et al., 1996; Ni et al., 2004; Sfakianazi y Norwitz, 2006; Vrachnis et al., 2012b),
atenua sus efectos, y compite con el C fetal por la unién a RGC (Karalis et al.,
1996; Micks et al., 2015) estimulando asi la hipdfisis fetal (Goodwin, 1999). Los
efectos de la P4 sobre la actividad de CRH dependen de la edad gestacional y
del numero de receptores de P4 que disminuyen hacia al final de la gestacién

(Mesiano, 2004; Kota et al., 2013; Costa, 2016).
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En cuanto a los resultados obtenidos en las concentraciones de Pa,
observamos que esta hormona aumenta progresivamente durante el segundo y
el tercer trimestre hasta el momento del parto, alcanzando su maxima
concentracion en el tercer trimestre. Estos resultados concuerdan con los
expuestos por otros autores, los cuales observan que la concentraciéon
plasmatica de P4 va incrementandose a lo largo de la gestacion, alcanzando los
nieles mas altos en el tercer trimestre (Mesiano, 2001; Mesiano, 2004; Morel et
al., 2016). Asimismo, se encuentra un incremento del ratio estrégenos/P4 al
final de la gestacién relacionado con el inicio del parto (Challis et al., 2000;

Golightly et al., 2011).

También observamos que los niveles de P4 a lo largo de la gestacion,
para mujeres que paren en la semana 37, son sensiblemente mas bajos que
para aquellas mujeres que dan a luz mas tarde, lo cual esta relacionado con la
accion de P4 sobre las contracciones uterinas y la dilatacion cervical (Pafizek et
al., 2014; Costa, 2016). Se ha observado que embarazos con un rapido
incremento de P4 son mas largos que aquellos con un aumento de niveles mas

lento (Jukic et al, 2013).

Durante el embarazo, el crecimiento uterino se encuentra bajo el control
de los estrogenos (Cunningham et al., 2011; Costa, 2016). Asimismo, la
supresion del crecimiento uterino y la induccion del estrechamiento de las
paredes del miometrio estan regulados por la P4+ (Lye et al., 2001). El
incremento de la tension sobre la pared uterina manda sefales para el inicio

del parto (Cunningham et al., 2011).
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Sin embargo, a pesar de que los niveles de P4 circulante contintan
aumentando al final de la gestacion, existe una disminucién del nimero de sus
receptores, activando asi los mecanismos de la contractilidad uterina (Mesiano,

2004; Brown et al., 2006; Condon et al., 2006; Menon, 2016).

El proceso de parto es una interrelacién entre un proceso hormonal y un
mecanismo inflamatorio (Golightly et al., 2011). La enzima 3HSD1 cataliza la
conversion de DHEA en A4 para ser luego convertida en E1 por la enzima
aromatasa (CYP19A1) (Hanukoglu, 1992; Thomas y Potter, 2013). Por otro
lado, se ha descrito que la CRH puede estimular la expresién de CYP19A1
(You et al., 2006), asi como la sintesis de prostaglandinas (Gao et al., 2008;
Whittle et al., 2001) y de IL-6 e IL-1 (Angioni et al., 1993; Dudley, 1999; Keelan,
2018). El aumento de CRH al final de la gestacion, y la consecuente sintesis de
IL-6, IL-1, PGE2 y CYP19A1, parece crear un ambiente estrogénico propicio

para el inicio y mantenimiento del parto (Keelan, 2018; Anelli et al., 2019).

Por otro lado, el aumento de C producido por la adrenal fetal al final de la
gestacion, da lugar a la producciéon de proteinas del surfactante pulmonar y
fosfolipidos necesarios para el desarrollo y maduraciéon pulmonar. Las
proteinas del surfactante, al entrar en contacto con el liquido amnidtico, actuan
como activadores de macrofagos y estimulan la inflamacién que ocurre durante
el parto en las membranas fetales, cérvix y el miometrio subyacente (Keelan et

al., 1999; Cabero, 2012).
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El incremento de P4, C y E3 que observamos al final de la gestacion
puede estar relacionado con la preparacién y el inicio de los mecanismos del
parto, ya que la sintesis de estas hormonas puede verse incrementada por el
aumento de CRH al final de la gestacion, asi como la disminucion de la
expresion de los receptores de P4 (Goldkrand et al., 1976; Sandman et al.,

2006; Soma-Pillay et al., 2016).

Por otro lado, se ha descrito la presencia de grandes cantidades de E1
en sangre de la mujer gestante, aunque se encuentra la mayor parte en su

forma sulfatada (SO4E1) (Mesiano, 2001).

Existe una gran similitud entre la unidad feto-placentaria de mujeres y
otras especies animales (Raeside, 2017). El analisis de SO4E1 se usa como
indicador de viabilidad en gestaciones porcinas (Ohtaki et al., 1999), asi como
para el diagnostico de anomalias fetales en esta especie (Kornmatitsuk et al.,
2004). Este analisis también se realiza para la estimacion de la supervivencia
fetal en diferentes especies animales como las yeguas (Kasman et al., 1988).
Sin embargo, no existe mucha informacion acerca del mecanismo de accién de

SO4E1 en mujeres (Geyer et al., 2017).

En nuestros resultados observamos que los valores de SO4E1 va
aumentando ligeramente desde el inicio del segundo trimestre hasta alrededor
de la semana 35, que comienzan a aumentar exponencialmente hasta la
semana de parto. De todas las hormonas analizadas, SO4E1 es la primera que

comienza su incremento exponencial en el tercer trimestre, lo que nos indica
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que los niveles de esta hormona son de gran importancia para el
mantenimiento de la gestacion (Gibson et al., 2018) y el inicio de los procesos

de parto (Geyer et al., 2017).

El ambiente estrogénico en la placenta tiene una influencia en el inicio
de los mecanismos del parto (Ledingham et al., 2000), y se ha propuesto, que
la sulfatacion de estrogenos esta relacionada con la prolongacion del
embarazo, ya que la sulfatacion parece evitar la actividad estrogénica de E1

(Geyer et al., 2017).

La sintesis de E1 a partir de A4 esta regulada por la enzima aromatasa,
expresada extensamente en la placenta (Kaludjerovic y Ward, 2012; Berkane et
al., 2017), y se ha descrito que los niveles de esta enzima aumentan a lo largo
de la gestacion (Kitawaki et al., 1992). Se ha observado que, en gestantes a
término, existe una gran produccién placentaria de E1 gracias a la accion de la
aromatasa (Leslie et al., 1994). Por lo tanto, segun nuestros resultados
obtenidos, el aumento de SO4E+1 encontrado puede estar relacionado con una

gran actividad de la enzima aromatasa.

Aunque el papel fisiolégico de los estrégenos durante la gestacion es
dificil de determinar (Morel et al., 2016), segun nuestros resultados podemos
relacionar el aumento de SO4E1 a partir de la semana 35 con la prolongacién
de la gestacién, puesto que las mujeres con niveles mas elevados de SO4E1 a

partir de la semana 37 paren mas tarde, alrededor de las semanas 40-41.
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Hacia el final de la gestacion, se ha descrito un aumento de la expresion
de la enzima 17BHSD-2 encargada de convertir E2 en E1 en la placenta (Drolet
et al., 2007; Su et al., 2007), lo cual podemos relacionar también con el
aumento de SO4E+1 encontrado en nuestros resultados. Su y colaboradores
(2007) hipotetizan que el aumento de 17BHSD-2 sirve, como “barrera

protectora” para proteger al feto de exceso de Eoz.

Ademas, algunos autores senalan que altos niveles de P4 pueden inducir
la expresion de 17BHSD-2 (Mesiano, 2001; Cheng et al., 2006). La E1 actua
como una reserva inactiva de estrogenos modulada por la aromatasa, lo que
apoya su funcion protectora sobre el utero de los efectos oxitocicos del E2
(Leslie et al., 1994). En nuestros resultados también observamos una
correlacion positiva fuerte entre SO4E1y P4, por lo que el aumento de las dos
hormonas puede reforzar la hipotesis de que niveles altos de SO4E1 y P4
actuan como agentes protectores del feto al exceso de estrégenos

biolégicamente activos.

El adecuado funcionamiento e interaccion de los tejidos
esteroidogénicos, ademas de las enzimas implicadas en su sintesis y
transporte, son cruciales ya que la exposicion intrauterina del feto a niveles
anormales de glucocorticoides (Miranda y Sousa, 2018) u hormonas sexuales
(Cardoso et al., 2015; Pluchino et al., 2016), afectan negativamente al
desarrollo fetal. Ademas, concentraciones andémalas de hormonas esteroides
durante el embarazo pueden aumentar el riesgo materno de desarrollar

enfermedades malignas (Schock et al., 2014; Konstantakou et al., 2017).
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Existen muchos estudios que realizan un analisis hormonal de
estrogenos, progestagenos y/o glucocorticoides durante la gestacién, indicando
que estos pueden servir como indicadores de alteraciones en el desarrollo de la
gestacion (Falah et al.,, 2015; Fowden et al., 2015; Newby et al., 2015). Por
ejemplo, niveles bajos de Es puede ser un indicador de crecimiento intrauterino
retardado (Falah et al., 2015), de muerte intrauterina (Fred-Voss, 1999), asi
como indicador de anomalias en la cascada esteroidogénica (Bulun, 2000;
Pelissier et al., 2005; Kim et al., 2008; Reisch, et al., 2013). Por otro lado,
niveles bajos de estrogenos y P4, y elevadas concentraciones de androgenos
estan relacionados con el desarrollo de pre-eclampsia (Shao et al., 2017; Shin

et al., 2018; Wan et al., 2018).

Sin embargo, no existen estudios que interrelacionen estos niveles de
estrogenos, progestagenos y glucocorticoides y sus variaciones a lo largo de la
gestacion. Segun los resultados obtenidos en este estudio, el analisis hormonal
de P4, E3, C y SO4E1 en momentos puntuales de la gestacion son buenos
indicadores de valores de normalidad en gestaciones de bajo riesgo, y su
determinacién podria aportar informacion relevante que complementaria al
control ecografico rutinario, al registro cardiotocografico y reconocimiento de

movimientos fetales realizados durante la gestacion.

Por otro lado, factores externos como el estrés fisico, psicosocial y/o
economico pueden influir en el desarrollo del feto (Glover, 2011; Palma-Gudiel
et al., 2015). Sin embargo, existen diferencias entre el estrés especifico del

embarazo y el estrés general, ya que no van a producir el mismo efecto en el
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desarrollo del feto (Romero Gonzalez et al., 2018). Ademas, la propia gestacion
supone unos cambios psicologicos (estado de ansiedad percibido) y puede
afectar a la secrecion materna de C. Los niveles de C en mujeres gestantes
pueden ser distintos a los niveles en mujeres no gestantes, ya que estas no
presentan estos cambios psicoldgicos y, es posible, que sus niveles de

ansiedad percibidos sean distintos (Rondo et al., 2004).

Asi mismo, adversidades maternas como el estrés, depresion o
ansiedad estan asociados a un aumento en la produccion de GC maternales y

fetales, y puede depender del momento de la gestacion (Morsi et al., 2018).

Un incremento del estrés durante la gestacidén, supone una exposicion
fetal a elevadas concentraciones de GC (Glover, 2015) afectando al desarrollo
neuronal y comportamental del recién nacido (McGowan y Matthews, 2018).
Muchos estudios describen las consecuencias neurolégicas a largo plazo
asociados a la prematuridad (Rodriguez Valdés et al., 2015; McGowan y
Matthews, 2018) como: déficit de atencidn, hiperactividad, trastornos de

ansiedad y esquizofrenia (Crowther, et al. 2007; Glover, 2015).

Existe una controversia entre la relacidn directa de los niveles de estrés
materno y su reflejo en los niveles de C, asi como su influencia en el desarrollo
fetal. Diversos estudios avalan una relacién directa entre el estado psicoldgico
materno y niveles de C (Giesbrecht et al, 2012; O’Connor et al., 2013;
Valsamakis, et al., 2017). Otros autores afirman que el estrés prenatal puede

influenciar la actividad de la enzima 11B-HSD2 placentaria, encargada de
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convertir el C en su forma inactiva cortisona, dejando al feto expuesto a
mayores concentraciones de C (Welberg et al., 2005). Ademas, se ha asociado
el crecimiento intrauterino retardado (CIR) con una disminucién de la actividad

enzimatica de 11p-HSD2 (Pefa et al., 2012).

Las mujeres que tienen un aumento de los niveles medios de ansiedad
durante el embarazo, muestran un incremento mas pronunciado de C en
comparacién con aquellas mujeres que muestran niveles de ansiedad mas
bajos (Kane et al., 2014). Estos resultados son consistentes con estudios
previos en los que muestran asociaciones positivas entre ansiedad durante la
gestacion, y la actividad de la placenta y del eje HHA fetal (Mancuso et al.,

2004; Obel et al., 2005).

El crecimiento fetal, especialmente durante el segundo trimestre, puede
verse afectado por elevados niveles de C y estrés maternos, aunque no existe
un acuerdo en relacion al periodo en el que el feto es mas sensible al estrés

(Hohwd et al., 2015; Arranz Betegon et al, 2017).

Por otro lado, otros estudios no encuentran una asociacion entre el
estrés psicologico materno y los niveles de C durante el embarazo (Goedhart et
al., 2010; Bolten et al., 2011; Pluess et al., 2011; Kane et al., 2014; Zijilmans et
al., 2017; Bleker et al., 2017; Van den Heuvel et al., 2018), asi como su
influencia sobre los mecanismos neuroendocrinos de la unidad feto-placentaria
(Gilles et al., 2018). Ademas, tampoco encuentran una correlacion entre los

niveles de C y las puntuaciones en la escala de estrés percibido (Perceived
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Stress Scale, PSS) (Baibazarova et al., 2013), o entre sintomas depresivos y

ansiedad (Hompes et al., 2012).

En las guias de control del embarazo normal como las que propone la
SEGO, 2018 y el National Institute for Health and Care Excellence (NICE,
2017), hacen recomendaciones sobre las acciones informativas y promotoras
de salud durante el embarazo, con la finalidad de cuidar el estado de salud de
la madre y el hijo centradas en la alimentacion, consumo de alcohol y tabaco,

higiene, deportes, viajes y trabajo (NICE, 2017; SEGO, 2018).

Sin embargo, estas guias no contemplan la prevencidén y diagnéstico
precoz de estrés y ansiedad, ni proporcionan ninguna herramienta concreta
para la evaluacion temprana de estos problemas de salud. Por ello, resulta
indispensable demostrar la influencia de los estados psicolégicos maternos
mediante evaluaciones psicologicas, asi como determinaciones biologicas, en

concreto la determinacion del C (Arranz Betegon et al., 2017).

Existen pocos estudios que hayan relacionado conjuntamente pruebas
de evaluaciones psicologicas y medidas bioldgicas de estrés en mujeres
embarazadas (Arranz Betegdn et al., 2017). Actualmente la medicion del estrés
se realiza mediante el analisis de los niveles de C (Aguilar Cordero et al.,
2014). Ademas, se ha descrito que los niveles de C y catecolaminas en orina
eran mas elevados en mujeres que sufrian ansiedad o depresion (Diego et al.,

2006; Field et al., 2010). Por ello, nos plateamos la incorporacién de un test de
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evaluacion Estado-Rasgo al analisis hormonal de C, para correlacionar los

niveles de ansiedad percibidos por la madre con los niveles de C en saliva.

Parece no haber un acuerdo entre qué medida de evaluacién del estrés
es la mas adecuada, si bien evaluaciones psicologicas y/o analisis de

biomarcadores son los mas utilizados (Arranz Betegon et al., 2017).

Muchos estudios utilizan instrumentos psicométricos para el analisis de
estrés o ansiedad en la gestacion, aunque no existe consenso sobre qué
herramienta es la mas adecuada: STAI, STAIX (Inventario de Expresion de Ira
Estado-Rasgo), General Health Questionnarie (GHQ), Perceived Stress Scale
(PSS), Life Events Scale, Pregnancy Stress Questions, Pregnancy Related
Anxiety Questionnaire, Self Reported Anxiety Scale (SAS), o Depression,
Anxiety and Stress Scale 21-item (DASS-21), entre otros son los mas utilizados
(Zhu et al., 2010; Liou et al., 2016; Field et al., 2010; Khashan et al., 2014;

Dolatian et al., 2016).

El inventario STAI es uno de los cuestionarios mas utilizados, para medir
el nivel de ansiedad en pacientes con diversos trastornos fisicos y psicologicos
(Guillén- Riquelme y Buela-Casal, 2014), asi como en diferentes estudios con
mujeres embarazadas (Da Costa et al. 2000; Field et al., 2010). Sin embargo,
algunos autores especifican que este cuestionario esta ideado para mujeres no
gestantes mas que para mujeres gestantes. Mujeres embarazadas pueden

interpretar las preguntas del cuestionario de forma distinta dando lugar a
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puntuaciones mas elevadas que corresponden a altos niveles de ansiedad,

aunque no muestren sintomas somaticos de esta. (Newham et al., 2012).

Valsamakis y colaboradores (2017), afirman que concentraciones de
CRH y C maternos fueron mayores en mujeres con puntuacion STAI mayor de
40 puntos, que, en aquellas con una puntuacién menor, lo cual sugiere una
relacion directa entre el estrés materno y la activacion del eje HHA durante la
gestacion. En nuestros resultados observamos una puntuacién mayor de 40
puntos tan solo en la semana 12 de gestacion, existiendo correlacion positiva
con los valores de C. Sin embargo, a partir de la semana 13 de gestacion, no

existe correlacion entre los resultados del STAI y los niveles hormonales.

Por otro lado, Bolten y colaboradores, infieren que no existe relacion
entre el estrés percibido, medido con cuestionarios de angustia prenatal, y los
niveles de C de la madre. Sin embargo, si observan que existe una influencia
de niveles de C elevados durante el embarazo sobre el crecimiento intrauterino.
Ademas, concluyen que el analisis bioquimico de C es un mejor predictor de
las consecuencias neonatales que el cuestionario de angustia prenatal (Bolten

et al., 2011).

Una de las desventajas de la utilizacion de este tipo de cuestionarios es
el posible riesgo de sesgo de aprendizaje al mismo, si se realiza de forma
continuada (Choi et al., 2010; Vazquez et al., 2018). Posiblemente, al haber

realizado el cuestionario semanalmente, este hecho explicaria por qué no
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encontramos correlacion entre los niveles de C y la puntuacién del cuestionario

STAI a partir de la semana 13 de gestacion.

Por otro lado, la posibilidad de la prediccion del dia de parto es una
pregunta frecuente en las gestantes; sin embargo, actualmente los
especialistas cuentan con pocas herramientas para predecir el parto en
gestantes a término (ACOG, 2014). El uso de la ecografia transvaginal y la
medicion de la longitud cervical a término, para predecir el inicio del parto, se
ha normalizado en muchos grupos de poblacion (Orzechowski, et al., 2014), a
pesar de ser una técnica molesta, invasiva y con un valor predictivo moderado

(Sacconne et al., 2016).

El conocimiento de la fecha de parto supondria multiples ventajas tanto
para la madre, a la hora de poder planificar el mismo, como para la gestion
hospitalaria, ya que se podrian coordinar los recursos hospitalarios en funcién
al numero de partos esperados. Otra gran ventaja seria la disminucién del
numero de inducciones al parto secundarias a gestaciones prolongadas. El
periodo de gestacion es considerado a término entre la semana 37 y 42
(Usandizaga et al., 2011), y tan solo el 4% de los neonatos nacen en la fecha
probable de parto (F.P.P) (Mongelli et al., 1996). El 33 % nacen con un margen
de una semana alrededor de la F.P.P., y el 66 % nacen con un margen de dos
semanas alrededor de la F.P.P (Khambalia et al., 2013). Diferentes autores
expusieron que el desconocimiento de la fecha de parto, supone en la gestante
un motivo de ansiedad, especialmente si ven la posibilidad de necesitar una

induccién (Lépez Araque, 2015; Todd et al., 2017).
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Por otro lado, cabe resaltar que la tasa de mortalidad perinatal (muerte
neonatal precoz y muerte intrauterina) aumenta del 2-3% en la semana 40; y al
4-7% en la semana 42 (Galal et al., 2012), siendo el embarazo post-término
prolongado un motivo para la induccion del parto (NICE, 2018). Actualmente,
no existe un momento establecido para la realizacién de la induccion, aunque

se recomienda entre la semana 41y 42 (NICE, 2018).

La mayoria de los estudios se centran en la prediccion de parto
prematuro (Benoist, 2016; Blanc y Bretelle, 2016). Se ha descrito que la CRH
tiene una relacion relativamente especifica con el aumento del riesgo de parto
prematuro (Leung et al., 2001; McGrath et al., 2002;), y que determina el
momento del inicio del parto (McLean et al., 1995; Fadalti et al., 2000); por lo
que algunos autores lo proponen como buen indicador de parto prematuro, a
partir del segundo trimestre (Smith et al., 2009). Sin embargo, no se contempla

como indicador de la fecha de parto a término.

Aunque la investigacién sobre la prediccion de parto en mujeres es
limitada, en especies animales como los ovinos, se ha observado que
concentraciones plasmaticas de estradiol pueden predecir el momento del
parto con cinco dias de antelacion (Macmillan y Davis, 2002). También se ha
utlizado el analisis de metabolitos de esteroides fecales, junto con ecografia
abdominal en la panda roja (Ailurus fulgens styani) para la prediccion del inicio

del parto (Curry et al., 2017).
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Por otro lado, el sistema endocrino es un complejo sistema regulatorio
con multiples niveles de organizacién (sistema nervioso central, glandulas,
tejidos, células) y ciclos de tiempo (oscilaciones circadianas, respuestas
rapidas, ritmos ultradianos). Este sistema muestra respuestas no lineales de
retroalimentacion involucradas en la interaccion entre sus componentes y otras
partes del cuerpo. Los modelos matematicos han ensefiado a comprender
como los mecanismos de retroalimentacion son clave para la modulacién
homeostasica (Zabala et al., 2019). La modelizacion matematica también
ayuda a la comprension del comportamiento del complejo eje hipofisario-

hipotalamico-adrenal (Leng y Macgregor, 2008).

Por todo ello, planteamos el desarrollo de un modelo matematico basado
en las mediciones hormonales de P4, SO4E+, Es y C desde la semana 34, para
predecir con una semana de antelacion si la semana siguiente dara lugar al
proceso de parto. Actualmente, los avances tecnoldgicos en biomedicina hacen
que se creen equipos multidisciplinares formados por clinicos, epidemidlogos,
estadisticos, matematicos, informaticos, entre otros (Casals et al., 2009), por
ello contamos con la colaboraciéon del Departamento de Matematicas de la
UCM para la ayuda al desarrollo de la investigacion, para el desarrollo del

modelo matematico.

El uso de machine learning, método de analisis de datos que automatiza

el desarrollo de modelos analiticos (Bagtanlar y Ozuysal, 2014), despierta un

interés creciente en el campo de la obstetricia, ya que se ha visto su utilidad en
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el diagnostico de partos prematuros y enfermedades obstétricas emergentes

(Meertens et al., 2018).

La mayoria de modelos de prediccién de partos prematuros utilizan
modelos de regresion logistica multiple. Sin embargo, su implementacién sigue
siendo compleja, puesto que la existencia de partos prematuros esta

influenciada por multiples factores (Meertens et al., 2018).

En nuestro estudio se ajustaron dos modelos: un modelo de regresion

logistica, y un modelo random forest.

La regresion logistica es un modelo con gran capacidad explicativa que
permite realizar una interpretacion de la influencia de las variables
independientes (o regresores), sobre la dependiente a partir del valor de los
odds ratios asociados a las estimaciones de los parametros. Por otro lado, el
modelo de random forest es un modelo que sacrifica la interpretabilidad del
resultado, pero a cambio, consigue ser muy competitivo desde el punto de vista

predictivo. (Malley et al., 2011).

Para el ajuste de estos modelos, hemos establecido como métrica de
evaluacion la tasa de acierto del modelo al realizar la prediccion. Los valores
obtenidos para dicha métrica, en un proceso de validacion cruzada y, sobre
una muestra de mujeres reservada para test, son respectivamente, de 77,4% y
69,07%, en el caso de la regresion logistica, y de 81,03% y 79,38% en el caso

del random forest. Ademas de observarse una mejora sensible en cuanto a la
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tasa de acierto de este ultimo sobre la tabla de test, se aprecia también que

dicho modelo estd menos sobreajustado.

En un estudio comparativo con 243 conjuntos de datos médicos con
distintos objetos de estudio, se ha observado que el modelo de random forest
tiene mejor capacidad de prediccién, comparado con el modelo de regresion
logistica, y proponen continuar la investigacion sobre la metodologia de random
forest y mejorar su capacidad de aplicar los resultados a otros grupos de datos

(Couronné et al., 2018).

Se han comparado modelos de regresion logistica multiple y random
forest para relacionar biomarcadores inmunoldgicos, eicosanoides y factores de
crecimiento, y su capacidad para predecir el parto prematuro, observando que,
la aplicacién del proceso de modelizacion de random forest tiene mayor poder

predictivo que el modelo de regresion logistica multiple (Aung et al., 2019).

El conocimiento de la semana de parto con una semana de antelacion
tiene multiples beneficios, tanto para la gestante como para el personal
sanitario, resultando de gran utilidad para la reduccion del numero de

inducciones al parto por embarazo prolongado.

La induccidén al parto es definida como el proceso de estimulacion
artificial del utero para comenzar el parto, administrando oxitocina y/o
prostaglandinas, o mediante la ruptura artificial de membranas (WHO, 2011).

Es una de las intervenciones médicas mas frecuentes en relacién con los
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nacimientos, alcanzando alrededor del 25% de los partos en paises de altos
recursos economicos (Vogel, 2014; National Childbirth Trust, 2016). Sin
embargo, las inducciones al parto tienen un alto impacto en la salud de la mujer
y en la de sus hijos (Grivell et al., 2012), y su uso deberia tener una clara
justificacion clinica (NICE, 2018). La recomendacion actual de la OMS para

inducciones al parto no supera el 10%. (WHO, 2011).

Las inducciones se realizan para prevenir un potencial dafo tanto de la
madre como del feto (Dunne et al., 2009). Sin embargo, otros autores exponen
que existen diferentes motivos para la induccién al parto: rotura prematura de
membranas, restriccion del crecimiento intrauterino, diabetes gestacional, asi

como el embarazo prolongado, entre otros (NICE, 2018).

Hay estudios que sugieren que entre el 25-50% de las inducciones se
realizan sin un motivo médico, y muchas se realizan antes de alcanzar

embarazo postérmino (Ananth et al., 2013; Ekeus y Lindgren, 2016).

El embarazo prolongado, a pesar de la falta de consenso sobre la fecha
mas adecuada para finalizar la gestacion, sigue siendo uno de los principales
motivos de induccion ya que, aun siendo bajos los riesgos de muerte
intrauterina y compromiso fetal (menos del 1% en la semana 41) (Caughey,
2013), este porcentaje aumenta de manera exponencial a partir de la semana

42 (NICE, 2018).
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Las inducciones al parto estan asociadas con un mayor porcentaje de
partos instrumentales, cesareas y uso de anestesia epidural (Bailit et al., 2010;
Grivell et al.,, 2012; Baud et al., 2013; Jay et al., 2018; Rydahl et al., 2019).
Otras de las complicaciones derivadas de la induccion al parto son: la
reduccion del pH fetal (Baud et al., 2013; Daskalakis et al., 2013), la retencién
placentaria directamente relacionada a la hemorragia posparto (Ashwal et al.,
2014; Sheiner et al., 2005), y el aumento de corioamnionitis, distocias en el
parto, rotura uterina y partos precipitados (Rydahl et al., 2019). Todas estas
posibles consecuencias derivadas de las inducciones al parto resultan en un
incremento del coste debido a las hospitalizaciones prolongadas (Vardo et al.,

2011).

Por lo tanto, la prediccidon del parto con antelacion, podria evitar las
inducciones de aquellas gestaciones prolongadas, confirmando que el inicio del
parto comenzara la semana siguiente a la aplicacion del modelo matematico,
concretando el plazo maximo para mantener una gestacion, dando la
oportunidad de comienzo de un parto espontdneo y reduciendo las

complicaciones asociadas a las inducciones al parto.

Estudios basados en las impresiones de las mujeres sobre la fecha
probable de parto, concluyen que las mujeres necesitan tener informacion
sobre el momento del parto para poder organizar el embarazo, parto y su vida

en el periodo postparto (Todd et al., 2017).
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Por ello, otro de los beneficios de la aplicacién del modelo matematico
desarrollado es el conocimiento de la fecha de parto por parte de la mujer, lo
que hace posible reducir los niveles de ansiedad asociados a la incertidumbre
del parto y también contribuir a la planificacion en las semanas previas al

mismo.

El amplio margen de la fecha probable de parto resulta un inconveniente
para la planificacion de recursos en las maternidades. Con frecuencia se
encuentran sobrecargadas, con un riesgo asociado para las mujeres, ya que
los recursos asistenciales estan basados en niveles de demanda medios y no
se tienen en cuenta el volumen de casos reales que se pueden esperar (Litvak
et al., 2005). Un aumento en el numero de matronas y obstetras esta asociado

a una disminucién del ratio de cesareas (Zbiri et al., 2018).

Las estimaciones han sido ampliamente usadas para la modelacion y
analisis de entornos sanitarios (Katsaliaki y Mustafee, 2011). Hoy en dia, el
calculo de personal necesario en un paritorio esta basado en estimaciones
computerizadas en funcion del numero de partos al afio y el numero de

matronas por turno (Allen y Thorton, 2012).

Por ello, el analisis hormonal de Es, P4, C y SO4E1 y la aplicacion del
modelo matematico desarrollado en mujeres gestantes de bajo riesgo, de forma
rutinaria desde la semana 34, puede contribuir a mejorar la asignacién de
recursos sanitarios en funcion al numero de partos esperados, asi como la

reduccion del numero de inducciones al parto postérmino.
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En los ultimos afos, se ha enfatizado la necesidad de desarrollar nuevos
métodos de prondstico en el campo de la obstetricia para mejorar la practica
clinica con respecto a la predicciéon de nacimientos prematuros, métodos de

parto y desarrollo de preeclampsia, entre otros (Kleinrouweler et al., 2016).

Por ello, el desarrollo de un modelo matematico capaz de predecir el
parto con una exactitud del 79,38% y un valor predictivo positivo del 70.83%,
asi como un valor predictivo negativo del 82.19%, basado en las variaciones
hormonales de Es, P4, C y SO4E+1 de solo cuatro muestras de saliva recogidas
desde la semana 34 supone un avance sin precedentes en el campo de la
obstetricia. Esta util herramienta puede contribuir a mejorar la asignacion de
recursos sanitarios en funcion al numero de partos esperados, asi como la

reduccion del numero de inducciones al parto postérmino.

Cabe también destacar que el valor de la media de SO4E+1 en cuatro
semanas anteriores cobran una gran relevancia, poniendo en manifiesto que la
participacion del SO4E1 en el inicio de los mecanismos del parto es mas
importante que el descrito hasta ahora. Su investigacion en el ambito de la
obstetricia puede contribuir a la comprensién de aspectos del parto hasta ahora

desconocidos.
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Conclusiones

Conclusién 1: La técnica EIA desarrollada y validada para la deteccion de las
hormonas esteroides (cortisol, estriol, sulfato de estrona y progesterona) en
saliva de mujeres gestantes es precisa, fiable y altamente sensible. Ademas, es
un buen método de diagnédstico, econémico, no invasivo y facil de implementar

en el seguimiento rutinario de la gestacion.

Conclusién 2: Durante el segundo trimestre existen elevaciones de cortisol,
estriol, sulfato de estrona y progesterona, en las semanas 16,18 y 23 de
gestacion que pueden ayudar a la valoracion del buen desarrollo fetal. Estas
mediciones pueden servir como apoyo a las pruebas del seguimiento del

embarazo realizadas hasta ahora.

Conclusién 3: Durante el tercer trimestre existe un aumento gradual y al final
exponencial de cortisol, estriol, sulfato de estrona y progesterona, este
aumento va a preparar al feto y a la madre para el inicio del parto. El aumento
del sulfato de estrona en la semana 35 a va a determinar las subidas de las
demas hormonas estudiadas. Por lo que es muy importante la medicién de esta
horma durante el tercer trimestre de la gestacién, para tener un mejor

conocimiento del inicio de los procesos del parto.

Conclusion 4: El desarrollo de un modelo matematico predictivo de la fecha de
parto con muestras salivares desde la semana 34 en mujeres gestantes es un
método novedoso que puede mejorar la gestion de recursos en unidades de
maternidad en funcion de los partos esperados, asi como la reduccién del

numero de inducciones al parto por motivo de gestacién prolongado.
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Conclusiéon final: La inclusibn del analisis hormonal y los modelos
matematicos en el seguimiento de la gestacién puede contribuir a la mejora de

la supervivencia fetal, asi como en la prediccion de la fecha de parto.
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