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RESUMEN

La preeclampsia (PE) es una enfermedad de causa desconocida, multifactorial y multiorganica
del embarazo. Los exosomas, considerados biomarcadores, pueden ser aislados del fluido
gingival crevicular (FGC), y son capaces de indicar tanto procesos bioldgicos fisiolégicos como
patolégicos. En este contexto, la investigacidon pretende determinar la existencia de
biomarcadores angiogénicos placentarios presentes en el Fluido Gingival Crevicular para el
diagnéstico de PE. Para ello se tomaron muestras de FGC a 181 mujeres embarazadas, entre
las semanas 22 y 33 de gestacion (171 sanas y 10 con diagndstico de PE), para la deteccién
de 4 biomarcadores: fosfatasa alcalina de placenta (PLAP), marcador especifico de exosomas,
glicoproteina 53 (CD63), factor de crecimiento placentario (PIGF) y tirosina cinasa-1 simil-fms
soluble (SFLT-1). Se realizé analisis de regresién logistica para cada biomarcador y posterior
estimacion de la curva ROC. Para la estimacion en conjunto de los biomarcadores, se realizé
analisis de componentes principales, regresion logistica y estimacion de la curva ROC. Los
resultados mostraron mayor cantidad de CDG63, concentraciones de SFLT-1 y PLAP en
mujeres con PE. PIGF se encontré aumentado en mujeres sanas. El area bajo la curva ROC
en la estimacion individual fue de: 0.5997 para PIGF, 0.7784 para SFLT-1, 0.7956 para CD63
y de 0.9252 para PLAP. La utilizacion de 2 componentes principales en la estimacion conjunta
logré explicar el 85% de la varianza y la estimacién del area bajo la curva ROC conjunta fue
de 0.9918. Se puede concluir que los biomarcadores detectados en el FGC, en este estudio
en Fase Exploratoria, son una buena herramienta para discriminar las pacientes sanas versus

con PE.
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1 CAPITULO I: INTRODUCCION

La preeclampsia (PE) es una enfermedad de causa desconocida, multifactorial y
multiorganica del embarazo (1,2). Se presenta comunmente en el tercer trimestre del
embarazo con una incidencia entre un 3% a un 7%, dependiendo de la muestra de los
estudios (3). En chile el 25% de las muertes maternas ocurridas entre los afios 2000 y 2004
estuvo relacionado con el sindrome hipertensivo del embarazo, ubicandose ésta dentro de
las primeras 5 causas de muerte para ese periodo (4). Comunmente se asocia con una falla
por parte de los trofoblastos para invadir las arterias espirales, lo que conlleva a un aumento
en la resistencia vascular de la arteria uterina, produciendo finalmente un descenso en la
perfusion placentaria (5). El diagnéstico de PE es realizado basandose en la presencia de
dos lecturas de ya sea presion sistélica o diastdlica elevada, separadas de 4 a 6 horas, y
proteinuria (1). Ademas de estas herramientas se utiliza el examen imagenologico de un
Doppler ya que en éste se observa el flujo restringido de la arteria uterina (1). Si bien estos
elementos permiten identificar la PE en las embarazadas es fundamental poder predecirla
para asi poder prevenir sus consecuencias, tanto en mortalidad como en morbilidad y
realizar un adecuado manejo (1,5)

Durante el embarazo la placenta tiene un rol fundamental en la adaptacién del organismo.
Ella es la encargada de la produccion y liberacion de mediadores endocrinos, vesiculas
extracelulares, micro-vesiculas y exosomas, los que podran modificar la fisiologia materna y
desarrollo fetal (6). Estos exosomas son vesiculas secretadas por exocitosis y reflejan los
estados fisioldgicos y funcionales de las células que las originan (incluyendo la placenta
humana) (6). Los exosomas son considerados biomarcadores ya que estos son estructuras
objetivamente cuantificables que pueden indicar tanto procesos bioldgicos fisioldogicos como
patolégicos (7,8). Esta ultima caracteristica, cobra real importancia ya que podrian ser

utilizados como biomarcadores predictivos para la preeclampsia, debido a que son aislados
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de fluidos corporales, como la saliva y el fluido gingival crevicular, los cuales podrian reflejar
el estado general de salud del organismo. (9—11). En esta tesis, nos preguntamos, si
existiran biomarcadores angiogénicos placentarios en el fluido gingival crevicular (FGC)
capaces de diagnosticar la preeclampsia.

Para el diagnéstico de una enfermedad es fundamental realizar un analisis estadistico de
sensibilidad y especificidad del test o elementos diagnodsticos. De gran utilidad resulta para
ello la utilizacion de la curva ROC (Receiver Operator Characteristic o Caracteristica
Operativa del Receptor). Capaz de ilustrar la relacion entre la sensibilidad y la especificidad
(12,13), y en particular en esta tesis, para la determinacion de los biomarcadores a nivel del
fluido gingival crevicular para el diagnéstico de la preeclampsia.

La estimacién de la curva ROC se realizd posterior a la regresiéon logistica, modelada
mediante maxima verosimilitud. La utilidad de este estudio es poder idealmente detectar
biomarcadores en FGC que nos permitan en un futuro desarrollar un kit diagnéstico de
preeclampsia en etapas temprana del embarazo y asi poder hacer el adecuado manejo de la

situacion.



2 CAPITULO Il: MARCO TEORICO

La preeclampsia (PE) es una enfermedad de causa desconocida, multifactorial y
multiorganica que ocurre durante el embarazo (1,2). Su presentacion es bien variada, pero
se caracteriza por un cuadro clinico de hipertension, edema y proteinuria (1,3,14). Hasta el
momento, y a pesar de los recursos invertidos en su investigacion y tratamiento, no se
conoce completamente la etiopatogenia de la PE por lo que no existe un tratamiento que la
revierta una vez iniciada (1,3,14). El unico manejo real de la PE esta enfocado a la
prevencion de la morbimortalidad materna y perinatal asociada a la PE, mediante un control
antenatal a todas las embarazadas y la interrupcién del embarazo cuando se diagnostica PE.
Dada su frecuencia de ocurrencia y potencial severidad es esencial su diagnostico temprano
(1,3,14).

Si bien actualmente el diagndstico de preeclampsia se basa en los examenes clinicos y de
laboratorio practicados a embarazadas enfocados principalmente en la deteccion de
hipertensién y proteinuria (1), revisiones sistematicas (14—17) han mostrado que la
cuantificacion de proteinuria, acido ureico o transaminasas no tienen alta sensibilidad para
predecir la enfermedad, reportando por ejemplo, para la deteccion mediante pruebas
hepaticas una sensibilidad menor al 70% (16). Es de aqui donde los biomarcadores estan
jugando un rol fundamental ya no solo en la descripcion de una enfermedad sino que
también en la prediccién temprana de éstas (14-17).

Los biomarcadores son caracteristicas, substancias, estructuras o procesos medibles
objetivamente y evaluados como indicadores de normalidad de procesos bioldgicos,
procesos patologicos o respuestas farmacoldgicas a intervenciones terapéuticas (7,8,10). La
preeclampsia presenta marcadores propios del proceso patolégico (14,17). Factores
angiogenéticos, unidades fetoplacentarios, DNA y RNA fetal libre de células, marcadores

biofisicos y exosomas, entre otros, estan siendo estudiados como posibles biomarcadores
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(14,18). En particular los exosomas, nanovesiculas de 50-100 nm de diametro con contenido
que refleja fielmente su célula secretora, pueden ser detectadas facilmente en la sangre,
orina, plasma y liquido amniético entre otros (11,18,19). Uno de los posibles lugares a
encontrar biomarcadores y en especial los exosomas es en la saliva y el fluido gingival
crevicular (FGC) (9-11).

El FGC corresponde a un transudado de los fluidos intersticiales de los tejidos gingivales
producido por una gradiente osmotica (20). Contiene ademas una serie de substancias
derivadas de células inflamatorias, células del periodonto y bacterias orales. Se origina de
los vasos sanguineos de la encia y fluye a través de la membrana externa basal y del epitelio
de unién para llegar asi al surco gingival (21). Por su intima relacion entre la saliva y
también la sangre es que se ha detectado la presencia de biomarcadores sistémicos en éste
(9,21,20,22,23).

Uno de los objetivos de la presente investigacion fue determinar si existen biomarcadores
propios de la preeclampsia en el fluido gingival crevicular, que, de forma individual o
conjunta, permitan el diagnostico de ésta. Para ello debemos evaluar y analizar el proceso
estadistico que ocurre para poder determinar la especificidad y sensibilidad de dichos
biomarcadores, en el proceso de diagndstico precoz de la preeclampsia.

Fosfatasa alcalina de placenta (PLAP), marcador especifico de exosomas, glicoproteina 53
(CD63), factor de crecimiento placentario (PIGF) y tirosina cinasa-1 simil-fms soluble SFLT-1,
son biomarcadores que se han visto asociados en el desarrollo de preeclampsia, debido al
cambio en sus concentraciones habituales durante el embarazo (6,24-28). Por ejemplo PIGF
y SFLT-1 se han visto disminuidos (3,26) . En esta tesis, estos seran los biomarcadores a
estudiar.

Los clinicos por lo general dedican mucho tiempo en determinar diagndsticos de patologias

presentes en sus pacientes y muchas veces logran hacer el diagnéstico de dichas patologias
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utilizando diversos recursos tanto clinicos, de laboratorio como también literatura. De aqui
nace la necesidad de desarrollar tests diagnésticos, simples de utilizar, que permitan una
identificacion certera y eficiente de las patologias es cada vez mas necesaria. (29).

Carnero-Pardo (30) y Zhou con Obuchowski y McClish (31) proponen distintas fases en la
validacion de una prueba diagndstica para lograr que ésta tenga una correcta seguridad y
minimos sesgos que puedan producirse en la elaboracion de un test diagnéstico. La primera
de ellas corresponderia al Estudio preliminar o Fase Exploratoria, estudio inicial transversal o
de caso-control con muestra de conveniencia. Su objetivo seria documentar la diferencia en
los resultados de la prueba diagnostica entre los sujetos con o sin la patologia a diagnosticar
y en donde serian excluidos los casos dudosos o complicados. En esta etapa se pretende
definir si el Test Diagndstico tiene alguna capacidad diagndstica, comunmente se realiza en
un tiempo corto. La segunda etapa, Estudio de validacién retrospectiva (30) o Fase de
Desafio (31), tendria el mismo disefio que el Preliminar pero en este caso la muestra incluiria
una representaciéon adecuada del espectro del proceso a diagnosticar, incluyendo casos
dudosos y de diversos estadios del proceso. Pudiendo asi determinar la capacidad
discriminativa del test, pero no la predictiva. Para las fases | y Il es suficiente con demostrar
la validacion interna pero no la externa. La tercera fase propuesta es la del Estudio de
validacion prospectiva (30) o Fase Clinica (31), en ella la cohorte de sujetos de la muestra
(representativa de una poblacién bien definida) todavia no estan diagnosticados. Pudiéndose
evaluar la capacidad predictiva del test y demostrar su validez externa. Para ello es
fundamental disminuir al maximo posible los sesgos, asegurando un mayor control de la
evaluacion independiente y ciega del test. Por ultimo, Carnero-Pardo (30) propone una
cuarta fase, de Evaluacién del impacto y utilidad. En ella el test a validar se compara con la

forma habitual de diagnostico aplicado a sujetos en los que se plantea diagnosticar. La gran



diferencia radica en la aleatoriedad para la asignacién de grupos y en que la evaluacion de

resultados se realiza en términos de salud.



3 CAPITULO lll: OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

OBJETIVO GENERAL:

-Determinar la existencia de biomarcadores angiogénicos placentarios presentes en el Fluido

Gingival Crevicular determinantes para el Diagnéstico de Preeclampsia.

OBJETIVO ESPECIFICOS:

-Evaluar si para el diagnostico de preeclampsia es necesario la existencia de un solo
biomarcador presente en el FGC o si es necesario la utilizacion de multiples biomarcadores

de origen placentario.

-Estimar la curva ROC mediante la utilizacién del método de maxima verosimilitud para los

biomarcadores encontrados el fluido gingival crevicular.

4 CAPITULO IV: HIPOTESIS
Existen biomarcadores angiogénicos placentarios presentes en el fluido gingival crevicular

capaces de diagnosticar preeclampsia.



5 CAPITULO V: METODOLOGIA

51 METODOLOGIA ESTADISTICA:

Segun la clasificacion que propone Carnero-Pardo (30) y Zhou con Obuchowski y McClish
(31) este trabajo de investigacion estaria en la primera fase correspondiente a un Estudio
Preliminar.

El proceso de establecer diagndsticos es un proceso imperfecto que muchas veces se basa
en probabilidades mas que en la seguridad de estar en lo correcto (29). El Teorema de
Bayes se utiliza comunmente en los test diagndsticos o de “screening” ya que nos ayuda a
evaluar las asociaciones de nuestras incognitas mediante la utilizacién de probabilidades.
Los test diagndsticos o de “screening” son pruebas realizadas en individuos que permitirian
clasificarlos con respecto a su probabilidad de desarrollar una determinada enfermedad
cuando todavia no presentan sintomas clinicos. Se utilizan ampliamente en el area de salud,
sobre todo cuando la deteccion temprana de la enfermedad mejora de manera sustancial el
prondstico de los individuos (12). Una forma sencilla de relacionar los resultados del test
diagnostico con el “resultado verdadero” es teniendo como posibilidad que el test diagndstico
de positivo (presencia de enfermedad) o negativo (normal — ausencia de enfermedad) y la
enfermedad (“resultado verdadero”) este presente o ausente. Asi tendremos cuatro posibles
interpretaciones de los resultados (cuadro 1). La primera de ella en la que el Test da positivo
cuando la enfermedad esta presente (verdadero positivo), una segunda opcién es que el
Test de negativo cuando hay ausencia de enfermedad (verdadero negativo). En ambos
casos el Test Diagnostico dio resultados verdaderos. Y las otras dos opciones restantes son
resultados falsos del Test, es decir cuando el Test da positivo pero no hay enfermedad
presente (falso positivo) o cuando el Test resulta negativo pero el “resultado verdadero” es

presencia de enfermedad (Falso Negativo) (29).



La comparacion del test diagndstico con el “resultado verdadero” la gran mayoria de la
veces se hace mediante la comparacion con un “Gold Standard”, éste no es mas que un
indicador que permite identificar verdaderamente la enfermedad como presente o no,
entregandonos la verdadera condicion o estado del paciente (29,31). En el caso de la
preeclampsia el “Gold Standard” actual que permite su identificacion, una vez que ya hay

sintomas y signos clinicos, es la hipertension y proteinuria (1).

ENFERMEDAD

Presente (D7) Ausente (D)

Positivo (T") Verdadero Positivo Falso Positivo

Negativo (T") Falso Negativo Verdadero Negativo

Cuadro 1

Siempre es importante que en el desarrollo de un test diagnéstico las cuatro celdas del
cuadro 1 tengan valores ya que si no es imposible poder determinar los riesgos de mal
clasificacion y por ende saber la utilidad real del test. Esto nos permitira finalmente
establecer la seguridad que presenta el test diagnodstico, es decir la habilidad que tiene para
diferenciar entre los distintos estados de salud del individuo. Asi todo test diagndstico tiene 3
caracteristicas en comun: una muestra de sujetos a los que se les evaluara, alguna forma de
interpretacién o graduacion de los resultados del test diagnéstico y una referencia o “gold

standard” la que utilizaremos para comparar los resultados obtenidos (29,31).



Lo que muchas veces ocurre en el desarrollo de pruebas diagndsticas es que éstas en un
comienzo se ven muy promisoras y con cierto grado de seguridad pero con el paso del
tiempo y dependiendo de las situaciones clinicas se empieza a notar ciertas falencias
asociadas a posibles sesgos que ocurrieron, como por ejemplo: el método de validacion

elegido, es decir el “Gold Standard” no fue el adecuado, y se elige otro test que puede no

diagnosticar de forma precisa y segura, o porque la seleccién de pacientes con y sin la

enfermedad no fue la correcta, ocurriendo un error en quienes se les aplico la prueba

diagnéstica o por una incorrecta seleccién de medida de evaluacién de la seguridad del test

diagnéstico (29,31).

Sesqgos en el “Gold-Standard”:

El Sesgo por “Gold Standard” Imperfecto ocurre cuando el “Gold Standard” elegido no es
el correcto y no diagnostica verdaderamente. Otro posible sesgo es que el test diagndstico
no es aplicado de forma independiente a cdmo se determina el diagndstico “verdadero” con
el “Gold Standard”, conocido como Sesgo de Incorporacion. Esto quiere decir que se
recoge la informacion para el desarrollo del test diagndstico durante la evaluacién con el
“Gold Standard”. Esto puede producir una imparcialidad en la busqueda de resultados ya que
se va a intentar encontrar lo mismo en ambas metodologias, haciendo que se desista mas
rapido del diagndstico con el test si el “Gold Standard” dio negativo o muy por el contrario
incentivar el test diagndstico positivo si el “Gold Standard” dio positivo. Otro sesgo presente
en la determinacién de la seguridad del test diagndstico es cuando el “Gold Standard” es
aplicado en otro momento que el test diagndstico pudiendo verse afectados los resultados
por la progresion de la enfermedad (Sesgo de la Progresion de la Enfermedad) o porque
en ese lapsus de tiempo se le administro el tratamiento (Sesgo Paraddjico del

Tratamiento). El Sesgo por Verificaciéon ocurre cuando solamente se somete a verificacion
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mediante “Gold Standard” a aquellos pacientes que dieron positivo en el test diagndstico y
por lo tanto el calculo de la sensibilidad y especificidad se basa sélo en aquellos que
recibieron el diagnéstico mediante el uso del “Gold Standard”. Esto muchas veces ocurre
cuando el “Gold Standard” es una prueba de alto costo o de alta complejidad, para disminuir
este tipo de error se debe autorizar el uso diferentes pruebas como “Gold Standard” que

permitan la corroboracion del diagndstico verdadero. (29,31).

Sesqgo en la Muestra:

La sensibilidad y la especificidad son caracteristicas intrinsecas del test diagndstico y por
ende son independientes de la prevalencia de la enfermedad. Se ha establecido una
variacion de la sensibilidad y especificidad segun el espectro de la enfermedad (su severidad
y/o extensién), pacientes con distintos estadios de gravedad han mostrado prevalencias
diferentes y esto llevaria a variaciones en los resultados de la sensibilidad y especificidad del
test diagndstico a evaluar. Asi por ejemplo puede que un test sea mas sensible para casos
en que la patologia sea mas severa (ejemplo: tamafo grande de un pdlipo) y los resultados
del calculo de sensibilidad se verian aumentados. Para aquellas fases de estudio de un test
diagnostico en la que no se incluyen todos los estadios de la enfermedad se podria estar
cometiendo el Sesgo de Espectro. (29,31).

Por otra parte, podria ocurrir que los pacientes en los que se utilizd el test en primera
instancia para describir sus propiedades difieran de aquellos pacientes en los que
clinicamente se les va a aplicar el test. Asi también podria ocurrir que los pacientes sin la
enfermedad tengan otras patologias que lleven a falsos-positivos y por ende una disminucion
en la especificidad del test diagnéstico, en ambos casos estariamos presente al sesgo en la

seleccion de la muestra. Este sesgo se caracteriza porque la composicién muestral es
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influenciada por factores externos y por ende no es representativa de la poblacién objetivo
(29,31).

Por ello Zhou con Obuchowski y McClish (31) proponen la seleccion de la muestra segun la
fase del disefio del test diagndstico en la que uno se encuentre. Para la Fase Exploratoria la
poblacion objetivo tiene identificada claramente quienes tienen y no la patologia y la
prevalencia de la condicidon no necesariamente es la misma en la muestra que en la
poblaciéon y los pacientes con la enfermedad representan los casos claramente identificados
como tal ya que se busca que el test pueda realmente diferenciar a los mas enfermos
(casos) de los totalmente sanos (control). Como consecuencia de esto la estimacion de la
curva ROC, sensibilidad y especificidad estan “sobrevaloradas” es decir sus resultados son
mas altos de lo que se esperaria encontrar en una poblacion real, con esto la gran utilidad en
esta fase es poder descartar aquellos test que no tienen alguna capacidad diagndstica no

siendo capaces de discriminar los extremos.

Sesgo en la medida de evaluaciéon de la seguridad del test diagnoéstico:

La seleccion del tipo de medida a utilizar para evaluar la seguridad del test depende
principalmente de la fase en la que se encuentre el test diagndstico, los objetivos del estudio
y las aplicaciones clinicas que el clinico le pueda dar. Asi por ejemplo un test que se
encuentra en la Fase Exploratoria debera utilizar la curva ROC como medida de evaluacion
ya que responde a la pregunta fundamental de esta etapa: ;Puede el test diferenciar entre
paciente con y sin una determinada condicion? Y un test diagndstico que este en Fase Il o 11l
deberia considerar dentro de su medida de evaluacion aquella que ajuste por co-variables
(31).

Por ultimo en la determinacion de la sensibilidad y especificidad juega un rol el azar. Ya que

ambas son determinadas por observaciones, en la gran mayoria de los casos, en muestras

12



pequefias. Debido al azar en cualquiera de las dos muestras (con o sin la enfermedad de
interés) podemos obtener una mala interpretacion de la sensibilidad y especificidad
encontrada, incluso si éste no tiene los sesgos mencionados anteriormente. Por lo que se
recomienda acompanar los resultados de sus respectivos intervalos de confianza. El rango
de éstos nos determinara el grado de precision de los valores obtenidos para la sensibilidad
y la especificidad. En donde a rangos amplios menor sera la precision del test diagnéstico
(29).

Basandonos en el cuadro 1 y mediante la aplicacién del Teorema de Bayes, estableciendo
D* como la presencia de enfermedad, D" como ausencia de enfermedad (ambos eventos
mutuamente excluyentes y exhaustivos), T" test positivo y T~ test negativo, podemos definir:
La sensibilidad como la probabilidad que el test sea positivo dado que el individuo testeado
realmente tenga la enfermedad:

P(T*n D*) P(THP(D*|TH)
P(D*Y)  P(THP(D*|T+)+ P(T-)P(D*|T)

P(T*|DY) =

Ecuacion 1 (12)

Se buscara un test altamente sensible cuando la no deteccion de enfermedad sea un
problema mayor y con consecuencias fatales. O también en aquellos casos en donde
estemos en etapas tempranas de diagnéstico y necesitemos descartar posibles
enfermedades, en dichos casos los test altamente sensibles nos ayudaran a descartar
enfermedades cuando estos den negativo (29).

La especificidad como la probabilidad que sea test de negativo dado que el individuo
testeado no tiene la enfermedad:

P(T"Nn D7) P(TP(D™|T7)
P(D~)  P(T)P(D~|T~)+ P(THP(D~|T)

P(T™|D7) =

Ecuacién 2 (12)
13



Un test con alta especificidad sera util cuando queramos confirmar un diagndstico sugerido
por otra fuente ya que da muy pocos resultados falsos-positivos. Asi también seran de
utilidad cuando se pueda producir, por ejemplo: dafo fisico, psicolégico, emocional o
financiero a pacientes con resultados falso-positivos. Por lo tanto son de gran utilidad cuando
sus resultados dan positivo (29).

Cuando necesitamos decidir si es necesario indicar un test diagnodstico la sensibilidad y
especificidad son propiedades a considerar pero el gran dilema que presenta el clinico es si
el paciente presenta realmente la enfermedad una vez que tenemos el resultado del test
diagnostico y es aqui donde el Valor Predictivo, ya sea negativo o positivo, cobran gran
importancia ya que nos entregan una probabilidad una vez obtenido el resultado del test (29).
El valor predictivo positivo (VPP) corresponde a la probabilidad de desarrollar la enfermedad
dado que el test dio positivo:

P(D*N T*) P(DYP(T*| DY)
P(T*) — P(DY)P(T*|D*)+ P(D-)P(T*| D)

VPP: P (D* |T*) =

sensibilidad * prevalencia
VPP =

(sensibilidad * prevalencia ) + (1 — especificidad) * (1 — prevalencia)
Ecuacion 3 (12,29)
El valor predictivo negativo (VPN) corresponde a la probabilidad de no desarrollar la
enfermedad dado que el test dio negativo:

P(D"NT7) P(D)P(T™| D7)

VPN:P (D™ |T7) = P(T-)  P(D)P(T-|D~)+ P(DY)P(T~|D*)

especificidad * (1 — prevalencia)

VPN =
(especificidad * (1 — prevalencia)) + (1 — sensibilidad) * prevalencia

Ecuacion 4 (12,31)
14



A mayor especificidad de un test diagndstico el VPP sera mayor y por el contrario a mayor
sensibilidad mejor sera el VPN, asi también la prevalencia tiene un rol en los resultados del
VPP y VPN ya que si la sensibilidad y especificidad es alta y la prevalencia también el test
tendra buen desempefio, pero a prevalencias bajas el VPP cae casi a cero y el test no
cumple funcion en diagnosticar la enfermedad y mientras mas baja sea la sensibilidad y
especificidad mayor es el rol de la prevalencia en los valores obtenidos en el VPP y VPN,
resultando asi que la sensibilidad y especificidad son valores intrinsecos del test pero no asi
los valores predictivos (probabilidades) donde si habria una influencia clara de la prevalencia

de la enfermedad (29,31).
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VPP segln sensibilidad, especificidad y prevalencia de la enfermedad (29)

Lo que muchas veces se busca con un test diagndstico es que éste tenga alta sensibilidad y
alta especificidad, pero esto es en la gran mayoria de los casos muy dificil de lograr. De ahi
que la curva ROC (Receiver Operator Characteristic o Caracteristica Operativa del Receptor)
es capaz de ilustrar una relacién entre la sensibilidad y la especificidad.

La curva ROC grafica la probabilidad de un resultado positivo verdadero (sensibilidad del
test) contra la probabilidad de un resultado falso positivo (1 — especificidad) para una serie

de puntos de corte. Es una curva monétona creciente acotada al cuadro formado por los
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puntos (0,0) y (1,1). Mientras mas cercana la curva a la esquina superior izquierda del
grafico, mas preciso el test o marcador. Muy por el contrario, un marcador que no entregue
informacién tiene una curva ROC diagonal con una linea de 45° es decir tiene una curva
ROC que coincide con la recta bisectora del primer cuadrante. Comunmente la eleccion del
punto mas cercano a esta posicion es el elegido como punto de corte, maximizando tanto la
sensibilidad como la especificidad. Asi la curva ROC es capaz de mostrar la capacidad
discriminatoria de un marcador o test entre 2 grupos de sujetos, casos y controles
(12,13,29,31), pudiéndose calcular el area bajo ésta sumando sucesivos trapecios (32), esta
area nos proporcionara una idea general de la seguridad que presenta el test diagnéstico a
evaluar (29,31).

Las caracteristicas principales de la curva ROC son:

1. No hay dependencia de la unidad de medida del test o marcador.

2. Provee una escala comun para realizar comparaciones con otros marcadores o
test.

3. Muestra los posibles niveles de desempefio a lograr mediante la modificacion o

variacion del punto de corte.

Para el caso de los marcadores y especificamente los biomarcadores, debemos suponer que
D=0 denota control, D=1 denota casos y que altos valores de un biomarcador Y en los
sujetos, son indicativos de pertenecer al grupo de casos. Asi estableceremos que una curva
ROC para un biomarcador Y es una representacion grafica del Valor Verdadero positivo,
VVP =P (Y 2 ¢ | D=1) versus el Valor Falso Positivo, VFP = P (Y = ¢ | D=0), con el criterio de
punto de corte Y = ¢ (donde ¢ varia de -~ a «)(13).

En este trabajo estimaremos la curva ROC post-estimacion de un modelo logistico lineal,

desarrollado mediante maxima verosimilitud.
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El modelo logistico se utiliza cuando la variable respuesta es de tipo binaria. Este modela la
probabilidad de un resultado positivo dado un determinado namero de predictores. Donde el
resultado positivo o de interés se denota con el numero 1 y la ausencia de resultado o
resultado negativo (fracaso) se denota con el numero 0, siendo asi la variable respuesta de
tipo dicotémica (33,34).

En forma general el modelo logistico lineal se expresa mediante la siguiente ecuacion:

e (Bot B1X1 + B2Xot+ .t BpX)p)

+ e(ﬁo"‘ B1X1 + B2Xot .t BpXp)

n(X) = P(Y = 1|X) = -

Ecuacion 5
En donde Y es la variable de interés, X corresponde a un vector de variables independientes
(X = X1,X2,X5....Xp). Bo @ Bp corresponde a los coeficientes de la regresion y X1 a X,
representan a variables independientes del modelo (35). Este mismo modelo lo podemos
expresar en funcion a nuestra variable respuesta que es de tipo binaria (tipo de paciente:
puede o no tener preeclampsia).

A modo de simplificar las ecuaciones futuras consideraremos:
A = Evento de tener preeclampsia; P(A) = p

Por lo tanto, el modelo logistico sera:

e(Bot B1Xy1 + B2Xo+ .t BpX)p)

+ e(ﬁo+ B1X1 + B2Xot .t BpXp)

P(AIX) = -

Ecuacion 6
La funcion logistica busca transformar la relacion en forma de “s” que se observa
comunmente en los graficos que muestran la relacion entre una variable de exposicién y una

de respuesta, por una regresion de tipo lineal, donde sus limites ya no van de 0 a 1 sino que

de —» a +=. La funcién logistica esta definida como el logaritmo natural de la ODDS de que
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ocurra el evento de interés A. En donde p = E(Y|X), y que se expresa de la siguiente

manera:

in(0DDS (4)) = In (1 fp) )

ln(1€p>= a+ fX

Ecuacién 7 (12)
Cuando la variable respuesta es de tipo binaria se asume que su distribucion es de tipo
Bernoulli y la sumatoria de éstas distribuira binomial. En donde la probabilidad de que mi

evento de interés (p) ocurra r veces, estara dado por:

nCrp "1- p)" "

Ecuacion 8 (34)

|
Donde oCr="/, (n -

- y corresponde a la forma en que r individuos pueden ser elegidos
de la muestra tamano n. Bajo este supuesto, esta probabilidad (p) se conoce como
verosimilitud (34). Asi en el modelo logistico la estimacién de los parametros se podra
realizar mediante el mecanismo de maxima verosimilitud, el cual busca maximizar la funcién
de verosimilitud o de probabilidad conjunta. En otras palabras, el método de maxima
verosimilitud genera valores del parametro desconocido que maximice la probabilidad de
obtener los datos observados (maximizando la funcién de verosimilitud). Para lograr la
maxima verosimilitud primero debemos construir la funcién de verosimilitud. Basandonos en
la ecuacién 6 expuesta anteriormente y considerando que Y puede ser codificado como 0 y
1, tendremos dos situaciones segun si Y =1 o si Y =0. En el primer caso en donde Y =1 dado
un determinado X sera denotado como w(X) vy por lo tanto 1- w(X) corresponde a la

probabilidad condicional cuando Y =0 para un determinado X, Pr(Y = 0|X). Por lo tanto, para

aquellos pares de datos (X;,Y;), en donde Y; = 1, contribuira a la funcion de verosimilitud con
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m(X;) y para aquellos pares de datos donde Y; = 0, su contribucion sera de 1- n(X;). En
base a esto una forma conveniente de expresar la contribucion del par (X;,Y;) a la funcion de
verosimilitud va a estar dada por n(X;)¥i[1— n(X;)]*"Y:. Como se asume que las
observaciones son independientes, la funcion de verosimilitud finalmente se obtendra

mediante la multiplicacion de la expresion anteriormente expuesta:

1) = TTi=y m(X)”e [1 - m(X)]H
Ecuacion 9 (35)
La funcidn de maxima verosimilitud por lo tanto establece que utilicemos como estimador
aquel que maximice la ecuacién 9 (34,35) y esta expresada en términos de logaritmo de la

siguiente forma:

L(B) = Wm[l(P)] = Zi Vi In[r(X)] + (1 — Y) In[1 — n(X)[}
Ecuacién 10 (35)
Considerando la altisima correlacion entre los biomarcadores que participan del fenédmeno
de la preeclampsia, especialmente entre: tirosina cinasa-1 simil-fms soluble (SFLT-1) vy el
factor de crecimiento placentario (PIGF), y entre fosfatasa alcalina placentaria (PLAP) y
glicoproteina 53 (CD63) (5,6,27,36,28,37—40) es que proponemos solucionar esto mediante

la utilizacion del método de componentes principales.

El método de componentes principales tiene por objeto reducir la dimensionalidad de un
problema de multiples variables, aplicando una sucesion de transformaciones lineales a las
variables, de modo que un subconjunto de ellas concentre la mayor parte de la variabilidad

contenida en las variables originales (41,42).
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Pefia (41) establece que “con variables de alta dependencia es frecuente que un pequefo
numero de nuevas variables (menos del 20% de las originales) expliquen la mayor parte
(mas del 80%) de la variabilidad original”. Es asi como el analisis de componente principales
nos permitira: transformar las variables originales, que estan correlacionadas, en nuevas

variables no correlacionadas, facilitando asi la interpretacién de los datos (41).

Si suponemos que tenemos una matriz X de dimensionalidad n x p, en donde tenemos
dispuestos los valores de p-variables en n elementos de una poblacién y previamente hemos

restado a cada variable su media para que asi la matriz X tenga media cero, la matriz de
covarianzas esté dada por 1/77 X'X y sus columnas contengan las variables y las filas los

elementos. Nos encontramos frente al problema de como encontrar un espacio de dimension
menor pero que represente adecuadamente los datos. Segun Pefia (41) esto se puede

abordar de 3 maneras, todas equivalentes:

— Enfoque Descriptivo: en donde el subespacio de dimensidon menor que p a encontrar,
debe permitir que al proyectar sobre él los puntos conserven sus estructuras con la
menor distorsién posible.

— Enfoque Geométrico: implica considerar la proyeccion de los puntos en un diagrama
de dispersion en donde se observa que éstos se situan con forma de elipse, pudiendo
asi dar su eje mayor. Este eje mayor corresponde a la recta que minimiza las
distancias ortogonales. Si consideramos el eje mayor de una elipse como una nueva
variable, estamos pasando de variables correlacionadas a variables ortogonales.

— Enfoque Estadistico: el que establece que, al representar, con un minimo de pérdida
de informacién, puntos p dimensionales en un espacio de dimension 1 es equivalente

a utilizar una nueva variable Z; que sustituya las p variables originales. Asi esta
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nueva variable, Z;, debe tener maxima correlacion con las originales y por ende

permitir prever las variables originales con la maxima precision.

Asi el primer componente principal estara formado por la combinacion lineal de las variables
originales que tengan varianza maxima. Es decir, se obtendrd maximizando la varianza de
las proyecciones que si lo expresamos en términos de las variables originales esto supone

maximizar:

Ecuacioén 11 (41)

Con la restriccion a’a = 1 y en donde s? corresponde a la varianza(s2) de la variable(i) y a;

corresponde al vector unitario de la variable(i).

Los valores del primer componente estaran representados por un vector Z,, dado por: Z; =

Xa; (41)

Cuando una variable tenga una varianza mucho mayor que las otras el primer componente
principal coincidira muy aproximadamente con esta variable. Por lo tanto cuando las
variables tienen unidades distintas esta propiedad no es conveniente ya que la maximizacién
de M (ecuacion 11) dependera fundamentalmente de la escala de medida y las variables
mas grandes tendran mas peso en el analisis (41) . En este trabajo de investigacion tenemos
variables en unidades de medicion distinta, por lo tanto, proponemos estandarizar las
variables antes de calcular los componentes principales, para que asi las magnitudes de los
valores numéricos de las variables X sean similares. Mediante esta estandarizacién la

ecuacion a maximizar se transforma en:
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Ecuacion 12 (41)
Siendo 7;; el coeficiente de correlacion lineal entre las variables ij, con esto la solucion
depende de las correlaciones y no de las varianzas y los componentes principales normados
0 correlacionados se obtendran calculando los vectores y valores propios de la matriz R

(matriz de correlacién).

Una vez realizado el analisis de componentes principales mediante la utilizacién de matriz de
correlacion podremos entonces realizar la regresion logistica y asi poder determinar la

capacidad diagnéstica de la preeclampsia de los biomarcadores a encontrar en el FGC.

5.2 METODOLOGIA DEL ESTUDIO

5.2.1 DISENO DEL ESTUDIO:
Estudio transversal de caso-control con muestra de conveniencia. Esto quiere decir que es

un estudio preliminar en donde no se incluirian casos dudosos o complicados.(30)

5.2.2 UNIVERSO Y MUESTRA:

- Universo: Embarazadas, entre 22 y 33 semanas de gestacion.

- Muestra: Embarazadas del Hospital Sotero del Rio con diagnéstico de preeclampsia y
mujeres embarazadas del mismo recinto sanas. Ambas con semanas de gestacion entre 22
y 33 semanas. La muestra sera seleccionada “a demanda” y por cada caso se escogeran 2

controles (razén de muestreo de 2:1).
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En esta primera etapa (Fase Exploratoria) de desarrollo del test diagndstico para la
preeclampsia mediante biomarcadores a encontrar en el FGC es fundamental establecer el
tamafo de muestra necesario a utilizar. Como bien se ha planteado anteriormente en este
estudio pretendemos tener dos grupos, casos (mujeres con diagndstico de preeclampsia) y
controles (mujeres con diagndstico negativo de preeclampsia — “gold standard”), en donde se

asume que estas provienen de dos poblaciones binomiales independientes.

Anteriormente se ha mencionado la importancia de determinar la sensibilidad y la
especificidad, ambas probabilidades de un test diagnostico. De aqui surge una tercera
probabilidad importante de mencionar, el Likelihood Ratio positivo (LR+), una razén de

probabilidades definida como:

P(+|Enfermo) S
LR+ = =
P(+|Sano) 1—-F

Ecuacioén 13 (43)

Es decir, la probabilidad de tener un examen positivo cuando el sujeto esta verdaderamente
enfermo dividido por la probabilidad de que el examen de positivo cuando el sujeto esta
sano. En ambos, tanto numerador como denominador contienen la misma probabilidad

(sujeto positivo) pero en poblaciones distintas (Enfermos y Sanos).

De aqui que, en esta primera instancia, bastara con detectar la diferencia de proporciones:

Px y Py, en donde Py = sensibilidad y Py= 1 — Especificidad, utilizando la siguiente formula:

2
(Za,/qu —P)+Zip /Py(l - Py)>

(Px— Py)z

Ng =

Ecuacion 14 (43)
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En donde:

Z, = corresponderia al valor obtenido de la tabla de distribucion normal para un «

determinado, siendo «: el nivel de significacion de la prueba, éste corresponde al error tipo I,

es decir a la probabilidad de rechazar H, cuando en la realidad no existen diferencias entre
los casos y controles (H, es verdadera). Los valores comunmente utilizados y aceptados son

0.05 y 0.01 que corresponde a valores de Zl_a/z (para una prueba de 2 colas) de 1.960 y

2.576 respectivamente (44).

Z,_p = estos valores tambien se obtienen de la tabla de distribucion normal y para su calculo

se debe establecer la potencia que va a tener la prueba de hipotesis. La potencia (1 - B), se
refiere a la probabilidad de rechazar Hy, cuando en realidad si existen diferencias entre los
dos grupos. Es importante tener en claro que realizar estudios con baja potencia pueden
llevar a implicancias bioéticas ya que se expone a los participantes a riesgos y cargas de
investigacion cuando no hay utilidad cientifica en ellos, por lo que comunmente se intenta
trabajar con valores elevados de potencia que se establecen en 0.8 o0 mas ya que esto nos

deja una probabilidad de error (B) de 20% o menos (44,45).

P,y P, = corresponden a la sensibilidad y 1-especficidad respectivamente. En el disefio de
pruebas o test diagnodsticos es ideal encontrar una alta sensibilidad y asi también
especificidad. En particular para el diagnéstico de la preeclampsia la no deteccién de
enfermedad conlleva un riesgo vital no sélo para el feto sino también para la madre por lo
que es fundamental que la sensibilidad sea alta. Por esto es que nos fijaremos una
sensibilidad del 90%. Por otra parte, la especificidad en los test diagndsticos también deberia
ser elevada ya que se estara diagnosticando correctamente sin preeclampsia a aquellas

mujeres que estan libres de enfermedad y por ende no se estara sometiendo a embarazadas
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a procedimientos diagndsticos y pruebas de laboratorio innecesarias y estresantes para ella,
basandonos en esto también fijaremos y esperaremos tener una especificidad del 90%.
Considerando estos dos elementos de una prueba diagndstico en desarrollo y con potencial
uso en un futuro es que no nos debemos olvidar de la razon de verosimilitud positiva, esta es
la razon entre: la probabilidad que un test de positivo, (entre los sujetos realmente enfermos),
y la probabilidad que un test de positivo, (entre los sujetos realmente sanos) (33). En otras
palabras, la LR+ nos indica cuanto mas probable es tener un positivo en un enfermo que en

un sano.

Basandonos en la sensibilidad y especificidad deseada, obtendriamos un LR+ de 9. Segun

Jaeschke, Guyatt, et.al. (46) si el LR+ es > 10 entonces el test diagndstico tendra una mejora
en la probabilidad diagndstica en los enfermos. Si el LR+ es > 5 y £10 se clasifica como
moderado y si es > 2 y £ 5 como leve, segun esta clasificacion el LR+ de nuestro test seria

moderada muy cercana a alta lo que seria bastante adecuado médicamente, ya que una
embarazada con preeclampsia tendria 9 veces mas probabilidades de ser diagnosticada

como tal que una sana.

El ultimo aspecto importante a considerar en el calculo del tamafio de la muestra necesaria
para este trabajo de investigacién con un grupo caso y un grupo control es utilizar una razén
de muestreo 1:2. Esto debido a la baja prevalencia de preeclampsia que fluctua entre 3% a
7% y también a que la eleccidén del grupo control es bastante mas accesible. Al realizar
estudios con una razén de muestreo 1:2 se logra aumentar la potencia de éste, no asi al

hacer 1:3 0 1:4 (47)

En base a lo anterior y utilizando el software Stata ® version 14.2, con su comando power,

obtenemos lo siguiente:
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power twoprop .9 .1, power(0.9) a(0.01) nratio(2)

n1= numero de casos necesarios = 7

n,= numero de controles necesarios = 14

Si a esto le sumamos la probabilidad de pérdida de casos de un 15%, es que necesitariamos

como minimo de 9 casos (n{) y 18 controles (n,) para constituir una muestra que sea

representativa segun nuestros criterios establecidos anteriormente. Sumado a esto no
podemos dejar de lado el considerar la prevalencia de la enfermedad (preeclampsia).
Basandonos en el articulo de “Tamafio de muestra para pruebas diagnésticas” (43) y ya
teniendo el numero minimo de sujetos enfermos (casos) necesarios es que podemos
determinar el numero de sujetos sanos (control):

1-p
14

Nsanos = ( ) * Nenfermos

Ecuacion 15 (43)
En donde neprermos = 9 corresponde al valor de numero de casos calculados anteriormente
(n1 = 9) y p = prevalencia. Usaremos un punto medio de 5% de prevalencia entre lo
reportado en la literatura, que fluctua entre un 3% y 7% (3). Con estos datos el numero de

sujetos sanos necesarios es de 171.

En resumen, nuestro tamafo muestral considerando los parametros anteriormente

expuestos estara constituido por:

nenfermos =9

Nsanos = 171
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5.2.3 VARIABLES O TOPICOS DE ESTUDIO
- Tipo de Paciente: variable categérica y dicotomica

— Casos: + diagnostico de preeclampsia

— Control: - diagnéstico de preeclampsia
Categorizacion basada en el diagnéstico clinico de preeclampsia, realizado por el
ginecélogo del Hospital Sotero del Rio utilizando prueba de laboratorio (proteinuria) y clinica
(hipertensién) para su diagnostico.
- Biomarcadores - Exosomas:

— PLAP (fosfatasa alcalina de placenta): variable intervalar continua (pg/ml)

— CD63 (marcador especifico de exosomas, glicoproteina 53): variable intervalar

continua (cantidad de particulas)
— PIGF (factor de crecimiento placentario): variable intervalar continua (pg/ml)

— SFLT-1 (tirosina cinasa-1 simil-fms soluble): variable intervalar continua (pg/ml)

5.2.4 ACTIVIDADES PRINCIPALES DEL TRABAJO EN TERRENO:
No se realizaron trabajos en terreno relacionados al area estadistica. Solo actividades en
relacion a la toma de muestras de fluido gingival crevicular en el Hospital Sétero del Rio,

durante un periodo de 5 meses.

5.2.5 METODOS O PROCEDIMIENTOS DE RECOLECCION DE LA INFORMACION E
INSTRUMENTOS UTILIZADOS:

Para la toma de muestra se recolectaron 16 conos de papel de fluido gingival crevicular (4

por cada cuadrante, para obtener mayor representatividad de la boca). Cada muestra fue

rotulada con cédigos y almacenadas a las temperaturas indicadas para su posterior analisis

en laboratorio.
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5.2.6 TECNICA DE PROCESAMIENTO DE LA INFORMACION:
El procesamiento de las muestras para el test de ELISA se realizo en CIBRO (Centro de
Investigacién en Biologia y Regeneracién Oral, de la Universidad los Andes) y mediante la
técnica protedmica y espectro-fotometria de masas en la Universidad de Queensland,
Australia.
Los datos entregados fueron tabulados segun:

-El tipo de biomarcador obtenido con su respectiva concentracién detectada

-Tipo de paciente: caso (paciente con preeclampsia diagnosticada) o control (paciente
sin preeclampsia)
Para el procesamiento de la informacion estadistica se utilizd el software Stata ® version
14.2 (StataCorp). 2013. Stata: Release 14. Statistical Software. College Station, TX:

StataCorp LP).

5.2.7 ASPECTOS ETICOS:
El comité de ética de las Universidad de los Andes aprueba la realizacion del estudio y
todas las mujeres reclutadas firmaron el consentir voluntariamente y por escrito su

participacion en el estudio (ver anexos).

5.2.8 FINANCIAMIENTO:

Proyecto CORFO L1 13IDL2-25434 — “Disefio de Kit de diagndstico de Preeclampsia”,

Proyecto Fondef Idea ID16110452 — “Disefio de un screening prenatal para el diagnéstico
temprano de preeclampsia basado en la deteccién biomarcadores placentarios en fluidos

orales de embarazadas”.
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6 CAPITULO VI: RESULTADOS

6.1 ANALISIS DESCRIPTIVO Y REDUCCION DE VARIABLES

La base de datos obtenida estd constituida por 10 casos de mujeres embarazadas
diagnosticadas con preeclampsia y 171 mujeres embarazadas sanas. De las 181 mujeres se
obtuvieron las concentraciones de los biomarcadores a estudiar (PIGF, PLAP, SFLT-1 y
CD63). PIGF, PLAP y SFLT-1 fueron medidos en pg/ml y CD63 se cuantifico la cantidad de
particulas presentes.

La tabla 1 y los graficos 1 — 4, nos muestra la distribucién de las variables a estudiar,
diferenciando por el diagnéstico (sana = 0 y enferma = 1) de las pacientes. Las variables
PLAP y SFLT-1 presentan un promedio mayor para las pacientes diagnosticadas con
preeclampsia en comparacion a las sanas a diferencia de PIGF y CD63 donde ocurre lo
contrario. Al analizar la distribucién de los datos, segun diagndstico, mediante el Test de
Shapiro-Wilk, solo PLAP distribuye normal (p<0.05), por lo que si describimos nuestras
variables en funciéon de la mediana vemos que PIGF y CD63 tienen medianas mayores para
pacientes sanas, en cambio SFLT-1 y PLAP tienen medianas mayores para el grupo de

paciente con diagnostico de preeclampsia, igual a como se observo con el promedio.
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Tabla 1. Descripciéon biomarcadores segun diagnéstico de las pacientes*1:

Dx*2. N Minimo Maximo Promedio D.S. P50 IQR

0 171 0 96.932 30.582 21.093 28.288 30.788
PIGF

1 10 0 68.778 23.632 20.788 21.759 30.040

0 171 35.807 132.953 80.505 19.252 79.693 25.021

SFLT-1

1 10 70.987 280.746 127.155 65.864 100.313 61.635

0 171 75.993 149.246 113.894 12.911 114.993 20.315
PLAP

1 10 119.905 265.105 169.634 51.825 144.356 69.967

0 171 | 501924.4 | 4.05e+10 8.25e+09 6.93e+09 | 7.35e+09 | 1.06e+10
CD63

1 10 | 2.42e+08 | 5.21e+09 1.74e+09 1.56e+09 | 1.27e+09 | 2.29e+09

*1 = Dx: diagndstico / D.S.: desviacion standard / P50: mediana / IQR: rango intercuartilico

*2=0: sana, 1: preeclampsia

Grafico 1. Concentracion de Factor de Crecimiento Placentario (PIGF) segun tipo de paciente
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Grafico 2. Concentracidon de Tirosina Cinasa-1 simil-fms soluble (sflt-1) segun tipo de paciente
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Grafico 3. Concentracion de Fosfatasa Alcalina de Placenta (PLAP) segun tipo de paciente
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Grafico 4. Cantidad del marcador del exosoma, glicoproteina 53 (CD63) segun tipo de paciente
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Posteriormente se realizé el analisis de correlacién, donde se observé (ver tabla 2) una alta

correlacion entre todas las variables y todas ellas significativas (p<0.05)

Tabla 2. Analisis de Correlacion entre biomarcadores

PIGF SFLT-1 PLAP CD63
PIGF 1.000
sra | O
TR
o | S8 omE | om

32



Por lo que se considerd adecuado realizar el analisis de componentes principales. Previo a
éste, se estandarizaron las variables, ya que tres de ellas median concentracion [pg/ml] y la
cuarta variable cuantificaba cantidad de particulas, mediante la siguiente ecuacion:

_ Valor; - X;

' DS;
Ecuacion 16

En donde i corresponde a las variables en estudio.

Al realizar el analisis de componentes principales (ver anexo tabla 1), se logra
explicar el 85% de la varianza con los componentes 1y 2 (cp1 y cp2). Luego se generaron
los valores correspondientes a los 2 primeros componentes que se utilizaron a continuacion

en la regresion logistica y curva ROC.

6.2 REGRESION LOGISTA, CURVA ROC

Al realizar la regresion logistica se obtiene el siguiente modelo en base a los componentes
principales 1 y 2 seleccionados:
In(0dds(A)) = a+ BX ;A = evento de tener preeclampsia
In(0dds (A)) = —9.9704 - 0.1405cp1 — 8.9024cp2
Con una correlacion de 0.834. Un p=0.819 para el componente principal 1 y de 0.007 para el
componente principal 2, (ver tabla 2 en anexos para mas detalles).

Luego se realizé la curva ROC obteniéndose un area bajo la curva de 99.18%, ver grafico 5.
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Grafico 5. Curva ROC para componente principal 1y 2
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Finalmente se obtuvo el modelo final expresado en base a las variables PIGF, SFLT-1, PLAP
y CD63 (ver tabla 3 y 4 en anexo para los detalles):
In(0dds (A)) = —9.9704 - 0.1405(0.0208PIGF + 0.0215SFLT1 + 0.0252PLAP
+ 6.51e 11CD63) — 8.9024(0.0268PIGF — 0.0154SFLT1 — 0.0228PLAP
+ 7.69e711CD63)

A = evento de tener preeclampsia

Uno de los objetivos fue determinar si bastaba con un solo biomarcador presente en FGC
para el diagnodstico de preeclampsia o si es necesario la utilizacion de multiples
biomarcadores. Para ello, ademas del analisis en conjunto de los biomarcadores
mencionado anteriormente, que incluyo el uso de componentes principales, se realizaron las

regresiones logisticas (ver anexo tablas 5-8) y curvas ROC (graficos 6-9) de forma individual
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para cada biomarcador detectado en el FGC. El area de las curvas ROC obtenidas de forma
individual fueron comparadas entre si para comprobar su igualdad, mediante el algoritmo
desarrollado por DeLong, E. R., D. M. DeLong, y D. L. Clarke-Pearson (33).

La menor area bajo la curva fue de 0.5997 (grafico 6) para el biomarcador PIGF. SFLT-1 y
CD63 tuvieron curvas ROC bien similares, 0.7784 y 0.7956 respectivamente (graficos 7 y 9)

y PLAP obtuvo la mayor curva ROC individual de 0.9251 (grafico 8).

Grafico 6. Curva ROC para PIGF
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Gréfico 7. Curva ROC para sfit-1
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Gréfico 8. Curva ROC para PLAP

0.50 0.75 1.00
| | |

Sensitivity

0.25
|

0.00

T
0.50
1 - Specificity

1.00

T
0.00 0.25

Area under ROC curve = 0.9251

T
0.50
1 - Specificity

1.00

36



Grafico 9. Curva ROC para CD63
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Al realizar la comparacion entre las 5 curvas ROC (ver anexo tabla 9), es decir, las 4 curvas
ROC individuales de: SLFT-1, PIGF, PLAP y CD63, mas la curva ROC estimada
anteriormente en base a los componentes principales, si se observan diferencias entre ellas

(p =0.00001, grafico 10).

Grafico 10. Comparacion Curvas ROC
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La tabla 3 muestra un resumen entre que curvas ROC se observan diferencias significativas.
La curva ROC creada con todos los biomarcadores juntos (mediante componentes
principales) muestra diferencias significativas (p<0.05) con todas las curvas ROC realizadas
con los biomarcadores de forma individual salvo con la creada con PLAP en donde no hay

diferencias (p= 0.061).

Tabla 3. Resumen de los valores p encontrados al comparar las curvas ROC segun los

biomarcadores de forma individual y en conjunto.

PLAP SFLT-1 CD63 JUNTAS
Area ROC: 0.9251 | Area ROC: 0.7784 | Area ROC: 0.7956 Area ROC: 0.9918
~ PIGF P = 0.005 P =0.254 P = 0.049 P = 0.0001
Area ROC: 0.5997
~ PLAP P =0.020 P =0.047 P =0.061
Area ROC: 0.9251
SFLT-1 P =0.838 P =0.004

Area ROC: 0.7784

~ CD63 P =0.0000
Area ROC: 0.7956
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7 CAPITULO VII: DISCUSION O COMENTARIOS

Como pudimos observar, si bien el calculo del tamafio muestral necesario de casos fue de 9
embarazadas con diagndstico de preeclampsia, se tuvo acceso a 10 casos por lo que se
decidio incluirlos todos ya que el calculo realizado establecia un nimero minimo a recolectar.
En los resultados del analisis descriptivo de la muestra, tanto las concentraciones de PIGF
como de CD63 estan disminuidas en las pacientes con preeclampsia vs las pacientes sanas.
Esto es coincidente con la literatura en donde se ha reportado una disminucion de PIGF en
pacientes que presentan presién arterial alta y riesgo de preeclampsia (5,17,26). En cuanto a
CD®63, los resultados obtenidos son opuestos a la literatura, en donde se reportan mayores
niveles de CD63 en mujeres con preeclampsia versus sanas (40,48,49). La posible diferencia
en la cantidad de particulas de CD63 encontrada en el fluido gingival crevicular, en ambas
condiciones de las pacientes, versus lo que dice la literatura puede deberse al método de
deteccion y a que esta es la unica variable utilizada que cuantificaba cantidad de particulas
versus las otras que cuantificaban concentracion (en pg/ml). Por otra parte, la cantidad de
particulas disponibles en el fluido gingival crevicular podria ser menor debido a barreras
biolégicas que disminuyan su paso desde el plasma a la cavidad oral. Asi también, los
resultados obtenidos para SFLT-1 y PLAP donde se observé un aumento en las pacientes

con preeclampsia se condice con la literatura (50-54).

En el analisis de componentes principales, utilizado como herramienta para eliminar la
colinealidad observada entre los distintos biomarcadores, se seleccionaron los dos primeros
componentes ya que con ellos se logra explicar casi el 85% de la variabilidad de las
variables. Si bien al mirar la regresion logistica de dichos componentes en funcién al
diagnostico de preeclampsia nos damos cuenta que el primer componente principal (cp1) no
es estadisticamente significativo en el modelo (p=0.819) lo que podria sugerir retirarlo. Esto

no fue realizado asi ya que segun Fletcher (29), el uso de diversos test (que en este caso
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corresponderia al uso de diversos biomarcadores) permite lograr un diagnéstico correcto
mas acertado. Asi también, es fundamental considerar la plausibilidad biolégica. Término
que hace referencia a la coherencia con los conocimientos bioldgicos actuales, en donde se
busca que haya una cierta coherencia entre los conocimientos epidemiologicos y los
bioldgicos. Esta plausibilidad biolégica estara dada por los conocimientos que se tengan en
el minuto del estudio y/o situacion (29,55). Por esto que resulta mas adecuado dejar los 2
componentes principales en nuestro modelo logistico ya que el retiro de uno de los
componentes llevaria a tener una ecuacion mucho menos precisa a sabiendas que todos
ellos estan presentes y sufren alteraciones cuando hay preeclampsia, siendo utiles en el
diagnostico de preeclampsia + (3, 5, 6, 32, 37, 46, 50, 51, 54-56). Asi es que resulta
fundamental realizar el analisis de componentes principales e incluir los 2 primeros, en

donde logramos explicar casi el 90% de la variabilidad.

Si comparamos las distintas curvas ROC realizadas en este analisis, vemos claramente que
solo 2 curvas logran un area sobre 90%, la curva ROC estimada con el biomarcador PLAP y
la estimada con todos los biomarcadores juntos (mediante componentes principales). Esta
ultima es la mayor, alcanzando un valor de 0.9918, en comparacion a la de PLAP que es de
un 0.9251. Si bien estadisticamente no se observaron diferencias entre ambas curvas, se
considera fundamental elegir el modelo completo ya que logramos una mayor area bajo la
curva ROC y por ende obtendremos una alta sensibilidad y especificidad, ambas muy
necesarias en el diagnostico de preeclampsia. Cuando el area bajo la curva es igual a 1,
significa que el test diagndstico es perfecto en diferenciar entre pacientes enfermos y sanos
(en este caso paciente con preeclampsia y sin preeclampsia) y por ende no hay presencia de
falsos positivos ni falsos negativos (57). Tener alta sensibilidad implica una alta deteccion de
casos cuando la enfermedad esté presente y se evitan las consecuencias, que podrian llegar

a ser fatales, de la no deteccioén (29). En el caso de la preeclampsia la no deteccion de ésta,
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trae consigo consecuencias para la madre como también para el feto (3). Y con la
especificidad ocurre lo mismo, ya que el diagndstico de preeclampsia implica cuidados
excesivos para la madre y el feto e incluso en un alto porcentaje la necesidad de la
interrupcion del embarazo con las consecuencias que eso puede conllevar al bebe que debe
nacer tempranamente y los altos riesgos de complicaciones y cuidados. Ademas, podemos
agregar posibles dafios fisicos y psicolégicos para la madre. Por esto una alta especificidad
permitira reducir también los falsos-positivos obtenidos. A mayor cercania del area de la
curva ROC a 1 mas discriminante es nuestro test, fundamental en una enfermedad como la
preeclampsia (29). Sumado a esto tenemos lo expuesto por Zhou con Obuchowski y McClish
(31), en donde destacan que en la Fase Exploratoria de un test diagndstico (etapa a la que
corresponde este estudio) la estimacion de la curva ROC tienden a estar “sobrevaloradas” y
por ende mas nos hace avalar la eleccién del modelo completo para que en una situacion

real esta estimacién de 0.9918 si bien podria bajar se mantenga en valores cercanos a 1.

Por ultimo, con respecto al tamafio muestral no podemos olvidar que todos estos analisis
fueron realizados para un estudio en Fase Exploratoria (31), con mujeres claramente
identificadas con preeclampsia y en base a una sensibilidad y especificidad del 90%. Esto
nos da un LR+ de 9, que segun Jaeschke, Guyatt, et.al. (46) corresponderia a un test
diagnostico moderado, en donde una embarazada con preeclampsia tendria 9 veces mas
probabilidades de ser diagnosticada como tal que una sana. Por lo que seria interesante
postular un aumento en el tamano de la muestra que permita llevar al test diagnéstico por

sobre un LR+ de 10.
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8 CAPITULO VIIl: CONCLUSIONES:

La utilizacion de biomarcadores (PIGF,SFLT-1, PLAP y CD63) detectados en el FGC, en
este estudio en Fase Exploratoria, son una buena herramienta para discriminar los pacientes
sanos versus enfermos (con preeclampsia).

Si bien la utilizacion en conjunto de estos biomarcadores no presenta diferencias
significativas con respecto al area bajo la curva ROC en comparacién a utilizar el
biomarcador PLAP solamente. Se considera que clinicamente es relevante obtener una
curva ROC lo mas cercana a 1 que nos asegure una sensibilidad y especificidad lo mas alta
posible, para asi lograr una correcta discrimincién entre las pacientes con preeclampsia y las

Sanas.
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10 CAPITULO X: ANEXOS

10.1 Tablas anexas:

Tabla 1. Analisis de Componentes principales:

Principal components/correlation Number of obs = 181
Number of comp. = 4
Trace = 4
Rotation: (unrotated = principal) Rho = 1.0000
Component Eigenvalue Difference Proportion Cumulative
Comp1l 2.44747 1.50917 0.6119 0.6119
Comp2 .938307 .468235 0.2346 0.8464
Comp3 .470072 .325925 0.1175 0.9640
Comp4 .144147 0.0360 1.0000
Principal components (eigenvectors)
Variable Comp1l Comp2 Comp3 Comp4 Unexplained
z_sfltl 0.5620 -0.4011 -0.0387 -0.7223 0
z_pigf 0.4385 0.5655 0.6985 -0.0102 0
z_plap 0.5379 -0.4866 0.0663 0.6852 0
z_cd63 0.4500 0.5316 -0.7115 0.0931 0
Tabla 2. Regresion Logistica:
In(0dds (A)) = a+ Bicpl + Brcp2
Logistic regression Number of obs = 181
LR chi2(2) = 64.47
Prob > chi2 = 0.0000
Log likelihood = -6.4410407 Pseudo R2 = 0.8335
dx Coef. Std. Err. z P>|z]| [95% Conf. Intervall
cpl -.1403478 .6143829 -0.23 0.819 -1.344516 1.063821
cp2 -8.90237 3.31031 -2.69 0.007 -15.39046 -2.414281
_cons -9.970433 3.351854 -2.97 0.003 -16.53995 -3.40092




Tabla 3. Estimacién Componente Principal 1 (CP1):

CP, = a+ BSFLT1 + B,PIGF + B;PLAP + B,CD63

regress cpl sfltlpgml pigfpgml plappgml cdé63particles

Source SS df MS Number of obs = 181
F(4, 176) =
Model 440.545153 4 110.136288 Prob > F = .
Residual 0 176 0 R-squared = 1.0000
Adj R-squared = 1.0000
Total 440.545153 180 2.44747307 Root MSE = 0
cpl Coef. Std. Err. t P>|t| [95% Conf. Interval]
sfltlpgml .0215347
pigfpgml .0208033
plappgml .0252214
cd63particles 6.5le-11
_cons -5.881185
Tabla 4. Estimacion Component Principal 2:
CP, = a+ B,SFLT1 + B,PIGF + B3PLAP + B,CD63
regress cp2 sfltlpgml pigfpgml plappgml cd63particles
Source SS df MS Number of obs = 181
F(4, 176) =
Model 168.895324 4 42.2238311 Prob > F = .
Residual 0 176 0 R-squared = 1.0000
Adj R-squared = 1.0000
Total 168.895324 180 .938307357 Root MSE = 0
cp2 Coef. Std. Err. t P>|t| [95% Conf. Intervall
sfltlpgml -.0153685
pigfpgml .0268266
plappgml -.0228182
cd63particles 7.69e-11
_cons 2.529253
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Tabla 5. Regresién Logistica (sflt-1):

In(0dds (A)) = a + B4SFLT1

Logistic regression Number of obs = 181
LR chi2(1) = 18.16
Prob > chi2 = 0.0000
Log likelihood = -29.597429 Pseudo R2 = 0.2348
dx Coef. Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Intervall
sfltlpgml .048145 .0156166 3.08 0.002 .017537 .078753
_cons -7.382061 1.596449 -4.62 0.000 -10.51104 -4.253078
Tabla 6. Regresién Logistica (PIGF):
In(Odds (A)) = a+ B1PIGF
Logistic regression Number of obs = 181
LR chi2(1) = 1.11
Prob > chi2 = 0.2920
Log likelihood = -38.122378 Pseudo R2 = 0.0144
dx Coef. Std. Err. z P>|z| [95% Conf. Interval]
pigfpgml -.0176184 .0174528 -1.01 0.313 -.0518252 .0165885
_cons -2.364053 .5304298 -4.46 0.000 -3.403676 -1.324429
Tabla 7. Regresién Logiostica (PLAP):
In(Odds (A)) = a+ BPLAP
Logistic regression Number of obs = 181
LR chi2(1) = 37.93
Prob > chi2 = 0.0000
Log likelihood = -19.710665 Pseudo R2 = 0.4904
dx Coef. Std. Err. z P>|z]| [95% Conf. Intervall
plappgml .1369914 .045095 3.04 0.002 .0486069 .2253759
_cons -20.3016 5.887011 -3.45 0.001 -31.83993 -8.76327
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Tabla 8. Regresién Logistica (CD63):

In(0dds (A)) = a + B,CD63

Logistic regression Number of obs = 181
LR chi2(0) = 13.92

Prob > chi2 = .

Log likelihood = -31.716787 Pseudo R2 = 0.1800
dx Coef. Std. Err. z P>|z]| [95% Conf. Interval]
cd63particles -3.48e-10 1.42e-10 -2.46 0.014 -6.26e-10 -7.02e-11
_cons -1.495678 .4297125 -3.48 0.001 -2.337899 -.6534572

Tabla 9. Comparacion curvas ROC:

roccomp dx p_sfltl p_pigf p_plap p_cd63 p_cp

ROC —Asymptotic Normal—

Obs Area Std. Err. [95% Conf. Intervall]

p_sfltl 181 0.7784 0.0787 0.62416 0.93256
p_pigf 181 0.5997 0.0964 0.41075 0.78866
p_plap 181 0.9251 0.0399 0.84700 1.00000
p_cd63 181 0.7956 0.0412 0.71487 0.87636
p_cp 181 0.9918 0.0085 0.97525 1.00000

Ho: area(p_sfltl) = area(p_pigf) = area(p_plap) = area(p_cd63) = area(p_cp)
chi2(4) = 98.17 Prob>chi2 = 0.0000



10.2 Carta Consentimiento Informado paciente embarazada

Maternidad Complejo Asistencial Dr. Sétero del Rio

-
— DR. SOTERO DEL RiO

JUNTOS PARA UNA MEIJIOR SALUD

Nombre del Estudio: "BANCO DE INFORMACION EN MUJERES
EMBARAZADAS DE LA MATERNIDAD DEL CASR"

INTRODUCCION:

Queremos invitarla a participar en un estudio de investigacion. Por favor, lea atentamente la
descripcion del proyecto antes de decidir tomar parte de nuestro estudio. Usted puede tomarse todo el
tiempo que necesite para tomar su decision. Antes de tomar esta decision, siéntase libre de conversar
con quien quiera. Si tiene cualquier duda sobre el estudio, sus potenciales riesgos y beneficios puede
consultar a su médico o a alguno de los miembros del staff del estudio. Le recordamos que su
participacion en este estudio es absolutamente voluntaria.

OBJETIVO DE LA INVESTIGACION:

Usted ha sido invitada a participar en este estudio porque esta y/o necesita ser ingresada a la
Maternidad de CASR para el manejo de su embarazo y parto. Desde la entrada en vigencia de la Ley
de Derechos y Deberes de los pacientes es necesario solicitar su inclusién en este estudio para tener
acceso a data referente a su ingreso a la Maternidad.

DISENO DEL ESTUDIO:

e Este es un estudio “observacional”’, lo que significa que Ud. recibira sus tratamientos en forma
normal, sin que se le practique ningun examen adicional.

e Estamos realizando este estudio porque queremos entender mejor por qué ocurren algunas
enfermedades del embarazo y del parto. Al conocer los mecanismos que producen las
enfermedades, es posible ofrecer diagndsticos mas precisos y mejores tratamientos. Para ello,
simplemente registraremos la evolucién de su embarazo y de su recién nacido. También queremos
almacenar una porcion de las muestras obtenidas como parte de su tratamiento (por ejemplo:
sangre, orina y liquido amnidtico). Esto nos permitiré analizar su muestra junto con la de otras
pacientes y asi obtener resultados mas confiables.

e Parte de este estudio consiste en tomar y almacenar muestras para investigaciones futuras.
Quisiéramos almacenar indefinidamente una porcién que no se use de las muestras que se le
tomaran como parte de su cuidado durante su hospitalizacion (por ejemplo: sangre, orina y liquido
amniotico) y de las muestras tomadas para este estudio, segun lo que se describe mas adelante en
la seccion “Procedimientos”. Nos proponemos estudiar genes, proteinas y otras sustancias para
encontrar diferencias entre los embarazos normales y aquellos con complicaciones (leer seccién
"Anexo").

Todos los otros aspectos de su control de embarazo no presentaran ningin cambio. Usted tendra el
mismo numero de visitas a su obstetra como lo planeado normalmente.
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PROCEDIMIENTOS:

Si Ud. decide participar en este estudio, se le ofreceran los siguientes examenes:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Luego de su ingreso, su doctor puede indicarle algunos examenes de sangre. Si Ud. acepta
participar en este estudio, ademas se obtendran y guardaran 25 cc de sangre (cinco cucharaditas
de té). Si se requieren nuevos examenes de sangre, se obtendran y guardaran 10 cc (2
cucharaditas de té) para los fines de este estudio. La cantidad maxima que se obtendra para las
participantes de este protocolo de investigacion no excedera 7 ml/kg (1/2 cucharada de sopa por
kg de peso) en un periodo de seis semanas para los menores de edad que pesen menos de 64 kg
0 450 ml en un periodo de seis semanas para los adultos.

Tomaremos una muestra de secreciones de su cavidad oral (boca), la que sera guardada y nos
permitira buscar diversos factores (ej: moleculares, genéticos y otros) que estén asociados con
complicaciones del embarazo.

Si al ingresar al hospital se le toma una muestra de orina, se obtendran y guardaran 10 a 20 cc
adicionales (2 a 4 cucharaditas de té) para los fines de este estudio.

Como parte de su examen de ingreso al hospital, puede ser necesario realizar un examen visual de
la vagina y el cuello del utero. Tomaremos 3 muestras de secrecion vaginal para un analisis
posterior.

Durante su embarazo su doctor puede necesitar hacer un examen llamado amniocentesis para
obtener una muestra del liquido que rodea a la guagua (liquido amnidtico). Esto permite saber si el
bebé tiene los pulmones maduros o si tiene una infeccion. Si le realizan este examen,
obtendremos 20 cc adicionales de liquido amniético (4 cucharaditas de té) para los fines de este
estudio.

Si su doctor necesita romper las membranas (bolsa de aguas) antes del parto o en caso que su
guagua nazca por cesarea, obtendremos liquido amnidtico para los fines de este estudio.
Normalmente este liquido se elimina.
Asimismo, su doctor puede necesitar hacer un examen llamado cordocentesis para obtener una
pequefia muestra de sangre desde el cordén umbilical. Si esto ocurre, obtendremos 2 cc (la mitad
de una cucharadita de té) para los fines de este estudio

Si le hacemos una ecografia, queremos que nos autorice a grabar y guardar el examen para
después analizarlo.

Si se le realiza una cesarea y la anestesia es del tipo raquidea, solicitaremos una muestra del
liquido cerebroespinal (5 cc, 1 cucharada de té). Usualmente no se recolecta el liquido
cerebroespinal que cae al administrar la anestesia.

Después que su guagua haya nacido y se haya cortado el cordéon umbilical, tomaremos muestras
de sangre del cordén que queda colgando de la placenta (20 a 40 cc, 2 a 4 cucharadas soperas).
La placenta también la guardaremos para examinarla. Tanto la sangre del cordén umbilical como
la placenta usualmente se eliminan.

Cuando nacen las guaguas normalmente tienen secreciones en la garganta y el estémago, las
que generalmente son aspiradas y eliminadas. Nos gustaria guardar estas muestras para
estudiarlas.

Si durante el primer dia de vida de su guagua necesita asistencia mecanica para respirar
(ventilador mecanico), nos gustaria poder obtener y guardar las secreciones que provienen de sus
pulmones, estas secreciones normalmente son eliminadas.

En el caso que su médico determine que es necesario practicarle una histerectomia luego del
parto (sacar el utero), nos gustaria obtener muestras del utero para poder examinarlas.

En el caso que ocurriera una muerte fetal, nos gustaria obtener muestras de tejidos que no sean
utilizadas en la autopsia para fines de este estudio.

Con el objeto de conocer cdmo evoluciond su embarazo, revisaremos su ficha clinica y la de su
guagua. Esta informacién se conservara en forma confidencial.
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Si, doy mi permiso para que la informacion médica de mi guagua se use en el futuro.

Iniciales de la paciente

Fecha

RIESGOS EN RELACION AL ESTUDIO:

1. Sangre materna adicional: No hay riesgo para Ud. o para su guagua. Hay un riesgo menor de
una infeccion local o de la ocurrencia de un hematoma ("moretdn") en el lugar de donde se obtiene
la sangre.

2. Muestra bucal: No hay riesgo para Ud. recogiendo la secrecién del interior de su boca.

3. Ecografia Doppler y vaginal: No hay riesgo para la madre o el bebé.

4. Liquido amnidtico adicional: No hay evidencia que la obtencion de una cantidad adicional de
liquido cause cualquier dafio a su o sus bebés.

5. Sangre del cordén umbilical y muestra de placenta: No hay riesgo asociado a la obtencion de
sangre del cordon o muestras de la placenta después del parto.

6. Muestras de secreciones del estomago o del pulmén: No hay riesgo en la obtencién de estas
muestras, porque generalmente se hace como parte de los cuidados clinicos.

7. Muestras de tejido: No hay riesgo en la obtencion de estas muestras, ya que la autopsia ya ha
sido realizada o la pieza quirurgica (por ejemplo: el utero) ya ha sido extraida.

BENEFICIOS:

Usted o su hijo(a) pueden no recibir beneficio alguno al entrar en este estudio. Sin embargo, el
conocimiento que se obtenga con este proyecto nos ayudara a entender mejor cdmo se producen las
enfermedades del embarazo. Esto puede resultar en mejores tratamientos para el futuro.

ALTERNATIVAS:

Su participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted puede decidir no participar en
este estudio, o entrar en el estudio y retirarse en cualquier momento si cambia de parecer. Esto no
afectara en lo absoluto la calidad de sus atenciones de salud.

Si usted decide participar y luego se retira del estudio le pediremos su permiso para continuar
recolectando sus datos.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS:

Los estudios de esta investigacion, asi como la evaluacion patoldgica descritas en este protocolo que
no sean parte de de su asistencia médica de rutina, no tienen ningun costo para Ud.

En el caso que haya danos por el estudio:

Si usted se enferma o lesiona como resultado de tomar parte en este estudio recibira atencién en este
centro y los costos estaran cubiertos. Al firmar el consentimiento no libera de responsabilidad a los
investigadores de este estudio.

CONFIDENCIALIDAD:

Si acepta participar en el estudio, su médico a cargo junto al equipo de investigacion se encargaran de
recolectar la informacién correspondiente al estudio. Esta informacion incluye: nombre, direccién,
fecha de nacimiento, reportes médicos nuevos o existentes.
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La informacion obtenida en el estudio sera conservada por muchos afos, solo el equipo del estudio
esta autorizado para tener acceso a su informacion. El que esté participando en el estudio quedara
registrado en los datos del hospital.

Resto de la informacién:

Alguna informacion del estudio sera enviada fuera del hospital. Esta informacion sera codificada y no
llevara su nombre o direccion. Toda la informacion recogida en este estudio sera confidencial. Si usted
decide retirarse del estudio se utilizara la informacién recolectada hasta ese momento.

DERECHOS COMO PACIENTE EN ESTUDIO:

Si usted tiene cualquier pregunta en relacion a este estudio, por favor consulte con el personal médico
que la atiende. También puede conversar con el Dr. Juan Pedro Kusanovic (Investigador local)
llamando al 25762189 6 al 9-2502017. Usted puede pedir una copia de este consentimiento si lo
desea. Si tiene consultas en relacion a sus derechos como paciente en estudio, puede llamar al Sr.
Patricio Michaud o a la Sra. Edith Mora, del Comité de Etica del Complejo Asistencial Dr. Sétero del
Rio, al nUumero 25762407

CONSENTIMIENTO

Me han explicado el objetivo y caracteristicas del estudio y todas mis preguntas han sido contestadas.
Sé que puedo renunciar en cualquier momento. Autorizo mi participacion en este estudio.

Nombre del participante RUT Firma
Fecha

Mi firma significa que le he explicado todo sobre el estudio a la paciente y contestado todas sus
preguntas.

Nombre de la persona Firma Fecha
Que obtiene el consentimiento

¢, Recibiod asistencia la participante durante el proceso de consentimiento?
[1siCINO

En caso AFIRMATIVO, marque la casilla correspondiente y complete el espacio destinado a la firma a
continuacion:

[] El formulario de consentimiento fue leido a la participante. La persona que firma a continuacion
certifica que el estudio que figura en este formulario se explicé con exactitud, y que se respondieron
sus preguntas.

Nombre del Testigo RUT Firma
Fecha

Parentesco o relacién con la participante
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Firma Director CASR

Fecha

NOMBRE DEL ESTUDIO: "ESTABLECIMIENTO DE UNA BANCO DE
INFORMACION
Y MUESTRAS BIOLOGICAS PERINATALES"
CONSENTIMIENTO INFORMADO PACIENTE EMBARAZADA

ANEXO ESTUDIOS FUTUROS

Algunas de las muestras que tomemos las usaremos de inmediato. Guardaremos parte de las
muestras que no usemos para estudios futuros. Es posible que en el futuro estas muestras se puedan
usar en la aplicacion de nuevos métodos de estudio de los genes (ADN), las proteinas y otras
sustancias, para ver si se asocian con parto prematuro, rotura prematura de membranas,
desprendimiento de placenta, preeclampsia, nifios pequefios para la edad gestacional, infeccion
neonatal, paralisis cerebral, enfermedad pulmonar crénica y otras complicaciones del embarazo.
Quisiéramos su permiso para utilizar estas muestras para identificar cambios en los genes, lo que nos
podria entregar conocimiento sobre estas enfermedades y asi, eventualmente, poder mejorar los
tratamientos. Sus muestras seran utilizadas exclusivamente para investigar diferencias entre los
embarazos normales y las complicaciones durante la gestacion.

Sus muestras seran codificadas y no seran identificadas por su nombre u otros identificadores
personales. Los congeladores donde se almacenan sus muestras estan situados en areas seguras.
Solamente las personas relacionadas con esta investigacion tendran acceso a las muestras. Su
informacion médica sera almacenada en lugares seguros y de acceso restringido o bajo una
contrasefia en un computador.

Es posible, (aunque improbable), que obtengamos informacion inesperada sobre su salud o sus
caracteristicas genéticas. Los estudios genéticos pueden descubrir relaciones inesperadas de la
familia. Por ejemplo, es posible que sepamos que un miembro de la familia no es el hijo bioldgico de
los padres con quienes vive (como en el caso de la adopcion). No proporcionaremos este tipo de
informacion a ningin miembro de la familia o a su médico. Sin embargo, es posible que hagamos
excepciones bajo circunstancias extraordinarias, como que esta informacion realmente sea necesaria
para el cuidado médico de las personas implicadas. Si estamos convencidos que esto es necesario,
proporcionaremos la informaciéon al médico que atiende al paciente.

eEntiendo que las muestras obtenidas para este protocolo de investigacion seran utilizadas en
estudios futuros que pretenden entender las diferencias entre los embarazos normales y aquellos
con complicaciones.

eEntiendo que posteriormente no se me entregara informacién sobre la naturaleza de los estudios

futuros, pero que estos estudios estaran orientados exclusivamente a encontrar diferencias entre
los embarazos normales y aquellos con complicaciones.
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eYa que la mayoria de estos estudios no tendran ninguna importancia para mi cuidado médico o el de
mi hijo(a), entiendo que no seré contactado(a) para entregarme informacién sobre los resultados
de estos estudios.

eEntiendo que si algun resultado del estudio tuviera alguna importancia médica para mi o para mi
hijo(a) se intentara entrar en contacto con el o los médicos que me atendieron, o conmigo si es que
existiera informacion para que me contacten utilizando los archivos del Centro de Investigacion e
Innovacion en Medicina Materno — Fetal (CIMAF) o los archivos del Hospital Dr. Sétero del Rio. Ud.
puede llamar al investigador principal de este estudio, Dr. Juan Pedro Kusanovic al teléfono
25762189, para poner al dia su informacién de contacto (direccion y niumero de teléfono).

Si Ud. NO desea que sus muestras sean utilizadas en el futuro, esto no excluye que sus muestras se

utilicen de inmediato. En la eventualidad que sea necesario utilizar sus muestras en el futuro,

previamente solicitaremos una autorizacién al Comité de Etica del Hospital Dr. Sétero del Rio.

CONSENTIMIENTO

Me han explicado el objetivo y caracteristicas del estudio y todas mis preguntas han sido contestadas.
Se que puedo renunciar en cualquier momento.

SI Doy mi permiso para que se usen las muestras en estudios futuros, como se mencioné
anteriormente.

Iniciales de la paciente Fecha

NO No doy mi permiso para que se usen las muestras en estudios futuros, como se menciond
anteriormente.

Iniciales de la paciente Fecha

RIESGOS

Investigaciones futuras: En el futuro, las muestras pueden ser examinadas para estudiar los genes
(ADN), proteinas y otras sustancias. Es posible (aunque improbable), que obtengamos informacién
inesperada sobre su salud o sus caracteristicas genéticas.

Firma Firma Firma
Paciente Padre/Madre/Tutor legal Médico/Matrona/Investigador
Fecha Fecha Fecha

Firma Director CASR
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LETTER OF COLLABORATION

Re: Project CORFO L2 "Development of a kit for the prediction of PE
based on exosomes and inflammatory markers present in oral fluids”

28 July 2014
Dear Dr Chaparro

As Acting Director of the University of Queensland Centre for Clinical Research (UQCCR), | write to confirm our support of the
CORFO L2 project "Development of a kit for the prediction of PE based on exosomes and inflammatory markers present in oral
fluids” and our commitment as a joint research collaborator.

The UQCCRis a state of the art translational research facility situated adjacent to Australia’s largest public hospital the Royal Brisbane
and Women'’s Hospital, Brisbane, Australia. It was designed specifically to bridge the gap between academic research, industry and
the evaluation and implementation of clinical outcomes. Recently, it also established a Centre for Clinical Diagnostics (CCD) to
develop, evaluate and deliver new in vitro diagnostics (IVDs) within a National Association of Testing Association (NATA) accredited
research and development environment. It is 1SO17025 (R&D) NATA accredited, compliant with 1SO13485 (Medical Devices) and
Good Clinical Practice (GCP) and conforms to FDA guidelines for electronic record handling (21 CFR Part 11). The CCD together
with a dedicated outpatient floor for the conduct of clinical trials establishes UQCCR as a unique clinical research, development and
evaluation facility in Australia that delivers regulatory ready data to achieve higher R&D efficiencies and return on investment, and
reduced product time-to-market. In addition, it has a unique role in the training of staff and students to international industry
standards.

In relation to this project, we have a well-developed exosome research program already established. We have developed best-
practice methods for the isolation and characterisation of exosomes. Our laboratory has a proteomic and lipidomics facility, equipped
with the latest mass-spectrometers (AbSciex 5500, 5600 and 5800 and Shimadzu 8060), next generation sequencing (lllumina HiSeq
2000 and MiSeq platforms), multiplex solution array platform (BioPlex 200) and real time cell imaging (Incucyte) and nanoparticle
tracking (Nanocyte) that allow comprehensive characterisation of exosomal content and function. As such, our laboratory is ideally
suited to conduct and provide support for this Corfo project.

In addition, we have a long-standing research track record in complications of pregnancy, including preeclampsia, inflammation, the
identification of biomarkers and the development of in vitro diagnostic tests. We are able to allocate the necessary research time,
staff and infrastructure to successfully complete this project.

Yours faithfully,

Professor Gregory Rice
PhD MHA Acting Director, UQCCR
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