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INTRODUCCION

1. IMPORTANCIA DEL PARTO PRETERMINO

1.1 Definicion

El parto pretérmino se define, seguin la Organizacién Mundial de la Salud, como el parto que se
produce antes de las 37+0 semanas de amenorrea o de los 259 dias desde la fecha de la ultima

menstruacion (1).

El parto pretérmino es un problema de salud publica relevante dada su prevalencia y sus
complicaciones postnatales, siendo la principal causa de mortalidad neonatal y por debajo de
los 5 afios de vida. También es una de las principales causas de morbilidad neonatal,
presentando una alta tasa de secuelas a corto y largo plazo. Ademads, presenta un impacto a
nivel emocional y social en las familias con un gran coste econdmico derivado, no Unicamente
del gasto sanitario que supone el ingreso del neonato prematuro sino también de otros gastos
indirectos como reingresos, controles y necesidades especiales que presentan estos nifios a lo
largo de la vida (2-3). Es por ello que tanto la OMS (4) como Naciones Unidas (5) lo consideran

un problema de salud relevante a abordar en los préximos afios.

La madurez fetal es un proceso continuo. Asi, la prevalencia de morbimortalidad neonatal se
reduce a medida que aumenta la edad gestacional al parto (Figura 1) y no desaparece al llegar
al término (37+0 semanas de gestacidn), sino que sigue decreciendo hasta alcanzar las 39+0
semanas de gestacidn. Es por ello que neonatos nacidos entre las 3740 y las 38+6 semanas de
gestacion, considerados nacidos a término, presentan un riesgo incrementado de morbilidad

respiratoria, hiperbilirrubinemia o hipoglucemia, entre otras (6).
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B Intraventricular Hemorrhage
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Figura 1: Morbilidad neonatal segiin edad gestacional al parto. Fuente: Mercer BM. Obstet Gynecol. 2003 (7).

1.2 Epidemiologia

Mundialmente, en 2020 se estimé una prevalencia global de parto pretérmino del 9.9% (Figura

2). Esta prevalencia difiere segun los paises debido a diferencias poblacionales, en los sistemas

de salud y socioecondmicas. Asi, Africa Sub-sahariana y Asia del sur acumulan alrededor del

80% de todos los partos pretérmino (8).

15 to <20%
B 10to <15%
Es5to<10%
[ «5%

[ Not UN member state
= Not applicable

Figura 2: Tasa de parto pretérmino estimada en 2020. Fuente: Ohuma EO. Lancet. 2023 (8).

Europa presenta una prevalencia de parto pretérmino del 6.9%, siendo menor en paises

ndrdicos y balticos (Figura 3) (9).
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Figura 3: Porcentaje de parto pretérmino en Europa con recién nacido vivo en el afio 2019. Fuente: Europeristat

(9)

Segun el Instituto Nacional de Estadistica de Espafia, en el afio 2022 se produjeron 18.017
partos pretérmino, presentando una prevalencia del 5.5% de todos los partos. Estos sucedieron

principalmente entre las 32+0 y las 36+6 semanas de gestacién (Figura 4) (10).

16.002

14.224 4 Menos de 28 semanas
12446 | De 28 a 31 semanas
10.668 De 32 a 36 semanas
8.890 -
7.112
5.334
3.556 -

1.778 -

Figura 4: Partos pretérmino en Espafa en el afio 2022 estratificado por edad gestacional. Fuente: Instituto Nacional

de estadistica (10)

En Cataluiia, el instituto de estadistica reportd en 2022 un total de 3853 partos pretérmino del
total de 55.760 partos que se produjeron. Esto representa una prevalencia de parto pretérmino

en Catalufia del 6,9% (11).

La incidencia del parto pretérmino en Europa, Espafia y Catalufia se ha mantenido estable desde

2015 (9).
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1.3 Tipos de parto pretérmino

1.3.1 En funcion de la edad gestacional

En funcidn de la edad gestacional en el momento del parto, los prematuros pueden ser (12):

Prematuro extremo: aquél recién nacido cuyo parto se produce antes de las 28+0 semanas

de gestacion. Representa el 5% de los partos pretérmino.

- Prematuro grave: aquél recién nacido cuyo parto se produce entre las 28+0 y 31+6 semanas

de gestacion. Representa el 15% de los partos pretérmino.

- Prematuro moderado: aquél recién nacido cuyo parto se produce entre las 32+0 y 33+6

semanas de gestacion. Representa el 20% de los partos pretérmino.

- Prematuro leve: aquél recién nacido cuyo parto se produce entre las 34+0 y 36+6 semanas de

gestacion. Representa el 60% de los partos pretérmino.

1.3.2 En funcidon de la indicacion

En funcidon de la indicacién, diferenciamos (12):

- Parto pretérmino espontaneo: Comprende el 70% de los partos pretérmino y ocurre en
pacientes con amenaza de parto prematuro (APP) o rotura prematura de membranas (RPM)
pretérmino.

- Parto pretérmino por indicacion médica: Comprende el 30% de los partos pretérmino y se
debe a la presencia de alguna condicién preexistente fetal o materna como el retraso de
crecimiento intrauterino severo o la preeclampsia grave que hace que el riesgo o
complicaciones derivadas de continuar la gestacidon superen el riesgo de nacer prematuro. En
este caso serd de vital importancia, si es posible planificar la finalizacion, considerar las
semanas de gestacion, dado que la morbimortalidad neonatal diferird en funcion de la edad

gestacional al nacimiento.

La presente tesis doctoral se centra en la evaluacién de pacientes con APP y RPM pretérmino

gue son el grupo de riesgo de parto pretérmino espontaneo.
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2. PRINCIPALES FORMAS CLINICAS DE PRESENTACION DE LAS PACIENTES
CON RIESGO DE PARTO PRETERMINO ESPONTANEO

Existen tres formas clinicas principales de presentacion que confieren un aumento del riesgo de
parto pretérmino espontaneo. Estas incluyen la APP, la RPM pretérmino y la incompetencia
cervical. En este apartado se explican las relacionadas con el proyecto de tesis, que son la APP

y la RPM pretérmino.

2.1 Amenaza de parto prematuro

La APP se define por la presencia de dindmica uterina regular asociada a modificaciones
cervicales en pacientes con membranas integras entre las 22+0 y las 36+6 semanas de gestacién

(13).

Unicamente el 10% de las gestantes ingresadas con este cuadro clinico tendran un parto en los

siguientes 7 dias. No obstante, la APP es responsable del 45% de los partos pretérmino (14).

2.2 Rotura prematura de membranas pretérmino

La RPM pretérmino se define por la ruptura de las membranas amnidticas antes del inicio de
parto. Su diagndstico se basa en la evidencia de pérdida de liquido amnidtico proveniente del
canal cervical y se apoya por la evidencia de oligoamnios o anhidramnios en la ecografia

abdominal (15-16).

Respecto a la contribucion de la RPM en la prematuridad, esta presente en el 25% de los partos
pretérmino. Aproximadamente el 40% de las pacientes con RPM pretérmino el parto se

desencadena en las primeras 72 horas de ingreso (17).
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3. ETIOPATOGENIA DEL PARTO PRETERMINO ESPONTANEO

Numerosos factores médicos, sociodemograficos o nutricionales se han asociado al parto
pretérmino espontaneo. Es por ello, que se ha considerado un sindrome con multiples

etiologias, siendo la causa desconocida, la mas frecuente (18).

3.1 Factores de riesgo conocidos del parto pretérmino espontaneo

3.1.1 Factores Obstétricos

El antecedente de parto pretérmino espontdneo antes de la semana 37 de gestacién es el
factor de riesgo mas importante de recurrencia de parto pretérmino en siguientes gestaciones
(19, 20).

El antecedente de una pérdida gestacional de segundo trimestre entre las 16 y las 20 semanas
de gestacion (21).

El periodo intergenésico corto, especialmente inferior a 6 meses (22).

El acortamiento cervical: La longitud cervical medida por ecografia transvaginal inferior al
percentil 5 segln la edad gestacional es de los mejores predictores de parto pretérmino de
los que disponemos actualmente (23-24).

La sobredistensién uterina provocada por presencia de miomas (25), polihidramnios (26) o
gestaciones multiples (27).

La cesarea en curso de parto realizada en mujeres en dilatacién completa (28).

La metrorragia en cualquier trimestre de la gestacion (29-32).

Factores fetales como las malformaciones fetales mayores (33) o el sexo masculino (34).

3.1.2 Factores Maternos

La raza negra y afrocaribefia (35).

La edad materna: tanto la adolescencia como la edad materna avanzada (36).
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El indice de masa corporal (IMC) anormal: tanto el infrapeso (IMC <18.5 kg/m?), el sobrepeso
(IMC 25-29.9 kg/m?) o la obesidad pregestacional (IMC >30kg/m?) (37) como la ganancia de
peso inadecuada durante la gestacion (38).

La nuliparidad o la gran multiparidad, especialmente la nuliparidad asociada a edades
maternas precoces y el antecedente de 3 o mas partos previos (36).

Las condiciones socioecondmicas desfavorables (39) y el bajo nivel educacional (40).

El habito tabaquico (41) o el consumo de otras drogas (42).

La anemia durante la gestacidon parece aumentar el riesgo de parto pretérmino, aunque los
estudios son controvertidos (43)

El estado nutricional materno: déficits de folato o zinc (44).

Las malformaciones uterinas, especialmente el Utero bidelfo (45).

Los problemas de fertilidad y las técnicas de reproduccion asistida, tanto por las caracteristicas
maternas asociadas a la infertilidad, asi como por los tratamientos y procedimientos
realizados para obtener la gestacion (46).

La conizacidn y la cirugia cervical: son factores de riesgo una conizacién de mas de 10 mm de
profundidad o mds de una conizacidn (47).

El antecedente de dilatacién cervical y legrado uterino (48).

Las infecciones extrauterinas intercurrentes como la vaginosis bacteriana (49), la clamidia
(50), la pielonefritis (51), la malaria (52) o la enfermedad periodontal severa (53).

Algunas enfermedades autoinmunes como la esclerosis sistémica y las conectivopatias (54).
Los factores genéticos: polimorfismos en los genes de citocinas proinflamatorias (55).

Los factores endocrinos como el déficit de progesterona (56).

3.2 Etiologias del parto pretérmino espontaneo

Los mecanismos moleculares finalmente responsables del inicio del parto pretérmino no estdn
completamente descritos. A pesar de ello, las cuatro grandes causas que activan la cascada del
parto pretérmino son la activacidon prematura del eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal matero o
fetal, la distensién uterina patoldgica, la causa vascular/placentaria y la causa
inflamatoria/infecciosa. La causa inflamatoria/infecciosa, que es el objeto de estudio de la
presente tesis doctoral, se expondrd en el siguiente apartado (punto 4: Etiologia

infecciosa/inflamatoria del parto pretérmino).
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3.2.1 Activacidén prematura del eje hipotalamo-hipofisario adrenal materno o fetal

Multiples factores de riesgo comentados previamente provocan estrés materno, desde
patologias como las autoinmunes a la situacién socioecondmica desfavorable o la malnutricion.
Ante un estimulo de estrés materno, el hipotdlamo secreta la hormona liberadora de
corticotropina que estimula la liberacién hipofisaria de corticotropina. Esta estimula la
liberacion de cortisol a nivel de las glandulas suprarrenales que ejerce un estimulo de
retroalimentacion negativa a nivel hipotalamico y un efecto de retroalimentacion positiva a
nivel decidual que secreta hormona liberadora de corticotropina, estimulando de nuevo el eje
hipotdlamo-hipofisario-adrenal materno y a su vez activando el eje hipotalamo-hipofisario-
adrenal fetal. Esta hormona liberada a nivel decidual aumenta la concentracion de

prostaglandinas que favorecen las contracciones y las modificaciones cervicales.

A nivel fetal, factores de estrés fetales como la insuficiencia placentaria o las malformaciones
fetales pueden activar el eje hipotalamo-hipofisario-adrenal fetal liberando cortisol que activa
la secrecidon de hormona liberadora de corticotropina a nivel decidual. Por otro lado, existe un

aumento de dehidroepiandrostendiona y estrégenos que favorecen la RPM pretérmino (57).

3.2.2 Sobredistension uterina

El estimulo mecanico de la distension miometrial es uno de los factores principales del inicio
del parto (57). Varios factores de riesgo mencionados previamente presentan una

sobredistension uterina, como el polihidramnios, los miomas o la gestacion multiple.

Se han descrito distintas vias que pueden contribuir al inicio del parto ante un estimulo de

distension mecanica:

o Las células miometriales adquieren un fenotipo que favorece la contractilidad vy
presentan un aumento de las “gap junctions” (58).

o Se activa la produccion de proteinas de contraccién miometrial como los receptores de
oxitocina, las conexinas o las prostaglandinas, entre otros (59-61).

o Se activa la sintesis de citocinas inflamatorias como la interleucina (IL)-8, IL-6 o factor de

necrosis tumoral alfa (62,63).
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o Se incrementan los canales de sodio y calcio. El aumento de calcio intracelular que se
une a la calmodulina es el que provoca la fosforilaciéon de la cadena ligera de la miosina,
permitiendo la accion de la actina y la miosina, responsables finales de la contraccién

muscular (58).

3.2.3 Disfuncion vascular placentaria

Un 30-35% de pacientes con RPM pretérmino o APP presentan signos histoldgicos placentarios
sugestivos patologia vascular placentaria, similares a los descritos en pacientes con
preeclampsia. Alrededor de un 7-10% de pacientes pueden llegar a mostrar lesiones mixtas
(infecciosas y vasculares) a nivel placentario, siendo mas probables en edades gestacionales

tempranas (64-67).

La sospecha de que la causa vascular/placentaria sea la responsable de un parto pretérmino se
basa en el estudio anatomopatoldgico de la placenta. No existe un criterio diagnéstico claro
dada la heterogeneidad de clasificaciones y la variabilidad de las lesiones placentarias. Los
hallazgos anatomopatoldgicos que sugieren una causa vascular/placentaria incluyen el peso
placentario inferior al percentil 10, la ausencia de cambios adaptativos de las arterias espirales
en segmento miometrial y en lecho placentario persistiendo vasos pequefos, musculares con
paredes bien definidas que pueden contener trombos o asociar zonas de infarto, la maduracion
acelerada desigual de las vellosidades coridnicas, y la hemorragia decidual o placentaria (64-

67).

El mecanismo fisiopatoldgico no es del todo conocido. Cada vez mas evidencia sugiere un fallo
en la transformacion fisioldgica de las arterias espirales y una alteracién de factores deciduales
y miometriales esenciales para una placentacion normal que conducen a la isquemia

uteroplacentaria (64, 66-70).

El mecanismo subyacente, probablemente, implica que la isquemia uterina aumenta la
produccion de renina a nivel uterino, aumentando las concentraciones de angiotensina I, la
cual puede inducir contracciones miometriales de forma directa o indirecta a través de la
liberacion de prostaglandinas. Ademas, si existe isquemia suficiente para provocar necrosis o
hemorragia a nivel de la decidua, la produccidon de trombina podria activar también las

contracciones uterinas (71).
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4. ETIOLOGIA INFECCIOSA/INFLAMATORIA DEL PARTO PRETERMINO

La causa conocida mas frecuente de parto pretérmino, principalmente en edades gestacionales
tempranas, es la causa infecciosa y/o inflamatoria (72,73). Un pequefio porcentaje de estas
pacientes presentan signos clinicos sugestivos de infeccidon, lo que se conoce como
corioamnionitis clinica (74). El resto se presentan de forma subclinica. Hasta el momento, el
diagnéstico de infeccidn o inflamacidn intra-amnidtica subclinica necesita de la realizacion de
una amniocentesis, ya que no existe una elevacion significativa de marcadores indirectos como

la fiebre o los leucocitos para tener un diagndstico de sospecha.

Se han descrito 4 fenotipos de pacientes en funcién de la exposicién a infeccidn o inflamacién

en esta etapa subclinica (72,73):

Infeccion intra-amnidtica asociada a inflamacion

Infeccion intra-amnidtica sin inflamacion (colonizacion)

Inflamacién intra-amnidtica sin infeccion (inflamacién estéril)

Pacientes sin inflamacidn ni infeccidon intra-amniadtica.

4.1 Infeccidon intra-amnidtica subclinica
4.1.1 Definicion

La infeccidn intra-amnidtica subclinica se define por la presencia de microorganismos en el

liguido amnidtico en ausencia de signos clinicos de infeccion (75).
4.1.2 Prevalencia

Un 10-20% de las pacientes con APP y hasta un 40% de las pacientes con RPM pretérmino que
debutan antes de las 34 semanas de gestacion presentan infeccidn intra-amnidtica subclinica,
siendo ésta responsable de alrededor del 25% de todos los partos pretérmino espontaneos. La
prevalencia de la infeccion intra-amnidtica subclinica aumenta conforme disminuye la edad
gestacional al diagndstico siendo de hasta el 40% antes de las 28 semanas de gestacién (Figuras

5y 6) (72,73,75,76).
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Figura 5: Prevalencia de inflamacién intra-amnidtica estéril e inflamacidn intra-amnidtica asociada a infeccidn en
pacientes con amenaza de parto pretérmino con membranas integras segun la edad gestacional en el momento

del parto. Fuente: Romero R. Am J Reprod Immunol. 2014 (72).
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Figura 6: Prevalencia de inflamacién intra-amnidtica estéril e inflamacién intra-amnidtica asociada a infeccién en
pacientes con RPM pretérmino segun la edad gestacional en el momento del diagndstico de la RPM. Fuente:

Romero R. J Matern Fetal Neonatal Med. 2015 (73).

4.1.3 Microorganismos implicados vy vias de infeccidn

El germen que con mas frecuencia se aisla en la infeccién intra-amnidtica subclinica es el

Ureaplasma spp. (especies), siendo el responsable de aproximadamente el 50% de las
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infecciones intra-amnidticas. Se trata de una especie de la familia Mycoplasmataceae, por lo
gue no se aisla en cultivos convencionales y requiere de un cultivo especifico o de técnicas
moleculares. Otra especie de la misma familia relativamente frecuente seria el Mycoplasma

hominis (prevalencia del 9% aproximadamente) (77).

También son frecuentes bacterias Gram negativas (Fusobacterium nucleatum (9%), Escherichia
coli (7%), Haemophilus influenzae (3%), o Prevotella bivia (1%)) o Gram positivas (Streptococcus
agalactiae (11%), Peptostretococcus spp. (4%), Enterococcus spp. (3%), Streptococcus anginosus
(3%), Gardnerella vaginalis (3%), Streptococcus mitis (3%), Streptococcus pneumoniae (0.8%) o

Listeria monocytogenes (0.6%)) (78).

Entre todas las bacterias descritas previamente, existen varias anaerobias relativamente
frecuentes (Prevotella bivia, Fusobacterium nucleatum o Peptostreptococcus spp.), por lo que

serd importante afadir cultivos de gérmenes anaerobios al estudio del liquido amnidtico.

La infeccidn fungica es menos frecuente (prevalencia alrededor de 0.6% de las infecciones intra-

amnidticas) y se produce por Candida albicans principalmente (79).

A pesar de ello, es importante reconocer que existen muchos otros microorganismos no
cultivables (virus, por ejemplo) que requieren de otras técnicas de biologia molecular que

actualmente no se incluyen en la practica clinica habitual (80,81).

La via de colonizacion al liquido amniético mas frecuente es la ascendente desde el tracto
genital inferior, por bacterias responsables de disbiosis vaginal como Ureaplasma spp.,

Mycoplasma hominis o Streptococcus agalactiae (82).

Menos frecuentemente es la via hematdgena. El origen mas frecuente de ésta es la cavidad
oronasal, siendo un ejemplo de ello la infeccidn por Fusobacterium nucleatum con relacién a la
patologia periodontal o por Listeria monocytogenes relacionada con la contaminacion
alimentaria (83). Otro origen hematdgeno menos frecuente es el tracto respiratorio, siendo
ejemplos de ello la infeccion por Haemophilus influenza o el Streptococcus pneumoniae. En
ocasiones es dificil establecer la via de colonizacidén ya que algunas de estas bacterias también

se detectan en el tracto genital inferior (Fusobacterium nucleatum).
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4.1.4 Fisiopatologia

Lo mas frecuente es que la presencia de microorganismos active una respuesta inflamatoria en
el liguido amnidtico conocida como inflamacion intra-amnidtica. Una vez el microorganismo
invade la cavidad amnidtica, antigenos de superficie conocidos como PAMP (pathogen-
associated molecular pattern) se unen a receptores del sistema inmune llamados PRR (pattern
recognition receptor), como los Toll-like receptor o los Nucleotide-binding Oligomerization
Domain (NOD)-like receptor. Esto activa las células locales de la inmunidad innata (neutrofilos,
monocitos y macroéfagos) materna y fetal. La respuesta mas temprana es por parte de los
neutrofilos y posteriormente se activan los monocitos/macréfagos. Las funciones mas
importantes de estas células son la fagocitosis, la liberacidon de trampas extracelulares que
permite atrapar a los microorganismos, la liberacion de sustancias antimicrobianas
(mieloperoxiadasa, lactoferrina, defensinas, catepsina G o elastasa, entre otros) y de citocinas
y quimiocinas pro-inflamatorias (TNF (factor de necrosis tumoral) alfa, proteina inflamatoria de
macréfagos- 1 alfa y 1 beta, IL-8, IL-18, IL1alfa e IL1beta). Esta liberacién de interleucinas se
hace a través del ensamblaje de complejos proteicos citosélicos activado por la unién de los
PAMPs a los PRRs conocidos como inflamasomas y que activan la secrecién de citocinas
inflamatorias por la via de las caspasas. Las quimiocinas inducen la migracion de neutroéfilos y
macréfagos hacia la placenta y las membranas fetales desarrollando la corioamnionitis
histoldgica. Este proceso finalmente provoca la liberacién de prostaglandinas, que inducen el
inicio de las contracciones uterinas (84-88). También se han detectado en cavidad amnidtica

linfocitos B, T y células Natura Killers, aunque su papel estd menos definido (89).

En aproximadamente un 5% de los casos de infeccidn intra-amnidtica subclinica no existe una
respuesta inflamatoria asociada. Habitualmente se utiliza el término “colonizacion” del liquido
amnidtico para referirnos a estos casos. Las implicaciones prondsticas de estos casos son
similares a las mujeres que no presentan infeccidon ni inflamacién intra-amniédticas y pueden

englobar casos de falsos positivos del cultivo de liquido amnidtico.

4.1.5 Implicacion clinica

La infeccidn intra-amnidtica subclinica se ha relacionado principalmente con un debut mas

precoz de los sintomas, una edad gestacional en el momento del parto mas temprana y una
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latencia al parto (intervalo de tiempo desde debut por APP o RPM y parto) menor. Ademas, se

ha relacionado con un peor resultado neonatal (72,73,75).

En pacientes con APP, la latencia entre la amniocentesis y el parto es de 1-8 dias en pacientes
con infeccidn intra-amnidtica en comparacién con los 31 dias de media en aquellas pacientes
sin infeccidon ni inflamacién. Las pacientes con infeccidon intra-amnidtica suelen ser casos
refractarios al tratamiento tocolitico y con unas condiciones cervicales mas avanzadas en el
momento del diagndstico. Asimismo, existe mayor incidencia de corioamnionitis clinica y RPM
pretérmino en estas pacientes. La edad gestacional al parto y el peso al nacimiento también son
menores, presentando una media de edad gestacional media al parto de 29 semanas en
comparacion con las 36 semanas de media que alcanzan las pacientes sin infeccién ni
inflamacién. La morbilidad neonatal también estd relacionada con la edad gestacional al parto

y no tanto por la exposicion infecciosa/inflamatoria (72,90).

En pacientes con RPM pretérmino, la edad gestacional en el momento de la rotura es mas
precoz (24-25 semanas de gestacion comparado con 32 semanas en pacientes sin infeccién ni
inflamacién). También disminuye la edad gestacional en el momento del parto (25 semanas de
gestacion aproximadamente en comparacién con 34 semanas) con una latencia al parto menor
(media de 3-5 dias desde la amniocentesis hasta el parto en comparacidon con una media de 12-
22 dias en casos sin infeccion). No parece haber diferencias en cuanto a la incidencia de

corioamnionitis clinica, aunque si mayor prevalencia de corioamnionitis histolégica (73, 80).

El peor resultado neonatal en pacientes con infeccidon intra-amnidtica subclinica se ha
relacionado con la edad gestacional en el momento del parto y no tanto por la exposicion
infecciosa/inflamatoria. La edad gestacional al parto es la variable que mas se relaciona con el
resultado neonatal (77). Esto lo diferencia de la corioamnionitis clinica en la que se ha
observado un peor resultado materno y neonatal por la exposicidon a la infeccidn en esta etapa

tan avanzada (74).

Ademas de los estudios en humanos, multiples estudios en modelo animal han demostrado que
la inoculacién intra-amnidtica de bacterias o productos bacterianos como lipopolisacaridos,
inducen contracciones y parto pretérmino en ausencia de sintomas sistémicos como la fiebre

(91-93).
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4.1.6 Manejo actual

El manejo actual ante el diagndstico de una infeccion intra-amnidtica subclinica no estd
universalmente establecido. Parece justificado el tratamiento antibidtico con farmacos
sensibles que atraviesen la placenta con perfil de seguridad para el feto. A la espera del
resultado microbioldgico, la antibioterapia de amplio espectro parece una estrategia razonable,

cubriendo gérmenes Gram positivos, negativos y, principalmente, Ureaplasma spp.

No existe consenso sobre si se requiere finalizacion de la gestacidn en estos casos. La evidencia
actual sugiere que el principal determinante de los resultados neonatales es la edad gestacional
en el momento del parto (77,94). En general, y en beneficio del prondstico neonatal, no se
recomienda la induccion del parto inmediata si no existe repercusion sistémica de la infeccion
(corioamnionitis clinica). Es por ello que la conducta expectante bajo cobertura antibidtica
pareceria una actitud razonable, contraindicando la utilizacion de tocolisis en estos casos de
infeccién confirmada. La virulencia del germen, la edad gestacional, comorbilidades asociadas
y la evolucion clinica de la paciente serdn factores a considerar en la finalizacidn activa de la

gestacion (16, 95).

4.2 Inflamacion intra-amnidtica estéril

4.2.1 Definicién

La inflamacion intra-amnidtica estéril se define por la presencia de una inflamacion intra-
amnidtica en ausencia de infeccidn intra-amnidtica, por lo que su diagnodstico requiere de la
realizacion de una amniocentesis. Posiblemente, la inflamacidon intra-amnidtica estéril esta
sobrediagnosticada dado que existen microorganismos que no son cultivables y, por tanto, no

se detectan con las pruebas microbioldgicas convencionales.

Aunque no existe una definicién exacta de inflamacién intra-amnidtica, la mayoria de autores
la define por un aumento en la concentracién de citocinas como la IL-6 o la metaloproteasa
(MMP)-8 en liquido amnidtico. Se han definido diferentes puntos de corte en funcién de la
técnica utilizada y en funcién de la manifestacion clinica (APP o RPM pretérmino). Similar a otros

autores y utilizando técnicas de enzimoinmunoanalisis de adsorcidn (ELISA), el punto de corte
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de IL-6 en los casos de RPM pretérmino que nuestro grupo ha propuesto es de 1.43 ng/mLy en

los casos de APP de 13.4 mg/mL (96,97).

4.2.2 Prevalencia

En pacientes con APP, la inflamacién intra-amnidtica es mas frecuente que la infeccion (26% vs.
11%, respectivamente) (72). En el caso de la RPM pretérmino, la inflamacién intra-amniética
estéril es menos frecuente que la infeccién cuando el debut es muy precoz (antes de las 25
semanas la prevalencia de inflamacidn estéril es del 29% vs. el 64% de prevalencia de la
infeccion). El porcentaje de inflamacidn estéril se mantiene posteriormente alrededor del 30%,
mientras que el de infeccion se reduce a menos del 20% (73). Tanto en casos de APP como RPM
pretérmino, la frecuencia de la inflamacién estéril aumenta conforme disminuye la edad

gestacional al debut clinico (Figuras 5y 6) (72, 73).

4.2.3 Etiopatogenia

Las alarminas o DAMPs (damage associated molecular patterns) son moléculas liberadas en
relacién a procesos de necrosis, apoptosis, lesidn tisular, estrés oxidativo o senescencia celular
y sirven de alerta al sistema inmune innato y adquirido que estimulan los mecanismos de
defensa del huésped, induciendo una respuesta inflamatoria similar a la observada en una

infeccion (98,99).

Una de las fuentes mas importantes de la liberacidon de alarminas en la cavidad amnidtica son
los fendmenos de senescencia a nivel de la decidua, involucrados en el parto pretérmino sin
infeccién intra-amnidtica y sin corioamnionitis aguda histolégica (100-102). Estas alarminas o
DAMPs son: IL-1alfa, High mobility group box-1 (HMGB1), la proteina B fijadora de calcio S100
(proteina SB100) y proteinas de shock térmico (heat shock proteins). Su presencia induce una
respuesta inflamatoria en las membranas corioamnidticas, siendo una via comun de activacion
del parto (103). Esta respuesta pro-inflamatoria a nivel de las membranas incluye la secrecion
de sustancias proinflamatorias como la IL-6, IL-8, IL.-1beta o TNF, entre otros (104) y la

sobreexpresién de receptores PRR, comunes a la fisiopatologia infecciosa (105).
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4.2.4 Implicacion clinica

La inflamacidn intra-amnidtica presenta implicaciones clinicas similares a las observadas en la
infeccidn intra-amnidtica subclinica. Estas incluyen un debut mas precoz de los sintomas y una
latencia entre el diagndstico y el parto mas corta, lo que conduce a una edad gestacional al

parto mas temprana y un peor resultado neonatal.

En pacientes con APP, la latencia hasta el parto es de 3-8 dias de media comparado con los 31
dias de media en el grupo sin infeccién ni inflamacién, y la edad gestacional media al parto de
27 semanas en comparacién con las 36 semanas de media que presenta el grupo sin infeccién

ni inflamacion intra-amnidtica (72).

A nivel neonatal, estas pacientes con inflamacién estéril presentan mayor incidencia de
morbimortalidad neonatal tras analizar la incidencia de sindrome de distrés respiratorio,
displasia broncopulmonar, hemorragia intraventricular IlI-1V, leucomalacia periventricular,
sepsis neonatal, enterocolitis necrotizante y mortalidad perinatal en conjunto en comparacién

con aquellas sin infeccidn ni inflamacidn intra-amnidtica (72).

En pacientes con RPM pretérmino, el debut clinico también es mas precoz (28-29 semanas de
gestacion) con una latencia al parto mas corta (9 dias de media), y una edad gestacional al parto
mas temprana (31-32 semanas de gestacién aproximadamente) en comparacién con aquellas

sin infeccion ni inflamacidn intra-amnidticas (73,80).

A nivel neonatal, estos casos presentan una menor tasa de complicaciones neonatales
(valorando en conjunto displasia broncopulmonar, sindrome de distrés respiratorio,
enterocolitis necrotizante, hemorragia intraventricular grado IlI-1V, necesidad de ventilacién
mecdnica y mortalidad perinatal) que los casos con infeccion intra-amnidtica pero mayor que

aquellos sin infeccion ni inflamacion (73,80).

Estos mismos hallazgos se han observado en el modelo animal. La administracion sistémica de
alarminas inducen el parto pretérmino, la respuesta inflamatoria fetal y el aumento de

morbimortalidad neonatal (105-109).
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4.2.5 Manejo actual

El tratamiento de la inflamacidn intra-amnidtica no esta actualmente establecido. Tratamientos
como antiinflamatorios no esteroideos (110), corticoides (111,112) o antibidticos se han
propuesto en distintos trabajos (muchos de ellos en modelo animal), con poca traslacién a la
practica clinica habitual. Entre todos ellos, destaca el tratamiento con claritromicina dado que
presenta un potente efecto antiinflamatorio con un buen paso transplacentario y que alarga la
latencia al parto y reduce de morbimortalidad neonatal en el modelo animal (113). Ademas, la
claritromicina parece reducir las concentraciones de IL-6 en mujeres RPM pretérmino, aunque

se desconoce la influencia sobre los resultados neonatales (114).

4.3 Corioamnionitis clinica o Triple |
4.3.1 Definicidn

La manifestacion clinica de la infeccidn intra-amnidtica es la corioamnionitis clinica o triple |
(infeccidn, inflamacidn intra-amnidtica). Se trata de la inflamacion aguda de las membranas
placentarias (amnios y corion) de origen infeccioso junto con la infeccién del contenido
amnidtico (feto, cordén y liquido amnidtico). La corioamnionitis clinica representa un estadio
avanzado de la infeccidn intra-amnidtica en la cual ya existe repercusidn sistémica materna. Se
define por la presencia de fiebre materna (>38.0 2C) asociado a la presencia, al menos, de uno
de los siguientes signos: leucocitosis materna (>15000/mm3 no explicable por otro motivo
como la administracién de corticoides), taquicardia fetal (mds de 160 latidos por minuto
durante 10 minutos o mas), o flujo cervical purulento. El diagnostico de confirmacién requiere
de la realizacidon de una amniocentesis y precisa de la visualizacién de gérmenes en la tincién
de Gram del liquido amnidtico, concentracion de glucosa en liquido amnidtico menor a 5 mg/dL

o de un cultivo positivo en liquido amnidtico (74).
4.3.2 Prevalencia

Unicamente un 13% de las infecciones intra-amnidticas evolucionan a corioamnionitis clinica o

triple I, siendo responsables de alrededor del 5-10% de todos los partos pretérmino (74).
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4.3.3 Etiopatogenia

La corioamnionitis clinica representa un estadio avanzado de la infeccidon intra-amnidtica, por

lo que las vias de infeccién y la fisiopatologia del parto son compartidas.

Tras la infeccion del compartimento uterino, la inflamacién de la decidua conduce a una
liberacion de mediadores inflamatorios al torrente sanguineo materno junto con una posible
bacteriemia. Esta respuesta inflamatoria sistémica materna es la responsable de la aparicion de

la fiebre y la leucocitosis materna (115).

En general los gérmenes implicados (como Escherichia coli, Streptococcus agalactiae, Listeria
monocytogenes, Haemophilus influenzae) empeoran el prondstico materno y fetal. Otros
gérmenes responsables son Ureaplasma urealyticum, Gardnerella vaginalis, Mycoplasma
hominis, y Bacteroides spp. (116). En este caso, ademas, existe una respuesta sistémica materna

a la infeccidn intra-amnidtica.

4.3.4 Implicacion clinica

La corioamnionitis clinica o Triple | representa un estadio tardio y avanzado de la infeccién intra-
amniodtica que es responsable de una morbimortalidad materna, fetal y neonatal no

despreciable (74, 117).

A nivel materno, el diagndstico de corioamnionitis clinica o triple | se ha asociado a un aumento
de hemorragia postparto secundaria a atonia uterina, rotura uterina, histerectomia intraparto,
transfusion de sangre, endometritis, infecciéon de herida quirdrgica, absceso pélvico, sepsis,

tromboflebitis séptica, admisidon en Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) y mortalidad.

A nivel neonatal, presentan mas riesgo de Apgar mds bajo a los 5 minutos, sepsis precoz,
convulsiones neonatales, displasia broncopulmonar, hemorragia intraventricular, leucomalacia
periventricular, necesidad de ventilacién mecanica, ingreso en UCI neonatales y muerte
neonatal. A largo plazo, también se ha asociado con déficits neuroldgicos y paralisis cerebral

(115).
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4.3.5 Manejo actual

Debido al cuadro sistémico materno evidente y al mal prondstico materno y neonatal, la
finalizacion de la gestacién bajo antibioterapia de amplio espectro que cubra gérmenes

aerobios, anaerobios y micoplasmas es la conducta en estos casos (115, 118).

No existe una contraindicacién a la administracién de corticoides para maduracion fetal. Su
administracidon antenatal se ha asociado a una reduccidn del sindrome de distrés respiratorio,
hemorragia intraventricular ll-IV y leucomalacia periventricular, sin aumentar el riesgo de
sepsis materna o fetal. Es por ello que se recomienda su administracidon entre las 23+0 y las

34+6 semanas de gestacion, aungque no deben demorar la finalizacién de la gestaciéon (119).

Dada la recomendacién de finalizacidn activa de la gestacion, la perfusidon periparto de sulfato
de magnesio reduce el riesgo de pardlisis cerebral, por lo que se recomienda su administracion

si el parto se produce antes de las 32-34 semanas de gestacion (120).

Ante la presencia de fiebre materna, la administracién de antitérmicos sera crucial ya que la

hipertermia fetal se ha relacionado con hipoxia tisular y riesgo de depresién neuroldgica (121).

Por ultimo, la finalizacién activa de la gestacién no implica que el parto sea mediante cesarea.
El parto vaginal es una opcién segura. El intervalo de tiempo entre el diagndstico y el parto no
esta claramente relacionado con resultados maternos ni neonatales adversos (115). La tocolisis

en casos de corioamnionitis clinica esta contraindicada.
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5. MANEJO ANTENATAL DE PACIENTES CON AMENAZA DE PARTO
PRETERMINO Y ROTURA PREMATURA DE MEMBRANAS PRETERMINO

Las intervenciones que han demostrado mejorar el resultado perinatal se resumen a

continuacion.

5.1 Corticoterapia

La maduracién pulmonar fetal es el principal beneficio de la administracidn de corticoides dado
gue favorecen la produccion de surfactante pulmonar por los neumocitos tipo 2, mejorando la
respuesta ventilatoria neonatal y reduciendo el sindrome de distrés respiratorio y la
enfermedad pulmonar crénica. Los corticoides no solamente actian a nivel pulmonar, habiendo
demostrado reducir también la enterocolitis necrotizante, la hemorragia intraventricular y la
mortalidad neonatal de los recién nacidos prematuros. A pesar del posible efecto
inmunosupresor de los corticoides, no existe mayor riesgo de muerte materna, corioamnionitis,

endometritis o sepsis neonatal (122).

Se recomienda su administracién en pacientes con APP o RPM pretérmino antes de las 34+6
semanas dado el potencial riesgo de progresion del parto en las siguientes horas o dias. El limite
inferior para su administracion se establece en funcién de la viabilidad, siendo en nuestro medio

a partir de las 23+0 semanas de gestacion.

A pesar de que existen varias pautas posibles basadas en dexametasona o betametasona
(ambos con buen paso transplacentario), la pauta mds establecida en Espafia es la
administracion de dos dosis de betametasona intramuscular de 12mg separadas 24 horas(123).
Esta demostrado el efecto protector de los corticoides ya desde pocas horas hasta los 7-14 dias
después de su administracion (124). Las tandas repetidas han demostrado beneficio en la
morbilidad respiratoria. Es por ello que debe considerarse repetir el ciclo de corticoides pasados
los 7-14 dias de su administracion si el riesgo de parto inminente es alto. Sin embargo, cabe
tener en cuenta que si finalmente el parto sucede mds adelante (especialmente si es a término),
la exposicién antenatal a corticoides puede tener un efecto negativo para el feto. Las dosis
repetidas de corticoides se han relacionado con un aumento de desdérdenes neurocognitivos,

mentales y psicologicos a nivel postnatal (125). Es por ello que se recomienda valorar la
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administracion de dosis repetidas solamente ante el escenario de un cambio clinico o analitico
relevante que sugiera una progresién del parto y no se recomienda su administracion de forma

profilactica.
5.2 Sulfato de magnesio

Su administracion en las horas previas al parto y durante el parto, si éste sucede antes de las
32-34 semanas de gestacidn, ha demostrado reducir el riesgo de paralisis cerebral a los 2 afios
de vida. Es por ello, que se recomienda su administracion ante situaciones de parto inminente
antes de las 32-34 semanas de gestacidn siempre que suceda en una edad gestacional viable

(126).

Dado su estrecho rango terapéutico y sus posibles efectos secundarios potencialmente graves si
existe una hipermagnesemia (depresidn respiratoria principalmente), debe administrarse el
menor tiempo posible, siempre intentando asegurar su administracién al menos 4 horas previas
al parto. También es recomendable la monitorizaciéon de las constantes maternas para una

deteccion precoz de efectos adversos (127).
5.3 Antibioterapia

El principal beneficio de los antibidticos es materno. Asi el tratamiento con antibiéticos en
pacientes con RPM pretérmino ha demostrado retrasar el parto mas de 48 horas y hasta 7 dias,
reducir la aparicion de corioamnionitis clinica y de infecciones puerperales. A nivel neonatal, el
beneficio es marginal, aunque se ha observado una reduccién en la sospecha clinica o analitica
de sepsis neonatal (aunque no en la sepsis confirmada por hemocultivo). También se ha
descrito una reduccién de complicaciones respiratorias leves (neumonia, necesidad de
surfactante o de oxigenoterapia) y cerebrales neonatales (hemorragia intraventricular o
ecografia transfontanelar anormal) (128). El beneficio de los antibidticos sobre otras

morbilidades neonatales severas (como sepsis neonatal confirmada) o a largo plazo es pobre.

A diferencia de la RPM pretérmino, el uso de antibioterapia de forma sistematica en casos de
APP no ha demostrado prolongar la latencia al parto ni reducir complicaciones maternas ni
neonatales. Esto probablemente es debido a que la baja prevalencia del 10-20% ya comentada

de infeccion intra-amnidtica en estos casos hace que la administracidn sistematica de
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antibidticos a todas las pacientes con APP no resulte efectiva. Por el contrario, se ha reportado
gue hasta en un tercio de las pacientes con APP en las que existe evidencia de infeccion intra-
amnidtica los antibidticos han erradicado la infeccidon permitiendo alargar la latencia al parto
(129). Es por ello que, a pesar de que no hay suficiente evidencia para recomendar una
amniocentesis de rutina ante el diagndstico de una APP, algunos autores recomiendan valorar
su realizacion en casos de debut antes de las 28 semanas de gestacion (momento en el que la
infeccidn es mas frecuente), cuando existe sospecha de una infeccién intra-amnidtica (casos de
dindmica uterina refractaria al tratamiento tocolitico o aumento de reactantes de fase aguda
en la analitica materna) o en los casos de corioamnionitis clinica (presencia de fiebre materna

de mds de 382C asociada, leucocitosis materna o taquicardia fetal).

En los casos de infeccién intra-amniotica o corioamnionitis clinica, el régimen antibiético debe
ser de amplio espectro para permitir cubrir la gran diversidad de gérmenes (aerobios,
anaerobios y micoplasma genital) que pueden provocar estos cuadros clinicos (123, 130). Se
recomienda incluir en el tratamiento un macrélido, dado que es un antibidtico con buena
cobertura para el micoplasma genital que ha demostrado alargar la latencia al parto y reducir
complicaciones neonatales (131). Especificamente la claritromicina presenta mejor paso
transplacentario que otros macrélidos (132). La triple terapia asociando un macrélido para
cubrir micoplasma genital, cefalosporina o derivado de penicilina para cubrir gérmenes
aerobios (133), y metronidazol para cubrir gérmenes anaerobios (129, 134) se ha reportado
ampliamente en la literatura como opcion terapéutica valida en estos casos (135, 136). Otras
combinaciones de macrélidos con penicilina y cefalosporina de tercera generacidon que tengan
buena cobertura ante anaerobios también han demostrado eficacia en el aumento de la
latencia al parto, asi como en la reduccion de complicaciones maternas y neonatales (137, 138).
La administracion de acido clavuldnico en estos casos esta contraindicada, dado que ha
demostrado aumentar la incidencia de enterocolitis necrotizante en los neonatos prematuros

(131).

También se recomienda la antibioterapia ante indicaciones obstétricas como el hallazgo de

bacteriuria asintomatica, infeccion del tracto urinario, o profilaxis intraparto de la sepsis

neonatal por Streptococcus agalactiae.
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5.4 Tocolisis

Los tocoliticos no han demostrado reducir el riesgo de parto pretérmino ni mejorar los
resultados perinatales per se, aunque si permiten retrasar el parto mas de 48 horas y mas de 7
dias. Esto permite administrar corticoides y sulfato de magnesio y trasladar a la gestante a un
centro donde se pueda asumir el parto pretérmino, intervenciones que si han demostrado tener
un impacto en los resultados neonatales (139,140). Por el momento no existen estudios
focalizados en el tratamiento tocolitico en edades gestacionales muy precoces, donde es
especialmente significativa la mejoria de los resultados neonatales con cada dia o semana
transcurridos intra-utero. Por otro lado, su administracion en casos de RPM pretérmino se ha
asociado a un aumento de la corioamnionitis clinica, de test de Apgar a los 5 minutos inferior a

7 y a una mayor necesidad de ventilacion neonatal (142).

Los tocoliticos de elecciéon son el atosiban (administracion endovenosa) y la nifedipina
(administracion por via oral). Ambos han demostrado un perfil de seguridad similar para la
paciente gestante en cuanto a hipo/hipertension, aparicion de preeclampsia, eclampsia,
diabetes u otros efectos secundarios. Tampoco se han observado diferencias en cuanto a
resultados neonatales, con tasas similares de sepsis precoz, displasia broncopulmonar, muerte
perinatal, hemorragia intraventricular, leucomalacia periventricular, enterocolitis

necrotizante, ingreso en UCI neonatal y ventilacién mecdnica (143).

En pacientes con APP se recomienda la administracion de tocolisis al diagndstico durante 48
horas para permitir la maduracion pulmonar. No se ha demostrado que la tocolisis de
mantenimiento mejore los resultados (144, 145). A partir de las 34+6 semanas no estaria
justificado el tratamiento con corticoides o sulfato de magnesio por lo que la tocolisis no estaria

indicada.

En el caso de la RPM pretérmino, existe evidencia que sugiere gque su Uuso se asocia a un
aumento de corioamnionitis clinica sin mejoria de los resultados neonatales, a pesar de que
esta evidencia es heterogénea y en poblacién con manejo antenatal diverso (141). Se puede
valorar su uso solamente si ésta se asocia a dindmica uterina y modificaciones cervicales en las
primeras 48 horas para permitir el tratamiento con corticoides y sulfato de magnesio, pero se
recomienda ser restrictivo ya que, en la poblacion con RPM pretérmino, la prevalencia de

infeccidn intra-amnidtica es mayor (73).
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5.5 Finalizacidn de la gestacion

Ante el diagndstico de APP o RPM pretérmino siempre se debe descartar la presencia de criterios
de finalizacion activa de la gestacion como la corioamnionitis clinica, DPPNI o pérdida de

bienestar fetal.

Si no existe una indicacién de finalizacion activa de la gestacion, se recomienda mantener una
actitud expectante para mejorar el prondstico neonatal. En los casos de infeccidn intra-
amniodtica subclinica, como se ha comentado, el momento de finalizacién es controvertido,
dependiendo de las semanas de gestacién, la madurez pulmonar y la virulencia del germen

aislado.

En los casos de RPM pretérmino, dado que existe un riesgo incrementado de infeccién intra-
amnidtica secundaria a la rotura de las membranas, se debe valorar el riesgo/beneficio de
mantener una actitud expectante en funcidon de la edad gestacional. En nuestro medio, la
finalizacion activa de la gestacion se recomienda alrededor de las 34-35 semanas de gestacion
dado que, comparado con la conducta expectante hasta las 37 semanas, reduce la
corioamnionitis clinica, la fiebre intraparto, la hemorragia materna ante/intraparto sin empeorar

el pronéstico neonatal ni a corto ni a largo plazo (146-148).
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6. CONSECUENCIAS POSTNATALES DERIVADAS DEL PARTO PRETERMINO

6.1 Mortalidad neonatal

Se define como la muerte en los primeros 28 dias de vida y se estima que el 35% de los casos
son consecuencia del parto pretérmino. La prematuridad no sélo es la principal causa de
mortalidad neonatal, sino también la principal causa de mortalidad por debajo de los 5 afos de

vida, comprendiendo el 18% de estas muertes (Figura 7) (149).

Figura 7: Condiciones relacionadas con la mortalidad por debajo de los 5 afios de vida. Fuente: The United Nations
Inter-agency Group for Child Mortality Estimation (UN IGME). Levels and trends in child mortality: report 2023
(149)

La mortalidad neonatal se ha reducido drasticamente en los ultimos 30 afios, estimandose, en
2022, en 17 muertes por cada 1000 nacidos vivos a nivel mundial. En Europa esta tasa se estima
alrededor de 3 muertes por cada 1000 nacidos vivos. A pesar de ello, la tasa de prematuridad
se ha mantenido bastante estable en los Ultimos afios. Asi, gran parte de esta reduccion en la
mortalidad se debe a las mejoras en estrategias de prevencién de complicaciones relacionadas
con la prematuridad que se establecen a nivel prenatal (administracion de corticoides o de
sulfato de magnesio, entre otras) junto con la mejoria del manejo de estos prematuros a nivel
postnatal, incluyendo la aparicion de UCI neonatales cada vez mas sofisticadas con soporte de

infraestructuras, mejoras en la ventilacion y alimentacion, asi como nuevas terapias eficaces

(6).

41



El principal determinante de la supervivencia neonatal es la edad gestacional al parto, asi como
el peso al nacer, muy relacionado con la edad gestacional, dado que, a menor edad gestacional,
el peso al nacer también disminuye. A pesar de ello, los recién nacidos con retraso de
crecimiento intrauterino comparados con aquellos con peso adecuado a la misma edad
gestacional, presentan peores tasas de supervivencia. La mejoria en la supervivencia neonatal
no aumenta de forma lineal con las semanas de gestacidn, sino que presenta un aumento muy
significativo en las primeras semanas de la viabilidad (entre 23+0 y 26+0 semanas de gestacion)
y a partir de las 30 semanas de gestacidn se estima una supervivencia de mas del 90% de los
nacimientos, aumentando menos del 1% de forma semanal hasta el término (Figura 8)

(150,151).

Neanatal Mortality Rate per 1000 Live Births (35% CI)

Severe SGA present
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Figura 8: Tasa de mortalidad neonatal antes de los 28 dias de vida en recién nacidos vivos de gestaciones Unicas
segun la edad gestacional en el momento del parto y la presencia (linea roja) o no (linea azul) de defectos de

crecimiento intrauterino severo. Fuente: Ray JG. Pediatrics. 2017 (150).

6.2 Complicaciones respiratorias

El sindrome de distrés respiratorio (clasicamente denominado enfermedad de membrana
hialina) es consecuencia de una deficiencia primaria de produccién de surfactante a raiz del

nacimiento del neonato en un momento en el que los neumocitos tipo 2, responsables de la
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produccion de surfactante, todavia son inmaduros y no producen la cantidad adecuada. Todo
ello conlleva una dificultad en la expansion de los alveolos tras el parto, presentando una
insuficiencia respiratoria neonatal. A menor edad gestacional, mayor es la probabilidad de
desarrollarlo. Los corticoides antenatales administrados antes de las 3446 semanas de
gestacion en pacientes con riesgo de parto pretérmino han demostrado reducir su incidencia.
Su tratamiento postnatalmente se basa en soporte respiratorio y administracion de la

surfactante (152).

La displasia broncopulmonar es la enfermedad pulmonar crénica mas frecuente en nifios,
afectando predominantemente a nacidos antes de las 29 semanas de gestacién. Se caracteriza
por una alteracion en el desarrollo del parénquima pulmonar y un crecimiento mal regulado de
la vascularizacién pulmonar, siendo causa de reduccién de la capacidad pulmonar, menor
tolerancia al ejercicio, hipertensién pulmonar y un factor de riesgo para el desarrollo de una
enfermedad obstructiva crénica pulmonar (153). Su tratamiento consiste en administrar al
recién nacido el soporte respiratorio necesario, incluyendo ventilacién mecanica, y la

administracion de corticosteroides (154).

El origen de esta patologia es multifactorial, aunque la infeccion intra-amnidtica parece ser un
factor de riesgo importante que provoca una colonizacién patoldgica de la microbiota pulmonar
gue se asocia con la aparicion de displasia broncopulmonar (155). Parece que el tipo de
infeccidn puede relacionarse con la severidad de esta patologia, siendo el Ureaplasma spp uno
de los gérmenes mas relacionados con la displasia (156), aunque otras bacterias como
Escherichia coli también se han relacionado con casos severos de displasia broncopulmonar

(157).

6.3 Enterocolitis necrotizante

Constituye la causa principal de muerte neonatal debida a complicaciones gastrointestinales,
afectando al 5-12% de los prematuros moderados-extremos. El tratamiento inicial es el reposo
intestinal y un uso racional de antibidticos, aunque la cirugia es necesaria en algunos casos con
perforacion intestinal o pneumoperitoneo. En estos casos mas severos, la mortalidad alcanza

el 20-30% (158).
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6.4 Sepsis neonatal

La sepsis neonatal precoz (diagnosticada las primeras 72h tras el parto), asi como la tardia
(diagnosticada posteriormente a 72h tras el parto) son mas frecuentes en neonatos nacidos
prematuros y el criterio diagndstico es un hemocultivo positivo. Esto ocurre tanto por el
contexto infeccioso en el que muchos partos pretérmino ocurren (corioamnionitis clinica,
infeccién intra-amnidtica), como por un sistema inmune inmaduro de estos neonatos que los
hace especialmente vulnerables. Estos cuadros suelen ser mas graves conforme disminuyen las
semanas de gestacidn, tanto por aumentar la probabilidad de una infeccién intrauterina, como
por tener un sistema inmunitario mds inmaduro. Bacterias como Streptococcus agalactiae y
Escherichia coli son los gérmenes mas comunes implicados en la sepsis precoz y estafilococos
coagulasa negativos constituyen los mas frecuentemente implicados en las sepsis tardias. Una
buena transmision de informacidn sobre el tipo de germen aislado a nivel antenatal asi como el
tratamiento administrado son cruciales para el manejo de estos prematuros. Ademads, en
prematuros extremos y moderados, los cultivos periféricos y hemocultivos tras nacer de forma

sistematica son claves para un diagndstico y tratamiento antibiético adecuado precoz (159).

6.5 Complicaciones cardiovasculares

6.5.1 Complicaciones cardiovasculares a corto plazo

El ductus arterioso persistente consiste en la ausencia del cierre del ductus arterioso tras el
nacimiento con la evidencia de flujo sanguineo en su interior. El ductus arterioso es un vaso que
en vida fetal comunica el tronco de la arteria pulmonar con la aorta descendente, permitiendo
el paso de un alto porcentaje de la sangre eyectada por el ventriculo derecho a la aorta
descendente. Este vaso se cierra durante las primeras semanas de vida, pasando a denominarse
ligamento arterioso. El aumento de la presidn arterial de oxigeno junto con la disminucién de
agentes vasodilatadores como las prostaglandinas o el éxido nitrico son parte de los factores
gue promueven este cierre. La persistencia del ductus arterioso en vida postnatal, tras la

reduccion de resistencias vasculares pulmonares, produce un cortocircuito izquierda-derecha
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gue puede complicarse con una insuficiencia cardiaca izquierda, edema pulmonar, displasia
broncopulmonar o hipertension pulmonar. También se ha relacionado con enterocolitis
necrotizante y hemorragia intraventricular. Su manejo puede ser expectante, esperando a un
cierre espontaneo del ductus, farmacoldgico, con administraciéon de antiinflamatorios no
esteroideos, o el cierre manual del mismo, habitualmente de forma percutdnea. El tratamiento
de eleccidn es controvertido, aunque ductus persistentes con gran repercusiéon hemodinamica

o respiratoria suelen requerir reparacion (160).

6.5.2 Complicaciones cardiovasculares a largo plazo

En las ultimas décadas la supervivencia de los nacidos prematuros ha incrementado. A su vez,
ha disminuido la edad gestacional que se considera el limite inferior de la viabilidad. Como
consecuencia, han llegado a la infancia y la edad adulta cohortes de nacidos prematuros en los
cuales las consecuencias cardiovasculares han sido objeto de estudio. En estos nifios y adultos
se ha descrito una hipertrofia miocardica concéntrica (Figuras 9 y 10) que dificulta la relajacion

ventricular en diastole, provocando una disfuncion diastdlica (161, 162, 163).
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Figura 9: Masa miocardica ventricular derecha segun la edad gestacional al nacer. Fuente: Lewandowski

AJ. Circulation. 2013 (163)
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Figura 10: Masa miocardica ventricular izquierda segun la edad gestacional al nacer. Fuente: Lewandowski AJ.

Circulation. 2013 (161).

También se ha observado una reduccién del volumen de ambos ventriculos (Figura 11) y del
didmetro adrtico (164), asi como una reduccién de pardmetros de disfuncion sistélica (161, 163,
165). Se ha reportado, ademas, un aumento de la rigidez adrtica (166) y de las resistencias
pulmonares (167), una rarefaccién de la microvasculatura asociada a un estado anti-

angiogénico (168).
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Figura 11: Morfologia del ventriculo izquierdo en adultos seguin edad gestacional al nacer. Puede apreciarse el
aumento de masa miocardica y la disminucién del volumen de la cavidad ventricular (hipertrofia miocardica
concéntrica) en adultos jovenes nacidos pretérmino (imagen azul). Fuente: Lewandowski AJ. Circulation. 2013

(161).
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Todos estos cambios se han relacionado con el aumento de riesgo a largo plazo de desarrollar
hipertension arterial, tanto sistémica (169) como pulmonar (170). Especialmente preocupante
es el hallazgo de un aumento de insuficiencia cardiaca en adultos jévenes nacidos prematuros
en una larga cohorte sueca (Figura 12) (171), asi como de cardiopatia isquémica (Figura 13)
(172). Este aumento de riesgo parece ser inversamente proporcional a la edad gestacional al

parto, siendo mayor conforme menor es la edad gestacional.
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Figura 12: Riesgo de insuficiencia cardiaca en nifios y adultos jovenes en relaciéon con la edad gestacional en el

momento del parto. Fuente: Carr H. J Am Coll Cardiol. 2017 (171)
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Figura 13: Hazard ratio ajustada para cardiopatia isquémica segun la edad gestacional al nacimiento. Fuente:

Crump C. JAMA Pediatr. 2019 (172)

La explicacidon mas aceptada del remodelado cardiaco en pacientes nacidos prematuros es el

hecho de que el parto ocurre en un periodo clave del desarrollo cardiovascular, conduciendo a
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un cambio ambiental radical al pasar el neonato a un ambiente hiperdxico respecto al prenatal,
con resistencias vasculares sistémicas aumentadas y resistencias pulmonares reducidas debido
al cambio que se produce tras el nacimiento de la circulacién fetal a la postnatal. Ademas, el
crecimiento y desarrollo cardiaco que se produce en tercer trimestre, pasara de ser a expensas
de hiperplasia de cardiomiocitos (prenatal) a hipertrofia de los mismos (postnatal). Todo ello
conduce a cambios en estructura y funcién cardiaca que, aunque sean subclinicos, conllevan el
desarrollo de un corazén mucho mas susceptible a cualquier insulto y, por tanto, a poder

desarrollar de forma temprana insuficiencia cardiaca o cardiopatia isquémica (173).

A pesar de que los cambios cardiovasculares postnatales hasta la adultez estan ampliamente
reportados y que la reduccion del volumen de las cavidades cardiacas es bastante consistente
alolargo de la bibliografia, existen discrepancias entre estudios en cuanto a la masa miocardica,
habiendo incluso algunos estudios que encuentran una masa miocardica reducida en nacidos
prematuros. Estas discrepancias sugieren que probablemente exista algun otro factor
relacionado con el desarrollo de este remodelado cardiaco, pudiendo influir factores de la vida
postnatal (complicaciones postnatales de la prematuridad, estilo de vida o desarrollo de
enfermedades concomitantes). Especialmente remarcable seria el papel de la hipertension,
conocido factor de riesgo cardiovascular que es mas frecuente en poblacidn nacida de forma
prematura. Este aumento de su prevalencia podria explicarse por una angiogénesis alterada
gue conduce a una reduccién de la red vascular corporal y a una disfuncién endotelial, asi como
a una alteracién de la nefrogénesis con rifiones de tamaio reducido. También cabe considerar
gue factores de la vida prenatal puedan influir en esta variabilidad de remodelado postnatal,
dado que las causas de un parto pretérmino son multiples y diversas, probablemente

confiriendo caracteristicas distintas a estos pacientes (173).

6.6 Complicaciones neuroldgicas

Una de las morbilidades mas preocupantes en un individuo nacido prematuro es la neuroldgica
(prevalencia en torno al 25-50%), tanto por las implicaciones a corto plazo, como por su alta
carga emocional, econédmica y familiar a largo plazo. Su espectro clinico incluye problemas en
el comportamiento, psicolédgicos y del neurodesarrollo. Esta morbilidad es especialmente grave

en los casos de corioamnionitis clinica o en partos pretérmino antes de las 28 semanas. Estos
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casos estan claramente asociados a paralisis cerebral, retraso en el neurodesarrollo y en el
lenguaje, disfunciones audiovisuales y trastornos del comportamiento como esquizofrenia o
trastornos del espectro autista (174-176). Afortunadamente, este escenario es cada vez menos

frecuente debido a las mejoras en los cuidados antenatales y postnatales.

La pardlisis cerebral consiste en una disfuncion del sistema nervioso central no progresiva que
provoca un tono muscular anormal y disfuncion en el control de los movimientos que también
suele asociar retraso cognitivo. No existe tratamiento curativo, aunque requiere de distintas

terapias de soporte como fisioterapia o soportes para la movilizacién (177).

La lesion de sustancia blanca periventricular se conoce cldsicamente como leucomalacia
periventricular y es mas frecuente conforme disminuye la edad gestacional en el momento del
parto. La lesidén neuroldgica que mas se asocia a la prematuridad es la lesién difusa de sustancia
blanca que esta presente en el 50-80% de nacidos prematuros por debajo de las 32 semanas.
Esta lesion traduce una lesion de tipo isquémico-necrético de la sustancia blanca profunda
periventricular y un retraso en la mielinizacién, dafio axonal y pérdida de oligodendrocitos. Esto
puede conducir a una reduccidn del volumen de la sustancia blanca y a un aumento ventricular
y puede asociar lesiones necréticas focales microscdpicas. También existe la lesion focal
(quistica) de la sustancia blanca (menos frecuente) que traduce una necrosis focal de evoluciéon
rapida en la que aparecen lesiones destructivas en forma de quistes macroscépicos (mas de 1
mm). Esta lesion también suele asociar un componente de lesién difusa de sustancia blanca. El
diagndstico se realiza por prueba de imagen, habitualmente una ecografia cerebral o
resonancia magnética (gold standard especialmente para la forma difusa), donde suele
evidenciarse una hiperecogenicidad adyacente a los ventriculos laterales asociada o no a
ventriculomegalia. Esta lesidon puede evolucionar en los siguientes dias a una forma quistica. La
hiperecogenicidad persistente, la forma quistica y la ventriculomegalia serian hallazgos que
confieren peor prondstico en cuanto a neurodesarrollo (177). La figura 14 representa distintos

grados de anomalias de sustancia blanca (178)-.
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Los nifios y adultos nacidos prematuros presentan también un adelgazamiento y una reduccién
del area del cuerpo calloso, especialmente a expensas de la parte posterior, siendo el esplenio
la parte mas afectada. La lesién quistica de sustancia blanca se asocia con el adelgazamiento

del cuerpo calloso (179).

La hemorragia intraventricular es una de las lesiones cerebrales mas frecuentes en nacidos
prematuros con una incidencia del 20-30% en nifios nacidos por debajo de los 1500 gramos que
decrece conforme aumenta la edad gestacional en el momento del parto. La principal causa de
esta hemorragia es la rotura de los vasos de la matriz germinal. Su diagndstico es por prueba
de imagen, habitualmente ecografia cerebral o resonancia magnética. El grado Il (hemorragia
con ventriculomegalia) es el grado mas severo que se asocia a peores resultados en el
neurodesarrollo. El infarto hemorragico periventricular afecta al 10% de los prematuros
nacidos antes de las 32 semanas, su origen es parenquimatoso y suele visualizarse como
imagenes quisticas o porencefalicas. Suele asociarse a peores resultados neuroldgicos que ha

hemorragiaintraventricular (178).
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La lesidon neuro-axonal también es tipica de la prematuridad, y sucede a nivel de sustancia
blanca (subplaca o lesiones puntiformes periventriculares), sustancia gris cortical y subcortical
(tdlamo y ganglios basales) y cerebelo (cértex y nlcleo dentado). La necrosis de sustancia blanca
genera anomalias a nivel de sustancia gris por la pérdida axonal y por la alteracién en la
migracion neuronal. Esto se traduce en una reduccién de la densidad neuronal a varios niveles:
1) cortical, con una pérdida de volumen cortical y un retraso en la maduracién cortical que
implica una reduccién de la superficie cortical. A consecuencia de ello, el espacio subaracnoideo
suele verse aumentado; y 2) subcortical, con una reduccion del tamafno y una alteracion en la
sefializacion mediante resonancia magnética del talamo, ganglios basales o hemisferios

cerebelares. La Figura 15 representa distintos grados de lesidn de sustancia gris (178).

Absence of GMA
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El cortex experimenta un periodo de rapida expansidon y maduracion en el tercer trimestre de
la gestacion, por lo que es especialmente sensible al nacimiento prematuro de un feto y a los
efectos de las terapias de cuidados intensivos que estos neonatos requieren. Los recién nacidos
prematuros presentan menos surcos corticales y menos profundidad de los mismos, siendo mas
patente en aquellos con menor peso al nacer, menor edad gestacional y menor perimetro

cefdlico (Figura 16) (180).

Figura 16: Mapa cerebral con profundidad de los surcos corticales diferencial entre nacidos prematuros y a
término. La barra de colores muestra las desviaciones estandar: el color rojo y amarillo muestran las regiones
donde los nacidos a término presentan surcos mas profundos que los prematuros. El color azul indica regiones

donde los surcos son mas profundos en nacidos prematuros. Fuente: Engelhardt E. Ann Neurol. 2015 (180).

El prondstico en cuanto a neurodesarrollo es dificil de predecir en cada individuo. Se ha
reportado un peor neurodesarrollo a los dos afnos de vida en relacién al incremento del volumen
ventricular y a la reduccidon del volumen cerebelar, cerebral total, taldmico, de ganglios basales,
de I6bulos frontales y del cuerpo calloso. El empeoramiento de la funcion motora se ha
relacionado con menor volumen cerebelar, afectaciéon severa de sustancia blanca (lesidon
quistica especialmente) y reduccién del cuerpo calloso. El prondstico cognitivo es peor en
aquellos que presentan lesidon de sustancia blanca como reduccidon de su volumen o lesiones
puntiformes. La alteracidén en ganglios basales y tdlamos es el predictor mdas potente de peor

prondstico a nivel de memoria y aprendizaje (178).
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7. JUSTIFICACION DE LA TESIS: ESTUDIO DE LA PROGRAMACION FETAL
CARDIOVASCULAR Y NEUROLOGICA

7.1 Concepto de programacion fetal

La programacion fetal reconoce la contribucién del entorno y las complicaciones prenatales
sobre la salud a lo largo de la vida. Este concepto sugiere que el feto se adapta a las distintas
exposiciones ambientales o a las distintas enfermedades fetales o maternas, lo cual puede tener
efectos a largo plazo en la salud del nifio y del adulto. Esto ha implicado importantes avances
en el entendimiento de la fisiopatologia de algunos problemas postnatales neurolégicos,
conductuales, psiquiatricos, cardiovasculares o endocrinos, entre otros (181). Asi mismo,
también se ha demostrado que determinados ambientes fetales 6ptimos favorecen unos

mejores resultados perinatales (182) y en los primeros afios de vida (183).

7.2 Programacion fetal sobre el sistema cardiovascular

El corazén es un dérgano central en la adaptacion al ambiente fetal dada su funcién vital de
distribuir sangre, nutrientes y oxigeno a todos los 6rganos fetales.

Igual que ocurre postnatalmente, el corazén puede sufrir cambios para adaptarse a un insulto
(toxinas, farmacos, infecciones, hipoxia, desnutricion o sobrecarga de presiéon o volumen),

pudiendo aumentar posteriormente el riesgo de enfermedad cardiovascular a largo plazo (184).

En general, en fases iniciales de un insulto, el corazén tiende a adaptarse sufriendo cambios en
su forma, estructura y tamaiio, lo que se define como remodelado cardiaco, con el objetivo de
gue los cardiomiocitos trabajen en las condiciones mas eficientes posibles y poder asi mantener
de forma dptima su funcidn y asegurar el aporte adecuado de sangre a los distintos érganos.
Dichos cambios en la estructura y la forma cardiaca suelen acompafarse de cambios subclinicos
en la funcién cardiaca, pudiendo llegar a afectar a la funcion sistélica (eyeccidon de sangre a la
circulacion de forma 6ptima para perfundir todos los érganos) o diastdlica (llenado ventricular
Optimo mediante la relajacion de las fibras miocardicas para poder albergar la sangre que
posteriormente se eyectard). La funcidn sistélica depende de la contraccion miocardica
mediante fuerzas de contraccién multidireccional (longitudinal, radial y de torsién) y de la

resistencia que encuentra el torrente sanguineo a la salida de la sangre, asi como del volumen

53



de sangre del que dispone el ventriculo al inicio de la eyeccion. La funcidon diastdlica depende
principalmente de la capacidad de relajacién del miocardio para poder agrandarse y contener
el volumen sanguineo adecuado, asi como del volumen de sangre que llega a los ventriculos

desde las auriculas y las venas que drenan la sangre del resto del cuerpo a las mismas.

Estos patrones pueden observarse globalmente en todo el corazén o, mas frecuentemente, en
una parte (por ejemplo, a nivel ventricular o auricular, o a nivel de cavidades izquierdas o
derechas). En etapa fetal, los cambios son tipicamente mas prominentes en cdmaras derechas,
dado que es éste ventriculo el que se considera el sistémico, responsable de |la perfusidon de los

érganos fetales y de la placenta.

El remodelado y la adaptacién cardiaca siguen distintos patrones segun el insulto al que es
sometido el feto, su duracién y el momento de la exposicidn fetal a dicho insulto. El remodelado
fetal presenta diferencias con el remodelado cardiaco en vida postnatal, dado que en vida fetal
el corazén tiene todavia gran potencial para desarrollarse y su estructura puede cambiar y
adaptarse, mientras que en vida postnatal estos cambios son mucho mds limitados. Por otro
lado, en general, el insulto en vida fetal desaparece tras el parto y esos cambios que ha sufrido
el corazén de forma prenatal pueden no ser los mejores para hacer frente a los requerimientos

de la vida postnatal (184).

Los patrones basicos de remodelado son (Figura 17) (184):
Disminucién del indice de esfericidad ventricular: El indice de esfericidad corresponde a la
division del diametro longitudinal ventricular entre el didmetro transverso ventricular. Por
tanto, la camara ventricular presenta una morfologia mas globular conforme se reduce el
indice de esfericidad. En respuesta a un aumento de presidn, los ventriculos adquieren
geometrias mas globulares (mas redondeados) que permiten que los cardiomiocitos puedan
trabajar correctamente sin necesidad de aumentar su fuerza (hipertrofia). Este patrdn se ha
descrito en casos de insuficiencia placentaria con defectos del crecimiento intrauterino leves
y tardios que produce una sobrecarga de presion (185,186). A nivel postnatal, a pesar de que
el insulto de la placenta desaparece, estos cambios persisten (187,188), habiéndose
relacionado con un aumento de riesgo de hipertensién (189) y de mortalidad cardiovascular

en la edad adulta (190, 191).
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Hipertrofia miocardica sin cardiomegalia: en respuesta a una sobrecarga de presion
mantenida, tras adquirir geometrias ventriculares mas globulares, los cardiomiocitos se
hipertrofian de forma concéntrica: el miocardio crece hacia el interior de las cavidades de
forma que las cavidades cardiacas disminuyen manteniendo un tamafio cardiaco normal. Esto
se ha asociado a signos de disfuncidn diastdlica. Este patron se ha descrito en casos de
estenosis pulmonar severa o fetos concebidos por técnicas de reproduccién asistida. A nivel
postnatal, se ha demostrado que persisten estos cambios (192,193) y que condicionan la
necesidad de valvuloplastia pulmonar en casos de estenosis pulmonar (194) y un incremento
de la presidn arterial y signos de disfuncién vascular sistémica y pulmonar durante la infancia

en casos de reproduccién asistida (193,195).

Hipertrofia miocardica con cardiomegalia: en respuesta a una sobrecarga de volumen,
mediante una elongacion de los cardiomiocitos, permite aumentar el volumen de sangre que
pueden albergar los ventriculos. Este remodelado suele ser excéntrico (la relacién entre la
masa miocardica y las cavidades cardiacas estd preservada porque ambas aumentan). Este
patron se ha descrito en casos de diabetes mellitus materna (hipertrofia septal
especialmente), en pacientes con tratamiento con Zidovudina (hipertrofia concéntrica en este
caso, siendo mayor el aumento de masa miocdrdica que el de las cavidades ventriculares) y
retraso de crecimiento intrauterino severo y precoz. Se ha asociado a disfuncién diastdlica
(196)y, en el caso de la Zidovudina y el retraso de crecimiento, también sistdlica (184, 186,
197). A nivel postnatal se ha demostrado la persistencia de estos cambios durante la infancia
(198,199), asi como el aumento del riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares

(200).

Remodelado auricular: es menos comun y usualmente ocurre en forma de dilatacion
auricular. Este patron se ha descrito en fetos concebidos por técnicas de reproduccion asistida

(184, 192, 193).
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LV: Ventriculo izquierdo
RV: Ventriculo derecho
LA: Auricula izquierda
RA: Auricula derecha

Figura 17: Esquema de los principales patrones de remodelado cardiaco. a) geometria globular en retraso de
crecimiento intrauterino tardio leve. b) Hipertrofia miocardica con dilatacién auricular en fetos concebidos por
técnicas de reproduccion asistida. c) Hipertrofia miocardica y cardiomegalia en fetos expuestos a farmacos
antiretrovirales. d) Hipertrofia ventricular, dilataciéon ventricular y cardiomegalia en retraso de crecimiento

intrauterino severo y precoz. Fuente: Crispi F. Fetal Diagn Ther. 2020 (184).

El estudio del remodelado cardiaco fetal presenta mas dificultades que a nivel postnatal, dada
la elevada frecuencia cardiaca fetal, las pequefias dimensiones cardiacas fetales, la falta de un
electrocardiograma fetal o los movimientos fetales que dificultan el uso de la resonancia
magnética cardiaca, frecuentemente utilizada en el estudio cardiaco postnatal. La
ecocardiografia fetal se considera, por tanto, la mejor opcidn para el estudio del remodelado
cardiaco fetal, habiendo demostrado ser una técnica altamente accesible y reproducible
siguiendo una metodologia estricta y habiéndose publicado ya curvas de normalidad para la

mayoria de los pardmetros estudiados (184).

Para complementar dicho estudio, marcadores bioquimicos de dafio cardiaco evaluados a nivel
de liguido amnidtico o sangre de corddn pueden ayudar a tipificar el tipo de remodelado

cardiaco.
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7.2.1 Programacidn fetal cardiovascular y prematuridad

Muchos estudios realizados postnatalmente sobre remodelado cardiaco engloban a todos los
nacidos prematuros en un mismo grupo sin diferenciar si la prematuridad ha sido indicada por
causa médica o se trata de casos de prematuridad espontdnea. Una de las causas mas
importantes de la prematuridad indicada por causa médica es el retraso de crecimiento
intrauterino, el cual presenta varios patrones de remodelado cardiaco propios ya en vida fetal
y que persisten de forma postnatal. A nivel de la prematuridad espontanea, la evidencia de que

los fetos presentan cambios cardiovasculares existe, aunque es escasa y parcial.

En modelo animal fetal, se ha demostrado que aquellos fetos expuestos a inyeccidn intra-
amnidtica de lipopolisacaridos o microorganismos, presentan una alteracion en distintos genes
de programacion cardiaca fetal (201), sobrecarga cardiaca (202), alteracién en la relajacién
cardiaca (203,204), y disfuncién cardiaca (205,206), hipertension arterial y sistémica (207) y una

alteracion del crecimiento y desarrollo cardiaco (208).

7.2.1.1 Ecocardiografia fetal

Romero y cols. sugirieron por primera vez en humanos la existencia de cambios en la funcién
diastdlica en una cohorte de fetos de pacientes ingresadas por RPM pretérmino. Se traté de un
estudio retrospectivo que incluyd 67 pacientes con RPM pretérmino y 150 controles sin RPM, a
los cuales se realizd un estudio del patrén Doppler pulsado diastélico mitral y tricuspideo. Se
observé en el Doppler mitral que los fetos con RPM pretérmino presentaban una velocidad pico
de la onda A (contraccién auricular) y una integral de la velocidad-tiempo (VTI) de la onda A
mitral menores. Esto resultaba en un aumento de la ratio E/A (velocidad pico de la onda de
llenado ventricular pasivo/velocidad pico de la onda de contraccién auricular) y de la ratio VTI
E/VTI A. Dentro del grupo de las RPM pretérmino, el subgrupo con infeccion intra-amnidtica
presentaban una ratio E/A mas alta. A nivel tricuspideo los cambios fueron mas discretos, con
un aumento en el grupo de RPM pretérmino de la ratio E/A y una reduccién del VTI de la onda
A, éste Ultimo mas marcado en aquellos con infeccidn intra-amnidtica. En esta cohorte no se
estudiaron los tiempos diastdlicos, la funcion sistélica ni la estructura o morfologia cardiacas.
Los autores sugieren que estos cambios reflejan un corazéon con menor resistencia al llenado

pasivo ventricular, lo que requeriria una menor contribucién de la fase de llenado activo por la
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contraccion auricular, asemejandose a los cambios sucedidos en el shock séptico del adulto
(209). Posteriormente, Di Naro y cols. describieron la alteraciéon de la funcion diastélica del
ventriculo derecho en una cohorte de 12 pacientes con infecciéon intra-amnidtica en RPM
pretérmino comparado con 27 controles sin RPM. Estudiaron Unicamente la funcién del
ventriculo derecho mediante la velocidad del Doppler tisular del llenado ventricular pasivo (E’)
y de la contraccién auricular (A’) y mediante técnicas de Strain y Strain Rate (SR). En los fetos
con RPM pretérmino e infeccidn se evidencié un aumento del SR en didstole precoz y una
disminucion de la ratio de la velocidad pico E’/A’ en Doppler tisular. Esta alteracion diastdlica
va en linea con la descripcidn realizada por Romero y cols. previamente. A nivel de funcién
sistdlica, un 40% de fetos con infeccién presentaban también disfuncién sistélica con una

contractilidad anarquica (210).

Letti Mdller y cols. estudiaron el indice de rendimiento miocardico o indice Tei (formula
matematica: indice de contraccidén isovolumétrica + indice de relajacion isovolumétrica)/
tiempo de eyeccidon) al ingreso y de forma semanal en 15 pacientes ingresadas por RPM
pretérmino (24-33 semanas) comparados con controles a las mismas semanas de gestacion.
Describieron un indice Tei alargado a expensas de un tiempo de eyeccién acortado. Ademas de
los parametros que conforman el indice Tei y de la frecuencia cardiaca, no se realizaron mas

estudios sobre la morfologia, estructura o funcion cardiaca en esta cohorte (211).

Finalmente, Aye y cols. estudiaron una cohorte de 55 fetos con antecedente de parto
pretérmino o de desorden hipertensivo en gestacion previa de los cuales 10 resultaron ser
prematuros. Por otro lado, estudiaron 137 gestaciones sin factores de riesgo, de las cuales 7
experimentaron un parto pretérmino. Se realizaron ecocardiografias funcionales seriadas desde
las 15 semanas a lo largo de la gestacion, al nacimiento y 3 meses postparto. Describen que
todas las medidas de masa miocardica estuvieron por debajo del percentil 95 previamente al
nacimiento. En los nacidos prematuros el aumento de la masa miocardica se evidencio a los 3
meses de edad corregida (212). El resto de parametros ecocardiograficos fetales no estan
publicados y tampoco se diferenciaron los casos por la causa de la prematuridad, incluyendo

todo tipo de partos prematuros.
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7.2.1.2 Biomarcadores de dafio cardiaco

Propéptido natriurético cerebral N-terminal (NT-proBNP): corresponde a la porcién terminal
del péptido pre-proBNP, que se divide en el BNP (32 aminoacidos que corresponden al péptido
activo) y en el NT-proBNP (76 aminoacidos terminales del pre-proBNP). El método principal
para estimar las concentraciones de BNP, que se trata del péptido activo, es medir las

concentraciones del NT-proBNP dado que es una molécula mds estable (213).

Estos péptidos se producen a nivel de las membranas fetales (corion y amnios) y a nivel de los
cardiomiocitos. Las concentraciones de NT-proBNP en liquido amnidtico son altas al inicio de
la gestacion (media de 4111 pg/mL alrededor de las 17 semanas) y decrecen a lo largo de la

gestacion (media de 50-70 pg/mL alrededor de las 41 semanas) (214).

La produccién de NT-proBNP a nivel de las membranas fetales se produce por fenémenos de
elongacion de las membranas fetales al inicio de la gestacién, mientras que el factor de
crecimiento epidérmico, que aumenta durante la gestacidn, inhibe su produccion y reduce sus
concentraciones conforme avanza la gestaciéon. El NT-proBNP se ha relacionado con una
funcién de quiescencia miometrial, contribuyendo a evitar el inicio de dindmica uterina
cuando las concentraciones son altas (al inicio de la gestacién) y favoreciendo el inicio
espontdneo de parto al llegar a término dada su rdpida disminucidn con las semanas (215).
Las concentraciones intraparto no estan reportadas en la literatura. A pesar de ello, un estudio
demuestra menores concentraciones de NT-proBNP en biopsia de membranas amnidticas
obtenidas en el momento de una cesarea pretérmino entre 30-34 semanas en pacientes con
diagndstico de APP que en pacientes sin APP (indicadas por retraso de crecimiento fetal

severo, hipertensién materna o placenta previa) (216).

La produccién de NT-proBNP a nivel de los cardiomiocitos ventriculares y, de forma
secundaria, por otras células cardiacas como los fibroblastos, también estd estudiada y se
producen principalmente ante un estimulo de extensidn o elongacién. Se ha demostrado que
aumenta en situaciones de sobrecarga cardiaca como insuficiencia cardiaca o infarto agudo
de miocardio (217). Se ha demostrado que menos del 5% de NT-proBNP fetal en plasma se
excreta por la orina, sugiriendo una baja contribucion en condiciones normales de la
produccién cardiaca fetal sobre las concentraciones de NT-proBNP en liquido amnidtico. A

pesar de ello, en contexto de cardiopatias congénitas, disfuncidon miocardica, arritmias o casos
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de sobrecarga cardiaca en casos de fetos receptores en gestaciones monocoriales, se ha
demostrado un aumento significativo de sus concentraciones que ademas se correlaciona con
el grado de severidad de la insuficiencia cardiaca (218-220). Irani y cols. estudiaron las
concentraciones de NT-proBNP en liquido amnidtico de pacientes con APP o RPM con
indicacion de amniocentesis por dilataciéon cervical de mds de 2 cm, dindmica uterina
resistente a tocolisis o fiebre materna, sin encontrar diferencias entre en grupo con infeccién
o inflamacién intra-amnidtica y el grupo sin ellas (221). En este estudio, el grupo con infeccidn
o inflamacién intra-amnidtica incluyé pacientes con infeccion intra-amnidtica y/o inflamacién
intra-amnidtica severa, definida por la presencia en el perfil protedmico del liquido amnidtico
mediante espectrometria de masas de 3 o 4 de los siguientes biomarcadores: defensina-1,

defensina-2, calgranulina-A y calgranulina-C.

Troponina I: La troponina | es una proteina perteneciente al complejo de las troponinas que
regula la interaccién entre la actina y la miosina en el musculo estriado y el miocardio. La
isoforma cardiaca se libera desde el miocardio al torrente sanguineo en respuesta al dafio
miocdardico y a la muerte de cardiomiocitos y se ha demostrado uno de los marcadores mas
sensibles al dafio miocdardico tanto isquémico como no isquémico a nivel postnatal (222). En
el corazdn fetal, se expresa la isoforma de musculo esquelético lento en condiciones normales
y, desde tercer trimestre hasta los primeros meses postparto, esta isoforma se reemplaza
completamente por la isoforma cardiaca. Parece que esto permite al miocardio fetal ser mas
resistente a fendmenos de hipoxia y acidosis. En fetos sin patologia musculoesquelética, la
isoforma esquelética no se libera en el musculo esquelético sino que tiene un origen cardiaco.
Ademas, en condiciones de patologia cardiaca, se ha demostrado que aumenta la produccién
de la isoforma cardiaca, contribuyendo asi al aumento de los niveles totales de troponina |

circulante fetal (223).

Las concentraciones de troponina | se han estudiado en liquido amnidtico en gestaciones a
término no complicadas nacidas por cesarea, siendo la concentracién media de 0.45 pg/mL
(224). Sus concentraciones en liquido amniético también estan elevadas en algunos casos de
exitus fetal anteparto, lo que se ha relacionada con fendmenos de dafio e hipoxia miocardica

(200-400 mg/mL de media) (225). Existen escasos estudios sobre troponina | en liquido
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amnidtico y no se dispone actualmente de una curva de normalidad de referencia a lo largo
de la gestacidn. Sus concentraciones elevadas en arteria umbilical se han relacionado con un
pH arterial al nacimiento (a término) mads bajo, cardiopatias congénitas (226), parto
pretérmino, indice de pulsatilidad de la arteria cerebral media inferior al percentil 5
(centralizacién) y acidosis al nacimiento (227), retraso de crecimiento intrauterino (228) y
desdérdenes hipertensivos del embarazo (229, 230). También elevadas concentraciones
sanguineas en neonatos con diagndstico de asfixia intraparto se han relacionado con un

aumento de mortalidad (231) y de encefalopatia hipdxico-isquémica (232).

7.3 Programacion fetal sobre el sistema neurolagico

El cerebro es uno de los érganos vitales fetales y presenta un desarrollo constante desde la
concepcidn hasta afios tras el nacimiento que sera responsable del neurodesarrollo y de la
conducta. Dado que es un érgano en constante desarrollo, también puede ser uno de los mas
afectados en patologias fetales, independientemente de la edad gestacional a la que suceda el

insulto.

Existen multiples patologias fetales y maternas que han demostrado ser capaces de inducir
cambios cerebrales fetales que tendran repercusion y contribuirdn al neurodesarrollo y a la

neuroconducta postnatal.

Pueden existir, por tanto, diversos mecanismos que provoquen cambios cerebrales o
determinen su desarrollo como la hipoxia (cardiopatias o retraso de crecimiento intrauterino),
factores genéticos o dafio directo sobre el tejido cerebral (toxinas, productos inflamatorios o
farmacos). El tipo de alteraciones cerebrales que puedan suceder a nivel fetal dependeran del

tipo de mecanismo, el momento en el que aparece y el tiempo al que el cerebro esta expuesto.

Retraso de crecimiento intrauterino y preeclampsia: El retraso de crecimiento intrauterino
tiene multiples causas que pueden provocar alteraciones cerebrales, siendo la mas frecuente
la insuficiencia placentaria y la hipoxia fetal. Otras causas menos frecuentes serian una
anomalia genética, una infeccion congénita, o el consumo de toxicos. Se han descrito en estos
casos un volumen cerebral menor y un volumen relativo de sustancia gris cortical también

reducido, un aumento de la profundidad de la insula y una reduccion de la cisura de Silvio, una
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reduccion en la longitud total del cuerpo calloso y un retraso en la maduracion cortical (233-
238). El retraso en la maduracion cortical también se ha descrito en casos de preeclampsia sin
retraso de crecimiento asociado (239). A nivel postnatal se han descrito multiples déficits de
neurodesarrollo, motores, sensitivos, cognitivos, conductuales, de atencién, de memoriay de

aprendizaje (240-243).

Infertilidad y gestacion concebida por técnicas de reproduccion in vitro: Es complicado
diferenciar las consecuencias debidas al problema de fertilidad en si mismo de las
consecuencias debidas a la técnica de reproduccion asistida. A nivel prenatal se ha descrito un
retraso en la maduracion cortical. A nivel postnatal se ha descrito un neurodesarrollo
subdptimo y alteraciones de la neuroconducta (trastornos de atencién e hiperactividad y

trastornos del espectro autista) (244,245).

Cardiopatias congénitas: Se ha demostrado en fetos con cardiopatias una reduccion del
volumen cerebral, un retraso en el desarrollo cortical y alteraciones en la sustancia blanca
(tanto de maduracién como de reduccién de volumen de sustancia blanca y cuerpo calloso),
especialmente en aquellos que presentan hipoxia (246,247). Postnatalmente esta reduccion
de voliumenes persiste (248,249) y esta ampliamente reportado que estos nifios sufren un
retraso en el neurodesarrollo, probablemente producto de la combinaciéon de factores

prenatales como postnatales (necesidad de ingresos, cirugias, o hipoxia) (250).

7.3.1 Programacion fetal neuroldgica y prematuridad

Existe evidencia que correlaciona la presencia de factores inflamatorios/infecciosos prenatales
con peores resultados neuroldgicos postnatales. Asi, el déficit neuroldgico en estos pacientes
es especialmente marcado en aquellos que presentaban corioamnionitis clinica o histolédgica o
un ambiente inflamatorio fetal. Este ambiente inflamatorio se define de forma heterogénea en
los distintos estudios, incluyendo determinaciones sanguineas maternas, liquido amnidtico o
sangre de corddn; asi como distintos parametros evaluados (proteina C-reactiva, IL-6 o IL-8,
factor de necrosis tumoral alfa, u otras citocinas pro-inflamatorias). Esto también se ha
confirmado en estudios en modelo animal tras la administracion endovenosa o intra-amnidtica

de lipopolisacaridos (174-176,251).

62



Especificamente, la inflamacidn intra-amnidtica definida como un incremento de IL-6 en liquido
amnidtico se ha asociado a mayor incidencia de lesiones de sustancia blanca y peores resultados
del neurodesarrollo (incluyendo pardlisis cerebral, motricidad gruesa y comunicacion) (251
252) y se ha identificado como un factor de riesgo independiente de paralisis cerebral a los 3

anos de vida (253).

Ademas, en los casos de madres con antecedentes de amenaza de parto pretérmino, la
descendencia ha demostrado peor neurodesarrollo, incluso los casos de nifios nacidos a
término. Especificamente, el neurodesarrollo fue peor en area cognitiva, motricidad fina y
gruesa, memoria, lenguaje receptivo, velocidad de procesamiento, coordinacién visual,
comunicacion, socializacidon y regulaciéon emocional. Sorprendentemente, los prematuros
tardios y los nacidos a término tras un episodio de APP presentaron similares resultados, siendo

el principal determinante el antecedente d APP y no la edad gestacional al parto (254,255).

7.3.1.1 Técnicas de imagen cerebral fetal (neurosonogafia y resonancia magnética)

Por un lado, Stori y cols. evaluan el cerebro fetal mediante resonancia magnética en casos de
madres con riesgo de parto pretérmino espontaneo, juntando una cohorte heterogénea de 18
pacientes con RPM antes de las 32 semanas con 6 pacientes asintomaticas con antecedente de
parto prematuro en gestacion previa. A pesar de ello, el estudio (realizado de media sobre las
26 semanas de gestacion) evidencia una reduccién en los volumenes de liquido cefalorraquideo
cortical y extracerebral en estas pacientes comparadas con 87 pacientes sin riesgo de parto
pretérmino. El volumen cerebral supratentorial y el volumen cerebelar fueron similares. A pesar
de la heterogeneidad de la cohorte de estudio, estas pacientes presentaban una media de 10
dias entre la resonancia y el parto; y el 90% presentaron una corioamnionitis histoldgica, por lo
gue probablemente hubiera un componente inflamatorio/infeccioso importante, aunque no
fue objetivo del estudio determinarlo. El liquido cefalorraquideo tiene funciones de proteccion
mecanica del cerebro, asi como de transportar factores de crecimiento que regulan el desarrollo
cortical y eliminar productos pro-inflamatorios. Sorprendentemente, a nivel postnatal lo que
existe es un aumento del liquido cefalorraquideo, sugiriendo los autores que en algin momento
(probablemente tras el parto) se produce una reduccién del volumen cerebral (tanto sustancia
blanca como gris), tronco del encéfalo y superficie cortical debido a procesos de atrofia o

afectacién del crecimiento cerebral, junto con una desregulacién de los procesos de absorcién
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y produccién del liquido y un aumento del perimetro cefalico que justificarian estas diferencias
(256).

Por otro lado, Thomason y cols. estudian pacientes con alto riego de parto pretérmino sin
clarificar los criterios exactos de inclusién y las dividieron en aquellas 14 que dieron a luz antes
de las 35 semanas y las 18 que dieron a luz a término, excluyendo retrasos de crecimiento
fetales. Se realizd una resonancia magnética cerebral fetal alrededor de las 30 semanas de
gestacion de media, evidenciando una reduccién en la conectividad neuronal en el hemisferio
izquierdo en la regién del pre-lenguaje (préoxima al drea de Broca) que corresponderd
postnatalmente al drea que dard soporte a la funcidn del lenguaje. Estos cambios fueron mas
marcados contra mas prematuro fue el parto y no desaparecieron incluso eliminando del
analisis las pacientes que dieron a luz en los siguientes 7 dias desde la resonancia, excluyendo
una posible influencia del proceso del parto en este hallazgo. Los autores también sugieren una
posible contribucidén de un ambiente fetal infeccioso/inflamatorio en estas pacientes dado que
hay un alto porcentaje de signos inflamatorios/infecciosos a nivel placentario en el grupo de
estudio (257). A pesar de ello, el estudio no evalué especificamente la posible presencia de

infeccidon o inflamacidn intra-amnidticas.

7.3.1.2 Biomarcadores de dafio cerebral

Enolasa neuroespecifica (ENE): se trata de una isoenzima citoplasmatica que cataliza la
interconversién del fosfo-d-glicerato 2 y del fosfopiruvato en la via de la glucolisis. Se libera
predominantemente en tejido neuronal y neuroendocrino, en el citosol de las neuronas. El
dafio o la muerte celular libera esta isoenzima al torrente sanguineo y al liquido
cefalorraquideo. Sus concentraciones en liquido amnidtico se han estudiado en gestaciones
con amniocentesis por causa genética o riesgo de prematuridad con posterior parto a término
y descendencia sin patologia, siendo estables a lo largo de toda la gestacion (incluido si hay
dindmica uterina a término), siendo su concentracion media 2.5 mcg/L (258,259). Se ha
detectado ENE en la placenta y en el corddn umbilical de gestaciones no complicadas,
sugiriendo algun tipo de produccién a este nivel y se han visto aumentados en liquido

amnidtico en casos de dafio placentario como infartos o villitis (260).
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Se han evaluado las concentraciones en liquido amnidtico en 39 pacientes con APP entre las
24 y las 32 semanas con parto pretérmino posterior (media 28 semanas de gestacion). Sus
concentraciones fueron superiores en aquellos neonatos que desarrollaron en la primera
semana leucomalacia periventricular o hemorragia intraventricular grado IlI-IV (media 9.5
mcg/L) que en aquellos sin hallazgos patoldgicos en la ecografia cerebral (media 2.0 mcg/L),
siendo un buen predictor de ello concentraciones superiores a 6 mcg/L (261). También se han
observado concentraciones elevadas de ENE en liquido amnidtico en casos de defectos de

tubo neural (262).

A nivel neonatal, concentraciones elevadas en liquido cefalorraquideo se han relacionado en
encefalopatia hipdxico-isquémica e infarto cerebral con peor neurodesarrollo a los dos afios

de vida (263,264).

Su aumento en sangre en adultos se considera un marcador de dafo neurolégico en

accidentes cerebrovasculares, hemorragia intracerebral o traumatismo craneoencefilico.

Proteina acidica fijadora de calcio SB100 (proteina SB100): Se trata de una proteina dimérica
con una vida media corta (25 minutos) producida a nivel de astrocitos, oligodendrocitos y
células de Schwann (células gliales del sistema nervioso central y periférico) y eliminada por
la orina (265).

Dado que es una proteina que se elimina por orina, también se ha propuesto como un posible
marcador de resultado neurolégico adverso o de inflamacidn/infeccidn en liquido amnidtico
(266). Se ha detectado presencia de esta proteina en las membranas amnidticas, placenta y
corddn umbilical independiente de las concentraciones en liquido amnidtico, lo que sugiere
una contribucién de éstas en su produccién, aunque no estad determinado en qué proporcion
contribuyen (260). Las concentraciones en liquido amnidtico de proteina SB100 en una
gestacion normal no parecen variar a lo largo de la gestacidn ni durante el proceso de parto,
estando alrededor de 25pg/mL. Sus concentraciones en liquido amnidtico aumentan en
pacientes con infeccién e inflamacidén intra-amnidtica en comparaciéon con pacientes sin
infeccion en contexto de APP o RPM pretérmino. Las concentraciones mas elevadas se han
observado en APP con infeccidn intra-amniética (1133 pg/mL de media), siendo mas bajos en
APP sin infeccidn y parto pretérmino (99 pg/mL de media), y todavia mas bajos si el parto fue

a término (51 pg/mL). La media si hay inflamacidn intra-amniética (independientemente de si
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hay o no infeccidn) fue de 190 pg/mL respecto a la ausencia de inflamacion (media de 58
pg/mL, similar a casos de APP con parto a término). En casos de RPM pretérmino, las
concentraciones fueron mas bajas que en APP, pero mas altos que en gestaciones no
complicadas, siendo 49 pg/mL de media sin infeccién y 98 pg/mL de media con infeccion. En
casos de inflamacién intra-amniética (independientemente de si hay o no infeccion) la media
fue de 151 pg/mL, mas alta que en RPM pretérmino sin inflamacion intra-amnidtica (46 pg/mL)
(267). Los neonatos de este estudio con morbimortalidad a corto plazo también presentaron
concentraciones mas elevadas de SB100 en liquido amnidtico, pero en probable relacion a la

presencia de infeccién/inflamacion intra-amnidticas.

También concentraciones elevadas en liquido amniético de amniocentesis realizadas por
causas genéticas se han correlacionado con exitus fetal antes de las 28 semanas (268),

preeclampsia y retraso de crecimiento intrauterino (266).

A nivel neonatal, su aumento en sangre, sangre de corddn u orina se ha relacionado con
encefalopatia hipdxico-isquémica (269, 270). En orina también se considera un buen predictor
de resultado neuroldgico adverso tras hipoxia perinatal (271) y de hemorragia intraventricular
y muerte neonatal en recién nacidos prematuros (272) y sus concentraciones elevadas se han
correlacionado con resultados neuroldgicos adversos a corto plazo en retraso de crecimiento
intrauterino (273). Concentraciones elevadas a nivel de liquido cefalorraquideo y en sangre se
han correlacionado con infeccidn o inflamacidn cerebral como meningitis, aunque su aumento
en sangre también se relaciona con procesos inflamatorios/infecciosos extra-cerebrales como

neumonia bacteriana o shock séptico (274).

Proteina acidica fibrilar glial (GFAP): Se trata de una proteina fibrilar producida en el
citoplasma de los astrocitos (microglia) y se ha confirmado que no se expresa a nivel de
placenta ni membranas fetales (260). Se libera a consecuencia de dafio cerebral y astrogliosis.
Sus concentraciones en liquido amnidtico en gestaciones no complicadas no parecen variar a
lo largo de la gestacidn, siendo éstas de alrededor de 0.06 ng/mL. Concentraciones superiores
a 0.2 ng/mL en liquido amnidtico se han correlacionado con defectos abiertos del tubo neural
y exitus fetal (probablemente en relacion a citolisis del sistema nervioso) (275). Sus

concentraciones en liquido amnidtico en contexto de APP, RPM pretérmino o

66



infeccidon/inflamacién intra-amnidticas no se ha estudiado previamente. Sin embargo,
concentraciones elevadas de GFAP en torrente sanguineo neonatal (por encima de 0.06
ng/mL) se ha correlacionado con dafio cerebral (leucomalacia periventricular, encefalopatia
hipoxico-isquémica y hemorragia intraventricular) en neonatos nacidos prematuros (276) y a

término (277).

7.4 Vacio de conocimiento: justificacion de la tesis

Aunque existe evidencia suficiente que sugiere que existen cambios cardiovasculares fetales en
casos de APP, RPM pretérmino e infeccidn o inflamacién intra-amnidticas que contribuyen a los
cambios cardiovasculares postnatales descritos, no existe ningun estudio detallado
ecocardiografico fetal que describa el remodelado y la funcién cardiaca completa en fetos con
riesgo de parto pretérmino espontaneo. Pocos estudios han evaluado biomarcadores de dafio

cardiaco en estos casos, sin resultados significativos.

La evidencia descrita previamente confirma que factores prenatales como la inflamacidn intra-
amnidtica o el insulto de una APP pueden ser determinantes del neurodesarrollo postnatal.
También hay evidencia que demuestra que existen cambios fetales cerebrales en pacientes con
riesgo de parto pretérmino. A pesar de ello, no existe ninglin estudio que realice una valoracién
detallada de las distintas estructuras cerebrales fetales, ni que evalie cudl es la posible
contribucién de la infeccidn/inflamacién intra-amnidticas en estos cambios. También esta
descrito el aumento de biomarcadores de dafio cerebral en el liguido amnidtico de estas
pacientes con APP, RPM pretérmino, infeccion o inflamacidn intra-amnidticas, aunque sin

estudio anatdmico cerebral asociado.
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HIPOTESIS
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HIPOTESIS

1. Los fetos de pacientes con amenaza de parto pretérmino o rotura prematura de membranas
pretérmino presentan signos de remodelado y disfuncion cardiaca que pueden detectarse

prenatalmente mediante ecocardiografia fetal.

2. Los fetos de pacientes con amenaza de parto pretérmino o rotura prematura de membranas
pretérmino presentan signos de remodelado y disfuncion cardiaca que pueden detectarse

prenatalmente mediante el andlisis de biomarcadores en liquido amniético.

3. Los cambios cardiovasculares ecocardiograficos y de biomarcadores en liquido amnidtico

son mas pronunciados en fetos expuestos a infeccidon y/o inflamacidn intra-amniética.

4. Los fetos de pacientes con amenaza de parto pretérmino o rotura prematura de membranas
pretérmino presentan signos de afectacion cerebral que pueden detectarse prenatalmente

mediante neurosonografia fetal.

5. Los fetos de pacientes con amenaza de parto pretérmino o rotura prematura de membranas
pretérmino presentan signos de afectacion cerebral que pueden detectarse prenatalmente

mediante el analisis de biomarcadores en liquido amnidtico.

6. Los cambios cerebrales neurosonograficos y de biomarcadores en liquido amniético son mas

pronunciados ante la presencia de infeccidn y/o inflamacidn intra-amnidtica.
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1)

2)

3)

4)

5)

Evaluar si existen signos de remodelado y disfuncién cardiaca en el estudio ecocardiografico
de fetos de pacientes con amenaza de parto pretérmino o rotura prematura de membranas

pretérmino respecto un grupo control.

Evaluar si los biomarcadores de disfuncién cardiaca en el liquido amnidtico estan
sobreexpresados en fetos de pacientes con amenaza de parto pretérmino o rotura

prematura de membranas pretérmino respecto un grupo control.

Evaluar si estos signos de remodelado y disfuncién cardiaca son mas pronunciados en fetos

expuestos a infeccion y/o infamacion intra-amnidtica.

Evaluar si existen signos de dafio cerebral en el estudio neurosonografico de fetos de
pacientes con amenaza de parto pretérmino o rotura prematura de membranas pretérmino

respecto un grupo control.
Evaluar si los biomarcadores de dafo cerebral en el liquido amnidtico estan sobreexpresados
en fetos de pacientes con amenaza de parto pretérmino o rotura prematura de membranas

pretérmino respecto un grupo control.

Evaluar si estos signos de dafio cerebral son mas pronunciados en fetos expuestos a infeccion

y/o infamacion intra-amniética.
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MATERIAL METODOS Y RESULTADOS

El disefio del estudio, la poblacidon de estudio y la metodologia utilizada se detallan en las

secciones de “Material and Methods” de cada uno de los articulos que constituyen el cuerpo

de esta Tesis Doctoral.

A continuacién, se incluyen tal y como han sido aceptados y publicados en la literatura

cientifica.
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Resumen del articulo

OBIJETIVO: Evaluar la morfologia y funcion cardiaca fetal en fetos de madres ingresadas por
amenaza de parto pretérmino (APP) o rotura prematura de membranas (RPM) pretérmino, y la

asociacion de estos cambios con la presencia de infeccion y/o inflamacidn intraamniética.

DISENO DEL ESTUDIO: Estudio de cohortes prospectivo incluyendo pacientes con APP o RPM
pretérimno entre las 23+0 y 34+0 semanas de gestacion con y sin infeccién y/o inflamacion
intraamnidtica, y un grupo control sin APP ni RPM pretérmino. La morfologia y funcidn cardiaca
fetal se evalué mediante ecocardiografia realizada en las primeras 48-72 horas del ingreso de
la APP o la RPM, y a una edad gestacional similar en los controles. También se determinaron las
concentraciones de troponina-l y propéptido natriurético cerebral N-terminal (NT-proBNP) en
el liguido amniético de las pacientes con APP o RPM, comparandose con 20 muestras de liquido

amniético del Biobanco de pacientes sin APP, RPM ni cardiopatias.

RESULTADOS: Se incluyeron 95 pacientes con APP o RPM pretérmino. De éstas, 41 (28.7%)
presentaban infeccion y/o inflamacién intraamnidtica y 54 (37.8%) no. 48 (33.6%) fetos se
incluyeron en el grupo control. Los fetos de madres con APP o RPM pretérmino mostraron
signos de hipertrofia miocardica concéntrica (mediana del grosor parietal relativo izquierdo de
0.93mm en el grupo con infeccidn y/o inflamacién intraamnidtica; 0.79mm en el grupo sin
infeccién y/o inflamacidn intraamnidtica; y 0.69mm en los controles; p<0.001) y disfuncién
diastdlica (mediana de duracion de la onda A tricuspidea de 0.23 segundos; 0.24s; y 0.21s
respectivamente; p=0.007). Se detectaron valores mas altos de troponina | en liquido amnidtico
(mediana 1413 pg/mL; 1190 pg/mL; y 841pg/mL respectivamente, p<0.001). El y NT-proBNP fue
detectable en el 35.0% de pacientes con infeccidn y/o inflamacidn intraamnidtica, en el 17% sin
infeccidon y/o inflamacion intraamniédtica, y en el 0% en controles (p=0.005), presentando

concentraciones mas altas en el grupo con infeccion y/o inflamacion intraamnidtica.

CONCLUSION: Los fetos de madres con APP o RPM pretérmino mostraron signos de
remodelado cardiaco y disfuncién subclinica, los cuales fueron mas pronunciados en aquellos
con infeccién y/o inflamacidn intraamniética. Esto sugiere que los cambios cardiovasculares
observados en nifios y adultos nacidos prematuros tienen, al menos en parte, un origen

prenatal.
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Intra-amniotic infection and/or inflammation is
associated with fetal cardiac concentric hypertrophy
and diastolic dysfunction in preterm labor and preterm

prelabor rupture of membranes

Clara Murillo, MD; Claudia Rueda, MD; Marta Larroya, MD; David Boada, MD; Laia Grau, MD; Jalia Ponce, MD;
Ana Herranz, MD; Olga Gémez, MD, PhD; Silvia Ferrero, MD, PhD; Vicente Andreu-Fernandez, PhD;
Eduard Gratacés, MD, PhD; Fatima Crispi, MD, PhD; Montse Palacio, MD, PhD; Teresa Cobo, MD, PhD

BACKGROUND: Preterm delivery is associated with cardiovascular
remodeling and dysfunction in children and adults. However, it is unknown
whether these effects are caused by the neonatal consequences of pre-
term birth or if these are already present in utero.

OBJECTIVE: We evaluated fetal cardiac morphology and function in
fetuses of mothers admitted for preterm labor or preterm prelabor rupture
of membranes and the association of these changes with the presence of
intra-amniotic infection and/or inflammation.

STUDY DESIGN: In this prospective cohort study, fetal echocardiog-
raphy and amniocentesis were performed at admission in singleton
pregnant women with preterm labor and/or preterm prelabor rupture of
membranes between 24.0 and 34.0 weeks' gestation with (intra-amniotic
infection and/or inflammation group, n=41) and without intra-amniotic
infection and/or inflammation (non—intra-amnictic infection and/or
inflammation, n=>54). Controls (n=48) were outpatient pregnant women
without preterm labor or preterm prelabor rupture of membranes. Intra-
amniotic infection was defined by a positive amniotic fluid culture or
positive 16S ribosomal RNA gene. Intra-amniotic inflammation was
defined by using the amniotic fluid interleukin-6 cutoff levels previously
reported by our group being >1.43 ng/mL in preterm prelabor rupture of
membranes and >13.4 ng/mL in preterm labor. Fetal cardiac morphology
and function was evaluated using echocardiography, and troponin-l and
N-terminal pro-brain natriuretic peptide concentrations were measured in
amniotic fluid from women with preterm labor or preterm prelabor rupture
of membranes and compared with 20 amniotic fluid Biobank samples
obtained for reasons other than preterm labor or preterm prelabor rupture
of membranes or cardiac pathology. The data were adjusted for the
estimated fetal weight below the 10th percentile and for preterm prelabor
rupture of membranes at admission and also for gestational age at
amniocentesis when amniotic fluid biomarkers were compared.
RESULTS: From 2018 to 2021, 143 fetuses were included; 95 fetuses
were from mothers admitted with a diagnosis of preterm labor or preterm

prelabor rupture of membranes, and among those, 41 (28.7%) were in the
intra-amniotic infection and/or inflammation group and 54 (37.8%) were in
the non—intra-amniotic infection and/or inflammation group. A total of 48
(33.6%) fetuses were included in the control group. Fetuses with preterm
labor and/or preterm prelabor rupture of membranes had signs of sub-
clinical cardiac concentric hypertrophy (median left wall thickness of 0,93
[interquartile range, 0.72—1.16] in the intra-amniotic infection and/or
inflammation group; 0.79 [0.66—0.92] in the non—intra-amniotic infec-
tion and/or inflammation group; and 0.69 [0.56—0.83] in controls;
P<.001) and diastolic dysfunction (tricuspid A duration 0.23 seconds
[0.21—0.25], 0.24 [0.22—0.25], and 0.21 [0.2—0.23}; P=.007). Sys-
tolic function was similar among groups. Higher values of amniotic fluid
troponin 1 (1413 pg/mL [927—2334], 1190 [829—1636], and 841
[671—959]; P<.001) and N-terminal pro-brain natriuretic peptide were
detected (35.0%, 17%, and 0%; P—=.005) in fetuses with preterm labor or
preterm prelabor rupture of membranes when compared with the control
group. The highest N-terminal pro-brain natriuretic peptide concentrations
were found in the intra-amniotic infection and/or inflammation group.
CONCLUSION: Fetuses with preterm labor or preterm prelabor rupture
of membranes showed signs of cardiac remodeling and subclinical
dysfunction, which were more pronounced in those exposed to intra-
amniotic infection and/or inflammation. These findings support that the
cardiovascular effects observed in children and adults born preterm have,
at least in part, a prenatal origin.

Key words: amniocentesis, amniotic fluid NT-proBNP, amniotic fluid
troponin |, cardiac dysfunction, cardiac dysfunction biomarkers, cardiac
hypertrophy, diastolic dysfunction, fetal cardiac function, fetal cardiac
remodeling, fetal echocardiography, functional echocardiography, intra-
amniotic infection, intra-amniotic inflammation, preterm birth, preterm
labor, preterm prelabor rupture of membranes, spontaneous preterm
delivery
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Cite this article as: Murillo C, Rueda C, Larroya M, et al.

been reported to present a concentric

Intra-amniotic infection and/or inflammation is associated
with fetal cardiac concentric hypertrophy and diastolic
dysfunction in preterm labor and preterm prelabor
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Preterm delivery before 34 weeks’
gestation affects 9% to 12% of preg-
nancies worldwide and is associated with
perinatal death and long-term sequel-
lae." Several studies have demonstrated
that children and adults born prema-
turely have differences in cardiovascular
morphology and function. This popu-
lation has an increased incidence of heart
failure” and hypertension’ and have

hypertrophy pattern with poorer ven-
tricular diastolic relaxation™ and a
reduced ventricular ejection fraction.”
About 40% to 45% of preterm de-
liveries occur in association with spon-
taneous preterm labor (PTL) and 25% to
30% occur in association with preterm
prelabor  rupture of membranes
(PPROM).* A proportion of these pa-
tients have intra-amniotic infection and/
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Why was this study conducted?

Preterm delivery is associated with cardiovascular remodeling and dysfunction in
childhood and adulthood. In animal models, intra-amniotic inflammation has
been related to cardiac dysfunction. Moreover, few retrospective studies per-
formed in human fetuses exposed to intra-amniotic infection have observed
cardiac remodeling. However, to our knowledge, there are no prospective data on
the evaluation of fetal cardiac structure and function using echocardiography and
amniotic fluid biomarkers in fetuses from mothers with preterm labor (PTL) or
preterm prelabor rupture of membranes (PPROM) with or without intra-
amniotic infection and/or inflammation in comparison with control fetuses.
Whether the reported postnatal cardiac changes are already present at the time of
PTL or PPROM diagnosis is unknown and merits evaluation.

Key findings

Fetuses from mothers with PTL or PPROM showed signs of cardiac concentric
hypertrophy and diastolic dysfunction. These changes were more pronounced in
fetuses exposed to intra-amniotic infection and/or inflammation.

What does this add to what is known?

This study provides a complete cardiac study with evidence that fetuses exposed
to PTL or PPROM present with subclinical cardiac remodeling and dysfunction,
suggesting that the effects observed in childhood and adulthood have, at least in
part, a prenatal origin. Identification of fetal cardiac programming represents a
unique opportunity to identify a high-risk population that might benefit from
early preventive measures to improve their future cardiovascular health.

which

or inflammation (IAl), which is associ-

included medically-indicated

ated with poorer outcomes.” "' The
contribution of the prenatal environ-
ment to cardiovascular programming in
preterm birth has only been investigated
in part.

In animal models, fetuses exposed to
Al show alterations in the gene net-
works responsible for programming
cardiac development,l” cardiac over-
load,”” impaired cardiac relaxation,'"'*
cardiac dysfunction, elevated brain
natriuretic peptide (BNP) messenger
RNA levels,'™'" pulmonary and sys-
temic arterial hypertension,'” and
altered cardiac growth and matura-
tion.'” In human clinical studies, Letti
Miller et al reported a longer
myocardial performance index in fe-
tuses with PPROM. Romero et al*" and
Di Naro et al** reported signs of dia-
stolic  dysfunction among fetuses
exposed to PPROM or to IAL. However,
Aye et al”’ did not find differences in
cardiac morphology and function in a
cohort of fetuses born prematurely,

deliveries.

The effect of amniotic fluid (AF)
biomarkers of fetal cardiac dysfunction
has been evaluated in different fetal
conditions.**** In a normal pregnancy,
N-terminal prohormone of BNP (NT-
proBNP) concentrations decrease with
gestation progression. Fetuses with heart
failure, arrhythmias, or congenital heart
defects present with high concentrations
of AF NT-proBNP, reflecting an increase
in cardiac filling pressure.”® Regarding
tetuses with IAI, a prospective cohort
study by Trani et al”” found no differ-
ences in AF NT-proBNP concentrations
when compared with fetuses without IAI
who were delivered prematurely.

Troponin I has been scarcely studied
as a marker of myocardial injury”® in AR
However, high concentrations of
troponin I in the umbilical cord have
been related to myocardial stress in fe-
tuses with intrauterine grow restric-
tion”” or fetuses with abnormal Doppler
findings.” To our knowledge there are
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no data regarding AF troponin I con-
centrations in fetuses exposed to [AL

Up to now, cardiovascular preventive
strategies have been employed in mod-
erate and extreme premature infants
during postnatal life. In this study, we
comprehensively evaluated fetal cardiac
structure and function using echocardi-
ography and AF biomarkers in fetuses
from mothers with PTL or PPROM,
with or without IAl, in comparison with
control fetuses. Identification of fetal
cardiac programming represents a
unique opportunity to target a high-risk
population that might benefit from
earlier preventive strategies to improve
their future cardiovascular health.

Materials and Methods

Study population and design

Study groups

This was a prospective cohort study
including consecutive singleton preg-
nancies complicated by PTL or PPROM
between 23+0 to 34+0 weeks of gesta-
tion at BCNatal (Hospital Clinic and
Hospital Sant Joan de Déu, Barcelona,
Spain) from 2018 to 2021. As part of the
local clinical protocol, women with
singleton pregnancies admitted with
PTL or PPROM before 34 weeks’ gesta-
tion were offered an amniocentesis to
rule IAI in or out. Eligible cases were
those with an amniocentesis performed
at admission. A group of outpatient
singleton pregnant women not diag-
nosed with PTL or PPROM were also
recruited as a control group, matched 2:1
by gestational age at study ultrasound
with the PTL or PPROM cases.

Three groups of fetuses were
compared, namely those of mothers
admitted for PTL or PPROM with 1AL
(TAI group), fetuses of mothers pre-
senting with PTL or PPROM without IAI
(non-IAI group), and the previously
described control group.

We also performed a subanalysis on
the TAI group. Thus, the TAI group was
divided according to the presence of
intra-amniotic infection and inflamma-
tion or the presence of intra-amniotic

inflammation without infection
(known as sterile intra-amniotic
inflammation).
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An amniocentesis to rule out intra-
amniotic infection and/or inflamma-
tion was not performed in the control
group because there was no clinical
indication for this purpose. Instead, to
compare AF biomarkers of cardiovas-
cular dysfunction, 20 AF samples from
our Clinic-IDIBAPS Biobank collected
for indications other than PTL or
PPROM or cardiac pathology were
selected (Biobank AF samples). These
amniocenteses were performed in the
second or third trimester of pregnancy.

Exclusion criteria

The exclusion criteria were delivery
before fetal echocardiography; maternal
age <18 years; multiple gestations; clin-
ical chorioamnionitis’' at admission;
major fetal structural malformations or
chromosomal anomalies; and PTL or
PPROM cases without amniocentesis at
admission.

Definitions
PTL was defined as regular uterine con-
tractions with a cervical length below the
5th percentile’” as measured by trans-
vaginal ultrasound. We only evaluated
cervical changes by digital examination if
there was a suspicion of imminent de-
livery. PPROM was diagnosed as leakage
of AF, confirmed by a positive result in
the alpha 1 microglobulin protein test.

Intra-amniotic infection was defined
as a positive AF culture for genital My-
coplasma (Mycoplasma IST 2, bio-
Meérieux for Ureaplasma spp. or
Mycoplasma hominis) or aerobic (Choc-
olate agar) and anaerobic (Schaedler
agar for anaerobes and thioglycolate
broth) bacteria. 1Al was also diagnosed
based on specific polymerase chain re-
action amplification of the 165 ribo-
somal RNA gene using the following
primers: 5-AGA GTT TGA TCC TGG
CTC AG-3" and 5’-GGA CTA CCA GGG
TAT CTA AT-3] followed by Sanger
sequencing. Sequences were identified
using the Blast algorithm in the National
Center for Biotechnology Information
database with a minimum of 98% of
sequence identity.

Intra-amniotic  inflammation  was
defined as high levels of AF interleukin
(IL)-6, with a cutoff of 1.43 ng/mL for

PPROM cases’ and 13.4 ng/mL for PTL
cases”’ as previously reported by our
group. AF IL-6 levels were measured
using the enzyme-linked immunoassay
(Diasource ImmunoAssays, Louvain-la-
Neuve, Belgium). The minimum detec-
tion level was 2 pg/mL. The coefficient of
variation was 6.23 for a mean concen-
tration of 123.3 pg/mL and 5.18% for a
mean concentration of 317.4 pg/mL.

Gestational age in weeks was calcu-
lated according to the first-trimester
crown-rump length.”

Clinical management of preterm
labor and preterm prelabor
rupture of membranes

Two intramuscular injections of 12 mg
betamethasone given 24 hours apart
were administered for fetal lung matu-
ration until 3446 weeks’ gestation. If
there was no clinical contraindication,
tocolysis was administered during ste-
roid administration. We only adminis-
tered broad-spectrum antibiotics to
women with PPROM, AF glucose con-
centrations <5 mg/dL, and/or with mi-
croorganisms identified by Gram
staining and/or positive AF cultures.

Fetal echocardiography

Fetal echocardiography was performed
within 24 to 72 hours after admission of
patients with PTL or PPROM and at a
similar gestational age in the asymp-
tomatic group. Echocardiography was
done using Voluson E10 Expert and
Voluson $8 ultrasound equipment. The
sonographers were blinded to AF IL-6
levels or culture results.

The study protocol included the
assessment of estimated fetal weight
(EFW),'”' conventional feto-placental
Doppler, and a complete 2-
dimensional, M-mode and Doppler
echocardiographic examination to assess
the cardiac structure, morphometry, and
function following a strict standardized
methodology.” "

Fetal cardiac morphometry included
the cardiothoracic areas and sphericity,
right and left ventricular areas and
sphericities, auricular areas, septal and
right and left free wall myocardial wall
thickness, and right and left relative wall
thicknesses by M-Mode.

Fetal cardiac systolic function was
evaluated using tricuspid and mitral
annular  plane  systolic  excursion
(TAPSE, MAPSE), the left shortening
fraction, right fractional area change,
stroke volumes and cardiac outputs, and
left ejection and isovolumetric contrac-
tion time.

Fetal cardiac diastolic function was
evaluated by atrioventricular peak ve-
locities at early diastole (E) and atrial
contraction (A), E/A ratios, tricuspid
and mitral inflow time fraction, and left
isovolumetric relaxation time.

Details of each measurement are
described in Supplemental Table S1.

Cardiac biomarkers in amniotic
fluid
A total of 500 uL of AF was collected and
frozen at —800C. All samples were
thawed and immediately centrifuged at
16,000 g for 4 minutes before use or
dilution. Total protein concentrations
were evaluated using the Pierce BCA
Protein Assay Kit (Thermo Scientific,
ref: 23225) to estimate the appropriate
dilution factor for the Luminex assays.
Samples were analyzed in duplicate and
diluted as follows: 1/1 and 1/2 for NT-
proBNP; 1/5 and 1/10 for troponin 1.

The NT-proBNP DuoSet assay
(DY3604-05) was used to detect NT-
proBNP, and the Magnetic Luminex
performance Human Discovery assay
(LXSAHM-04) was used to detect
troponin I (manufactured by R&D sys-
tems, Minneapolis, Minnesota). An
IX100 (LX10010187403) device and
XPonent software were used for 96-well
MagPlex analyses with a minimum
threshold of 50 events. Seven standards
with a 1/3 dilution factor were used to
perform the calibration curve from a
stock solution of 12,150 pg/mL for
troponin 1 and 10,000 pg/mL for NT-
proBNP. The lower limit of NT-
proBNP detection was 250 mg/mL.

Al procedures were performed
following the manufacturer’s
recommendations.

Statistical analysis

Encoded information was processed us-
ing an Access database. Qualitative var-
iables were described in tables as
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absolute frequency and relative per-
centage, and quantitative variables were
described as median and interquartile
range.

For the baseline, fetal, perinatal,
and admission characteristics of the
study population, univariate analyses
were performed using chi-square or
Fisher’s exact tests for comparison of
qualitative variables. For quantitative
variables, the Student f test was used
for independent samples if the data
were normally distributed as assessed
by the Shapiro-Wilk test and homo-
skedastic as assessed by the Levene
test. The Wilcoxon W test was applied
for variables that were not normally
distribution.

Regarding the analysis of echocar-
diographic and AF biomarkers, a
multivariate analysis was performed
using a multiple linear regression
(continuous variables) or a logistic

regression (categorical variables) and
controlling for possible confounding
factors, which were EFW below 10th
percentile and PPROM at admission for
the echocardiographic evaluation and
EFW below the 10th percentile, gesta-
tional age at amniocentesis, and
PPROM at admission for the AF
biomarker concentrations. A linearity
trend analysis was also performed
among the 3 groups (IAI — non-1Al —
control).

A Pearson correlation was used to
analyze IL-6 concentrations and echo-
cardiographic parameters and AF bio-
markers that significantly differed
between groups.

The z-scores previously published®
and percentage of cases below the 5th
percentile or above the 95th percentile
have been calculated for those variables
that were statistically different among
groups.

The data were analyzed using Stata for
Mac (version 15.1 StataCorp LP, College
Station, TX). P values <.05 were
considered statistically significant.

Ethics

The research ethics committees of the
Hospital Clinic and Sant Joan de Déu
reviewed and approved the study (HCB/
2018/0567 and PIC 150-19, respectively)
and all participants were informed and
provided signed written consent.

Results

Study population

During the study period, 154 women
with  singleton pregnancies were
admitted for PTL or PPROM between
2340 to 3440 weeks’ gestation. Of these,
116 were eligible for the study (with an
amniocentesis at admission) and 95 were
finally included (Tigure 1). Approxi-
mately 80% of these women with PTL or

FIGURE 1
Flowchart recruitment process

116 singleton pregnancies with PTL/PPROM with
amniocentesis admitted in BCNatal and were elegible

A

' ~
\, | 9 (7.7%) Declined to participate

[ Signed written consent and included ]

Y

\, l 9(7.7%) delivered before ultrasound

[ Ultrasound

] [

h 4

r N
\.‘ 2 (1.7%) diagnosed of chromosomal aneuploidy ‘
| 1 (0.8%) diagnosed for aortic stenosis

55 pregnant women without PTL or
PPROM accepted to participate and
were included

/7 (12.7%) were
censored from
march 2020 to

september 2020

due to the

pandemic

situation.
1 e /
Ultrasound ]

[ 95 (81.9%) in the cohort with PTL/PPROM ] [

48 (87.3%) in the Control cohort ]

!

41/95 (43.2%) with intraamniotic
infection and/or inflammation

Muritlo. Fetal cardiac remiodeling in preterm labor and preterm premature rupture of membranes. Am J Obstet Gynecol 2023.

|

54/95 (56.8 %) without intra-amniotic

infection or inflammation

Abbreviations: PTL: Preterm labor; PPROM:
Preterm prelabor ruptura of membranes.
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PPROM had been included previously in
other noninterventional studies.'**

Of the pregnancies included in this
study, 34 (23.8%) were complicated by
PPROM, 61 (42.7%) by PTL, and 48
(32.7%) were controls (without PTL or
PPROM). IAI was present in 41 women;
28 of 41 (68.3%) had PPROM and 13 of
41 (31.7%) had PTL, being much more
frequent in women with PPROM (82%;
28/34) than among those with PTL
(21%; 13/61).

There were no significant differ-
ences in the maternal characteristics
(Table 1). Only 1 woman presented
with  chronic  hypertension  and
another with preeclampsia, both being
in the non-IAI group. There were no
cases of pregestational diabetes or HIV
positivity.

Table 2 shows the admission charac-
teristics of the PTL and PPROM groups.
Of the AF cultures, 20% were positive
and the microorganisms that were iso-
lated are shown in Supplemental
Table S2. Antenatal corticosteroids for
lung maturation were administered in
100% of patients with PTL or PPROM
and in 0% of the control group. Thus,
adjustment for this parameter was not
required. A total of 57% of our patients
who were diagnosed with PTL finally
delivered at term.

Table 3 shows the fetal ultrasound
findings. There were no differences
among the groups in gestational age,
EFW, or fetal-placental Doppler at the
ultrasound evaluation. However, we
found a lower EFW percentile and a
higher percentage of fetuses under the
10th percentile in the TAT group
(Table 3).

Supplemental Table S3 describes the
gestational age and the indication for
amniocentesis in the Biobank AF sam-
ples selected to compare AF biomarkers.
Because gestational age at amniocentesis
differed significantly among the groups,
AF cardiac dysfunction biomarker con-
centrations were adjusted for gestational
age. The results of all the genetic and
infection studies performed in these
samples were normal. These Biobank
patients did not present risk factors for
cardiac remodeling, and healthy

offspring were confirmed in all these
cases.

Fetal echocardiographic results
Table 3 shows the fetal echocardio-
graphic results for the 3 groups. Fetuses
in the IAI group showed signs of
myocardial hypertrophy, defined by a
thicker myocardium without car-
diomegaly. The observed hypertrophy is
concentric because relative wall thick-
ness is increased. Thus, the heart was of
normal size but the ventricular areas
were reduced because the myocardium
was growing inward. These fetuses also
showed a preserved stroke volume and
cardiac output with an increased
(compensatory) left shortening fraction
and a shorter ejection time. They also
presented signs of impaired relaxation
with prolonged tricuspid A duration and
left isovolumic relaxation time. All these
functional changes are in line with
myocardial hypertrophy, because a heart
with more muscle can pump harder and
faster but takes more time to relax.
Indeed, impaired relaxation together
with the faster ejection leads to preserved
(compensated) cardiac output.

Fetuses in the non-JAI group showed
similar, albeit less pronounced, findings
to the TAI group. Thus, they also pre-
sented signs of concentric myocardial
hypertrophy, preserved cardiac output
but increased TAPSE, right atrial area,
tricuspid inflow time fraction and A
duration, and lower tricuspid E/A ratio.
The linearity trend analysis of the 3
groups showed that fetuses in the non-
Al group seemed to be an intermedi-
ate cardiac remodeling group.

Figures 2 and 3 show the cardiac
phenotypes among groups.

Z-scores from the echocardiographic
parameters that differed among groups
are presented in Supplemental Table S4a.
Supplemental Table $4b shows that up to
80% of the patients in the IAI group had
concentric cardiac hypertrophy, defined
as myocardial thickness above the 95th
percentile, that was more frequent than
septal hypertrophy. Given that the car-
diac functional changes are subclinical
(compensated), although there were
significant differences among groups,

most of the systolic and diastolic pa-
rameters were in the normal range (be-
tween the 5th and 95th percentile).

Cardiac biomarkers in amniotic
fluid

NT-proBNP was detectable in 35% of
women in the TAI group (14/40) and in
17% (9/53) of women in the non-IAT
group. Moreover, patients with detect-
able NT-proBNP values in the IAl group
presented significantly higher concen-
trations than the no-IAI group (median
5750 vs 2662 pg/mL, respectively). In
contrast, AF NT-proBNP values were
below detection levels in all the preg-
nancies from the Biobank AF samples.

AF troponin I concentrations were
significantly higher in the IAI and non-
IAI group than in the Biobank AF sam-
ples (Table 4, Figure 4).

We also observed a linear correlation
between AF IL-6 concentrations and
biomarker concentrations in the AF
(Supplemental Table §5)

Subanalysis according to the
presence of intra-amniotic

infection and inflammation vs
sterile intra-amniotic inflammation
The perinatal outcomes among patients
with intra-amniotic infection with
inflammation and patients with sterile
intra-amniotic  inflammation  were
similar (Supplemental Tables S6 and 57).
All patients with infection had inflam-
mation. The fetal cardiac morphometry,
diastolic function, and AF biomarker
concentrations (Supplemental Table S8
and S9) were similar in cases with and
and those without infection. However,
fetuses with intra-amniotic infection and
inflammation showed an increased car-
diac output when compared with those
with sterile inflammation (Supplemental
Table S8), most likely reflecting the
increased need for compensation.

Comment

Principal findings

This study provides evidence that fetuses
with spontaneous PTL or PPROM have
echocardiographic and biomarker signs
of subclinical cardiac remodeling and
dysfunction, supporting a prenatal
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;25;51;, fetal, and perinatal characteristics of the study population
Group 1: PTL or Group 2: PTL or Group 3: Al P2 P3

Variables PPROM—IAI (n=41)  PPROM no-IAl (n=54) Control (n=48) (1vs2) (1vs3) (2vs3)
Maternal characteristics
Maternal age (y) 33.5 (30.2—37.5) 33.1(28.8—34.9) 33.6(30.3-369 .154 634 078
BMI (kg/m?) 23.0 (20.2—27.8) 225 (20.3-26.8) 21.8(20.8-27.1)  .899 776 673
Race, n (%)

White 29/38 (76.3) 37/50 (74.0) 41 (85.4) .356 337 109

Maghrebi 3/38 (7.9) 0 1(2.1)

Hispanic 4/38 (10.5) 6/50 (12.0) 6 (12.5)

Asian 1/38 (2.6) 4/50 (8.0) 0

Other 1/38 (2.6) 3/50 (6.0) 0
Maternal smoking, n (%) 2/39 (5.1) 7(13.0) 5/47 (10.6) 295 448 719
Nulliparity, n (%) 19 (46.3) 34/52 (65.4) 27 (56.3) 066 351 349
Assisted reproductive technology, 3/34(8.8) 4/46 (8.7) 6/48 (12.5) 1.000 729 740
n (%)
Pregnancy and delivery data
GA at inclusion {wk) 28.9 (26.0—30.4) 27.7 (26.0—30.7) 29.4 (27.0-309)  .367 .259 714
Time from inclusion to delivery (d) 11 (6—17) 57 (33—74) 72 (59—81) <.001* <.001® <.001"
Neonatal male sex, n (%) 26 (63.4) 32 (59.3) 22 (45.8) 681 .097 175
GA at delivery (wk) 311 (27.7-32.4) 37.4 (34.3—-39.3) 396(38.9-403) <001 <.001° <001
Birth weight (g) 1557 (1080—2166) 2600 (2010—3110) 3270 (3000—3510) <.001*  <.001*  <.001"
Birth weight percentile 20.5 (5.5—47) 32 (9-59) 48 (19-76) .301 .002° 0477
Clinical chorioamnionitis at delivery 7 (17.1) 3(5.6) 0 115 .004* 085
Cesarean delivery, n (%) 18 (43.9) 10 (18.5) 11(22.9) .019* .035° 805
Induction of labor, n (%) 7(17.1) 9 (16.7) 27 (56.3) 837  <.001®  <.001°
Noncephalic presentation, n (%) 14 (34.1) 3(5.6) 3(6.3) 001°  1.000 0017
APGAR <7 at 5 min, n (%) 3/37 (8.1) 0/43 0/45 095 088 NA
pH umbilical artery 7.27 (1.18—7.34) 7.24 (7.19-7.30) 7.21(7.15-7.27) .378 119 551
Placental histology
Acute chorioamnionitis without 12(29.3) 4/26 (15.4) 1720 (5) .023*  <.001* 165
funisitis, n (%)
Acute chorioamnionitis + funisitis, 19 (46.3) 7/26 (26.9) 2/20 (10)
n (%)
Neonatal outcome
NICU admission, n (%) 26/38 (68.4) 11/45 (24.4) 0/46 (0) <.001*  <.001° <001
Major neonatal morbidity” or 14/38 (36.8) 3/45 (6.7) 0/46 (0) .001"  <.001" 075

mortality, n (%)

Data are presented as number (percentage) for qualitative variables or median finterquartile range} for quantitative variables.

BMI, body mass index; ART, artificial reproduction technique; GA, gestational age; 4/, intra-amniotic infection or inflammation; MCL, neonatal intensive care unit; PPROM, preterm prelabor rupture of

membranes; PTL, preterm labor,

? P<.05. Statistically significant; * Major complications were defined by the presence of bronchopulmanary dysplasia, necrotizing enterocolitis, intraventricular hemorrhage, periventricular leu-

komalacia, retinopathy, or early-onset sepsis.

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm premature ruptire of membranes. Am | Obstet Gynecol 2023,

1.e6 American Journal of Obstetrics & Gynecology MONTH 2023

81



4]0g.0rg

oBsTETRICS Original Research

TABLE 2

Admission characteristics

Variables PTL or PPROM—IAI (n= 41) PTL or PPROM no-IAl (n=54) P value
Maternal and pregnancy data

PPROM at admission, n (%) 28 (68.3) 6(11.1) <.001*
Latency from admission to ultrasound (d) 2(1-3) 2(1-2 104
C-reactive protein (mg/L) 1.06 (0.56—2.2) 0.51 (0.28—1.06) .021*
White blood cell count (> 10°%/L) 11,300 (8670—14,490) 11,235 (9470—13,900) .388
Neutrophils (%) 81 (74—89) 78 (73—84) .756
Cervical length (mm) 20.5 (12.0-31.5) 13 (10-18) <.001"
AF results

AF glucose (mg/dL) 22 (11-35) 41 (31-52) <.001%
AF positive Gram stain, n (%) 3(7.3) 0

AF interleukin-6 (pg/mL) 32,090 (7111.3—73,038.3) 1171.5 (728.5—1918.8) <.001%
Positive AF culture, n (%) 19 (46.3) 0 <.001%
The data are presented as number (percentage) for qualitative variables or median (interquartile range) for quantitative variables.

AF, amniotic fluid; /4, intra-amniotic infection or inflammation; PPROM, preterm premature rupture of membranes; PTL, preterm labor

* P« .05. Statistically significant.

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preternt labor and preterm premature rupture of membranes. Am J Obstet Gynecol 2023,

origin of cardiovascular programming
described in children and adults born
prematurely. In general, most of the
changes observed were more pro-
nounced in PTL and PPROM fetuses
with [Al, supporting an etiopathogenic
role of inflammation or infection in the
genesis of cardiovascular programming
in prematurity.

Results in the context of what is
known

Previous postnatal studies reported that
children and adults born prematurely
have an increased cardiac mass with
reduced ventricular internal diameters
and systolic and diastolic
dysfunction.” " These findings are in
line with this study in which fetuses
exposed to PTL or PPROM presented
with myocardial concentric hypertrophy
(thicker myocardium at the expense of
smaller ventricular cavities as the
myocardium grows inward) and sub-
clinical dysfunction (mainly impaired
cardiac filling) with preserved cardiac
output. Romero et al’' and Di Naro
et al”* described fetal diastolic impair-
ment in fetuses exposed to PPROM with

intra-amniotic infection with increased
ventricular relaxation, similar to adult
septic cardiac changes.” Although we
found similar changes, impaired dia-
stolic function was less pronounced,
which may be explained by the inclusion
of cases with clinical chorioamnionitis, a
late, severe stage of infection, in the
former studies. Differences in study
population and  echocardiographic
techniques could also explain the dif-
ferences between our study and that of
Di Naro. When compared with previous
studies in fetuses, our findings of a
shorter ejection time and longer
myocardial performance index are in
line with those of Letti Miiller in fetuses
with PPROM and IAL™" Aye et al’” re-
ported no differences in the cardiac
structure and function of fetuses subse-
quently born prematurely. However, this
study included both spontaneous and
iatrogenic preterm delivery. In addition,
the mean gestational age at delivery was
34 weeks’ gestation when IAI was un-
common.'”"" Concerning cardiac bio-
markers in AE, Irani et al’” reported no
differences in the AF NT-proBNP levels
for fetuses born prematurely with or

without TAL Some differences with this
study may explain the positive findings
in our study, including a different defi-
nition of IAI, their smaller number of
patients, their lack of a control non-
preterm group, and a different NT-
proBNP analysis technique. This study
also reported AF troponin I concentra-
tions in fetuses with PTL or PPROM.
From a pathophysiological perspec-
tive, IAl could plausibly be related to a
myocardial insult and subsequent car-
diovascular dysfunction and remodel-
ing. This notion is supported by animal
studies describing alterations in the gene
networks that program cardiac devel-
opment in a primate model'* and acute
generation of proinflammatory cyto-
kines in the myocardium and fetal car-
diovascular compromise after animal
intra-amniotic lipopolysaccharide in-
jection.'>'™""* We hypothesize that IAI
might directly insult the myocardium
and cause a compensatory cardiac hy-
pertrophy, which allows maintenance of
a normal stroke volume and cardiac
output and allowing normal tissue
perfusion. In experimental studies, 1AL
has also been associated with increased

MONTH 2023 American Journal of Obstetrics & Gynecology 1.67

82



earch OBSTETRICS

TABLE 3
Fetal echocardiographic results
P
(linearity
trend
Group 1: PTL or Group 2: PTL or among
PPROM with 1Al PPROM non-IAl Group 3: control Al P2 P3 the 3
Variables (n=41) (n=>54) (n=48) (1vs2) (1vs3) (2vs3) groups)
Fetal-placental parameters
GA at ultrasound (wk) 27.9 (28.7—31.1) 29.6 (27—31.2) 29.4 (26.6—31.3) .380 481 .900 462
EFW at ultrasound (gr) 1150 (864—1547) 1362.5 (1066.5—1741.5) 1380.5 (1088—1705) .141 122 870 085
EFW percentile 23 (9.5—60.5) 53.5 (22.5—70) 58.5 (27.5—75) 0139* .0022° 553 .004°
Small for gestational age 11 (26.8%) 7 (13.0%) 4 (8.3%) .088 020" 452 018"
(EFW<10™ percentilg)
Umbilical artery Pl 0.92 (0.72—1.09) 0.99 (0.84—1.11) 1.03 (0.82—-1.17) .208 168  .603 083
Middle cerebral artery Pl 1.82 (1.56—2.12) 1.76 (1.59—2.05) 2 (1.711-2.25) a7 888 137 .303
Ductus venosus Pl 0.41 (0.31-0.54) 0.46 (0.34—0.57) 1.93 (1.65—2.43) .206 112 .803 .243
Uterine arteries mean PI 0.76 (0.63—0.96) 0.78 (0.64—0.95) 0.72 (0.64—0.89) .108 619  .084 .309
Cardiac morphometry
Cardiothoracic ratio” (%) 29.2 (25.4-33.2) 27.2 (24.5-30.8) 287 (26.1-31.5) 625 448 563 297
Cardiac sphericity index® 1.14 (1.07—1.20)° 1.16 (1.08—1.21) 1.2 (1.1-13) 814 010" 538 0017
Right atrial area to heart 0.16 (0.14—0.20) 0.19 (0.16—0.20) 016 (0.13-0.18) 754 060 .00%° 124
ratio
Right ventricular area to 0.20 (0.16—0.24) 0.23 (0.21-0.28) 0.25(0.21-0.28) .266 010" .564 004"
heart ratio
Right ventricular sphericity 1.62 (1.36—1.82) 1.57 (1.45—1.81) 1.74(1.56—2.0) 640 005 .012 0112
index®
Right ventricle free wall 3.4(31-4.2) 3.0(25-3.7) 3.0 (2.5-33) 178 <.001  .066 <.001°
thickness (mm)
Right relative wall thickness® 1.0 (0.88—1.17) 0.72 (0.64—0.85) 0.65 (0.56—0.81) <.001* <.001* 023" <.001°
Left atrial area to heartratio”  0.15 (0.14—0.19) 0.16 (0.14—0.19) 0.14 (0.13—0.18) .927 242 A1 .384
Left ventricular area to heart  0.22 (0.19—0.26) 0.26 (0.24—0.31) 0.27 (0.22—0.30) .029"  .005" .568 004"
ratio
Left ventricular sphericity 1.69 (1.52—1.91) 1.68 (1.55-1.87) 179(1.60-1.91) 438 879 424 149
index®
Left ventricle free wall 3.3(2.8-4.2) 3.4 (2.6—-4.0) 2.8 (2.4-33) .850 002% 0127 .003°
thickness (mm)
Left relative wall thickness® 0.93 (0.72—1.16) 0.79 (0.66—0.92) 0.69 (0.56—0.83) 271 <.001" .042° <.001°
Septal wall thickness (mm) 4.1 (3.6—4.9 3.7(31-4.2) 3.5(3.1—4.0) 109 <.001" .075 <.0017
Systolic function
TAPSE 6.1(5.3-7) 6.4 (5.7—-7.0) 6.1 (5.4—6.7) .066 197 .020° 523
MAPSE 4.4 (3.6-5) 4.2 (3.8-4.7) 43(3.8-5.2) 927 910 397 919
Septal thickening' 0.24 (0.18—0.30) 0.21 (0.13-0.27) 0.20 (0.12—0.27) .068 097 738 109
Right fractional area change ~ 31.8 (23—41.5) 34.1(30.2—41.9) 36.0 (27.6—47.9) 773 180 979 183
(FAC) (%)°
Left ventricular shortening 50.0 (42.1-58.6) 43.5 (35.6—54.2) 40.4 (33.7-51.3)  .269 007 276 007°

fraction (%)"

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm prematire rupture of membranes. Am J Obstet Gynecol 2023,
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TABLE 3
Fetal echocardiographic results (contined)
PA
(linearity
trend
Group 1: PTL or Group 2: PTL or among

PPROM with 1Al PPROM non-IAl Group 3: control Al P2 A3 the 3
Variables (n=41) (n=54) (n=48) (1vs2) (1vs3) (2vs3) groups)
Left Isovolumic contraction 12.9 (11.5—14.5) 11.7 (10.5—13.1) 11.9(10.3—13.00  .510 049 860 0417
time (ICT) (%)’
Left ejection time (ET) (%)’ 39.0 (37.6—41.1) 39.6 (37.6—41.6) 39.9(38.5—42.4) 648 046" 242 .028°
Heart rate (bpm) 145 (138—153) 143.5 (137.2—152) 144 (139—152) T77 940 398 963
:’ulm)onary artery diameter 5.9(5-6.7) 6.1 (5.5—6.8) 5.6 (5.2—6.8) 078 871 209 115
mm
Right stroke volume (mL/kg) 1.9 (1.5—2.5) 19 (1.4-2.4) 1.8 (1.5—-2.0) 523 100 112 A77
Right cardiac output (mL/ 276 (210—-370) 281 (218—348) 255 (211—-296) .504 096 127 .108

min/kg)*

Aortic diameter (mm) 44(4-5.2) 48(4.2-5.3) 49 (44-54) 019" 048" 547 072

Left stroke volume (mlkg) 1.1 (0.9-1.7) 1.2 (1.0-1.5) 1.3 (1.0-1.6) 991 176 553 312

Lefﬁcardiac output (mL/min/ 168 (127—244) 183 (136—214) 186 (158—237) 926 181 410 310

kg)

Cardiac index (mL/min/kg)  476.1 (307.1—567.6)  466.6 (370.2—546.5)  438.3 (383.4 558 586 530 316
—507.7)

Diastolic function
Tricuspid E/A ratio

Tricuspid inflow time
fraction™

0.71 (0.65—0.76)
0.39 (0.36—0.42)

0.67 (0.63—0.74)
0.39(0.37-0.43)

0.71 (0.65—-0.81) .518 113 .029° .253
0.38 (0.34—0.41) .260 201 .008" 150

Tricuspid A duration
fraction™

0.23 (0.21-0.25) 0.24 (0.22—-0.25) 0.21(0.20-0.23) .114 .020° 0017 .007°

Mitral E/A ratio 0.71 (0.62—0.80) 0.71 (0.67—-0.75) 0.73 (0.66—0.79) .763 219 314 440
Mitral inflow time fraction™ 0.42 (0.39—0.46) 0.43 (0.40—0.46) 0.43 (0.40—0.45) .858 .554 948 939
Mitral A time fraction™ 0.22 (0.20—0.24) 0.23(0.21-0.24) 0.22(0.21-0.24) .754 964 519 713
Left isovolumic relaxation 12.9 (11.5—14.5) 11.7 (10.5—13.1) 11.9(10.3—13.0) .510 0497 860 0287
time (IRT) (%)’

Combined systolic and diastolic function

Left MPI index" 0.55 (0.47—0.65) 0.52 (0.45—0.57) 0.49 (0.43—0.56) .868 016" .276 018*

Data are presented as number (percentage) for qualitative variables or median (interquartile range) for guantitative variables. P1 was adjusted for the estimated fetal weight < 10th percentile and
PPROM at admissien. P2 and P3 were adjusted for estimated fetal weight <10th percentile

GA, gestational age; EFW, estimated fetal weight; 4/, intra-amniotic infection or inflammation; AP, myocardial performance index; P, pulsatility index; PPROM, preterm prelabor rupture of
membranes; PTL, preterm labor.

& < 05, Statistically significant; ® Cardio-thoracic ratio; (cardiac area [cm?|/thoracic area [om))100; © Sphericities: cardiac, auricular, or ventricular longitudinal diameter (mmj/iransverse
diameter (mm); “ Areas to heart ratio: right or left auricular or ventricular areas (cm”/cardiac area (cm?); ® Relative wall thickness (oy M-Mode): (septal wall thickness [mm] + right or left free wall
thickness [mm)/right or left cavity diameter (mm); ' Septal thickening: (end-systolic septal thickness [mm) — end-diastolic septal thickness [mmi)/end-systolic septal thickness (mm}; ¢ FAC: ((and-
diastolic right ventricular area [cm?] — end-systolic right ventricular area [cm?)/end-diastolic right ventricular area [cnf])x 100; " Left ventricular shortening fraction (by M-mode): ({end-diastolic
ventricular diameter (mm) — end-systolic ventricular diameter [mm])/end-diastolic ventricular diameter [mm]) > 100; " IRT, ICT, ET: (RT, ICT, or ET [ms]/tatal cycle duration [ms]) = 100; ' Stroke
volumes: gpu\mnmary or aortic area [em?) x pulmanary or aortic T [crm/contraction])/EFW (kg); * Cardiac outputs index: (pulmonary or aortic stroke volume [mL/contraction] x heart rate [bpm])/
EFW (kg); ' Cardiac index: (right cardiac output [mL/min] + left cardiac output [mL/min])/EFW (kg); " Diastolic times fraction: tricuspid or mitral inflow or A duration {ms)/total cycle duration (ms);
" MPI: (ICT [ms]) + IRT [ms])/ET (ms).

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preternt labor and preterin premature ruptire of membranes. Am | Obstet Gynecol 2023.

placental resistance and a higher this study. Likewise, a similar concentric

overloads the fetal heart, which responds

afterload,” "®  which could also hypertrophy has been described in other

contribute to the concentric hypertro-
phy with normal cardiac size observed in

conditions with a persistent pressure
overload.”” The hypothesis is that 1Al

by increasing myocardial mass without
cardiomegaly——concentric  hypertro-
phy. This hypertrophy implies that the
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FIGURE 2

Heart morphology according study groups

PPROM/PTL with IAl

PPROM/PTL without IAl

Control

Abbreviations: PTL: Preterm labor; PPROM: Preterm prelabor rupture of membranes; IAl: Intraamniotic infection and/or inflammation.
Group with PTL/PPROM with IAl: concentric cardiac hypertrophy (higher myocardium thickness but normal cardiac size).
Group with PTL/PPROM without IAl: Intermediate group with some degree of concentric cardiac hypertrophy.

Control group: Normal heart.

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm premature rupture of membranes. Am J Obstet Gynecol 2023.

heart can pump harder and faster but
takes more time to relax and thus ven-
tricular filling is impaired. Nevertheless,
the fetal cardiac changes observed can
compensate for this situation because
the final cardiac output——blood vol-
ume ejected each minute——is pre-
served. The echocardiographic findings
are consistent with the results of the
biomarkers because increased NT-pro-
BNP and troponin values reflect fetal
cardiac overload.”™*** Strikingly, the
cardiac findings correlate with AF fluid
IL-6 levels, suggesting that the higher the
inflammation the greater the need for
cardiac adaptation. Interestingly, the
cardiac findings in cases with TAI were
remarkably different from those previ-
ously reported in intrauterine growth
restriction,” which is mainly character-
ized by larger and globular hearts and
decreased longitudinal motion.
Although hypertrophy may occasionally
be present in severe intrauterine growth
restriction, it is normally associated with
cardiomegaly and ventricular dilation,

which were not observed in IAl fetuses.
Thus, these findings support a specific
mechanism for cardiovascular pro-
gramming in [Al, which would be
different from that caused by undernu-
trition and hypoxia that occur during
placental insufficiency. Likewise, the
findings in this study are different from
the fetal cardiac changes described in
fetuses conceived by assisted reproduc-
tive techniques'”" or those exposed to
antiretroviral drugs.”’

Subanalysis of the intra-amniotic
infection or inflammation group:
effect of intra-amniotic infection
with inflammation and sterile intra-
amniotic inflammation on fetal
cardiac remodeling

A subanalysis of intra-amniotic infection
and inflammation vs sterile inflamma-
tion showed augmented cardiac outputs
in the infection group, most likely
reflecting a greater insult and greater
need for compensation. Interestingly,
these finding were because of augmented

1.e10 American Journal of Obstetrics & Gynecology MONTH 2023

stroke volumes, whereas the heart rate
was similar in both groups.

This finding could translate to some
degree of fetal systemic response against
the infection.

Clinical implications

Prenatal cardiac changes seem to
contribute to cardiac remodeling and
cardiovascular risk in children and
adults born prematurely. Thus, this
study opens a window of opportunity to
study early (prenatal) identification of
fetuses who will present with postnatal
cardiovascular risk and allow targeting of
a high-risk cardiovascular population
and performing preventive actions in the
first months or years of life. The
amniocentesis performed to rule IAI in
or out helped to target a higher cardio-
vascular risk group of neonates, which
merits further follow-up. This finding
might highlight the importance of per-
forming an amniocentesis in these
women and particularly among those
with pregnancies complicated with
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FIGURE 3
Heart morphology and function according study groups
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Abbreviations: PTL: Preterm labor; PPROM: Preterm prelabor rupture of membranes; IAl: Intraamniotic infection and/or inflammation.
Right A time fraction: tricuspid A wave duration (ms) / total cycle duration (ms); Left isovolumetric relaxation time (IRT): IRT (ms) / total cycle duration (ms))*100.
Cardiac index: (Right cardiac output (ml/min)+ left cardiac output (ml/min)) / Estimated fetal weight (Kg).

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm premature rupture of membranes. Am j Obstet Gynecol 2023.

TABLE 4
Cardiac biomarkers in amniotic fluid
PA
(linearity
trend
among
Group 1: PTL or PPROM Group 2: PTL or PPROM Biobank samples AP P2(1vs  F3(2vs the3
Variables with 1Al (n=41) no IAl (n=54) (n=20) vs2) Biobank) Biobank)  groups)
GA at 28.9 (26.0—30.4) 27.7(26.0—-30.7) 29.5 (28.3—32.0) 367 193 .034* 009"
amniocentesis (wk)
EFW at ultrasound 1150.0 (864.0—1547.0) 1362.5 (1066.5—1741.5) 1495 (1191.5—2011.5) .141 .006* .039° .005°
@
Neonatal male sex, 26 (63.4) 32(59.3) 12 (60.0%) 681 915 967
n (%)
EFW pecentile 23.0 (9.5—60.5) 53.5 (22.5—70.0) 56.5 (32.0—77.5) .014* 015" 584 .008°
Detectable NT- 14/40 (35.0) 9/53 (17.0) 0 079" 032%° 383" 005°
proBNP, n (%)
NT-proBNP (pg/ 5750 (1565.5—10,300) 2662 (480.6—3391) NA 012*P NA NA NA
mL)°
Troponin-| (pg/mL) 1413.6 (927.3—2334.1) 1190.9 (829.3—1635.9) 841.3 (671.7—959.9) .435° .007*" .03r*? <.001"
Data are presented as number (percentage) for qualitative variables or median (interguartile range) for quantitative variables. P1 was adjusted for estimated fetal weight < 10th percentile, gestational
age at amniocentesis, and PPROM at admission. P2 and £3 were adjusted for estimated fetal weight < 10th pecentile and gestational age at amniocentesis.
AF, amniotic fluid; BMP, brain natriuretic peptide; £FW, estimated fetal weight; /4/, infra-amniotic infection or inflammation; PPROM, preterm prelabor rupture of membranes; PTL, preterm labor.
2 P 05, Stalistically significant; ® Adjusted for gestational age at amniocentesis and estimated fetal weight percentile; © Including only the sample levels of detectable NT-proBNP.
Murillo. Fetal cardiac remodeling in preternt labor and preterm premature rupture of membranes. Am | Obstet Gynecol 2023,
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FIGURE 4

Amniotic fluid biomarker according study groups
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inflammation.

PPROM because of the high proportion
of TAT identified in this group.

Future research

Future studies are needed to assess post-
natal changes in the same cohort and also
to identify possible prenatal predictors of
cardiovascular risk to target high prenatal
cardiovascular risk. Prenatal cardiovascu-
lar risk evaluation could be tremendously
important given the increased risk for
heart failure® and hypertension” reported
in young adults born prematurely.

Strengths and limitations
The main strengths of this study are its
prospective design and the recruitment
of a well-characterized cohort with data
on AF analyses and with complete fetal
cardiovascular evaluation data pub-
lished. Another strength is the evaluation
of both echocardiography and cardio-
vascular AF biomarkers.

However, we have to acknowledge
some limitations. The sample size was
relatively limited. We excluded cases

with imminent delivery for whom fetal
echocardiography was not performed
and cases of anhydramnios without
amniocentesis. It remains unknown
whether these individuals might have a
different profile than those studied.
Molecular techniques might increase
the detection of intra-amniotic infec-
tion. Thus, it is possible that some of
the patients may possibly have had a
positive culture for fungi or viruses
that was not detected. Another limita-
tion was the lack of a clear, universal
definition of intra-amniotic inflam-
mation. In our study, inflammation
was defined by AF IL-6 concentrations,
but other authors included other in-
flammatory biomarkers to define
intra-amniotic inflammation.”""
Finally, another limitation was that a
postnatal follow-up was not included.
Further research is warranted to pro-
spectively  evaluate cardiovascular
changes postnatally in these cohorts
before changing our clinical manage-
ment of these patients.

1.e12 American Journal of Obstetrics & Gynecology MONTH 2023

Conclusion

Our findings suggest that cardiovascu-
lar changes, including concentric car-
diac  hypertrophy and diastolic
impairment observed in premature in-
fants and adults, might already be pre-
sent, at least in part, at the time that
symptoms of PTLand/or PPROM occur
and are more pronounced when IAI is
present.

GLOSSARY

AF: Amniotic fluid

EFW: Estimated fetal weight

|Al:  Intra-amniotic infection and/or
inflammation.

IL-6: Interleukin-6

NT-proBNP: N-terminal prohormone of
brain natriuretic peptide

PPROM: Preterm prelabor rupture of
membranes

PTL: Preterm labor
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The observation of elevated of AF NT-
proBNP and troponin I concentrations
strengthen the echocardiographic find-
ings. These results open an opportunity
for early detection of cases that might
benefit from preventive measures to
improve future cardiovascular health
later in life. |
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TABLE S1
Fetal echocardiographic measurements

Variables Methodology Example

Cardiac morphometry

Cardiac and thoracic area  Cardiac area was measured in 2D images
at maximal distension from an apical or
basal 4-chamber view at end-diastole.
End-diastole was defined as the frame at _
which the atrioventricular valves closed
and, thus, when the ventricles reached
their largest size.

Thoracic area was measured in the same
image as the cardiac area.

Atrial areas Atrial areas were measured in 2D images
at maximum atrial distension from a 4-
chamber view at end-systole (defined by
the frame preceding the atrioventricular
valves opening) and, thus, when the atria
reached their largest size. The atrial
measurements did not include the
pulmonary veins/arteries or the
atrioventricular valve annulus.

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm premature rupture of membranes. Am J Obstet Gynecol 2023.
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TABLE S$1

Fetal echocardiographic measurements (continveq)

Variables Methodology Example
Ventricular areas and Ventricular dimensions and areas were

sphericities measured in 2D images from an apical or

basal 4-chamber view at end-diastole.
The ventricular basal and longitudinal
dimensions were measured at the level of
the atrioventricular valves and from the
atrioventricular valves (including the
atrioventricular valves annulus) to the
inner myocardium apex, respectively.
Both ventricular areas were measured by
manual tracing along the true border of the
inner myocardium, including the
endocardium, the

muscular trabeculations, and the
moderator band.

Myocardial wall Myocardial wall thicknesses were

thicknesses (mm) measured in 2D images from a transverse
4-chamber view at end-diastole below the
atrioventricular valve leaflets.

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm premature rupture of membranes. Am J Obstet Gynecol 2023.
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TABLE S$1

Fetal echocardiographic measurements (continveq)

Variables Methodology Example
Relative wall thicknesses ~ Myocardial wall thicknesses were

(M-Mode) measured using M mode images from a
transverse 4-chamber view at end-
diastole below the atrioventricular valve
leaflets.

Systolic function

TAPSE, MAPSE An apical or basal four-chamber view was
used, applying M-mode at the tricuspid
(TAPSE) or mitral (MAPSE) valve annulus to
measure the maximum excursion from
end-diastole to end-systole.

End-systolic septal Septal thickness was measured in 20
thickness (used for images from a transverse 4-chamber view
calculating septal at end-systole.

thickening)

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm premature rupture of membranes. Am J Obstet Gynecal 2023.
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for calculating the
right fractional change
area (FAC))

basal 4-chamber view at end-systole by
manual tracing along the true border of the
inner myocardium, including the
endocardium, the muscular
trabeculations, and the moderator band.

Mid diameter of ventricular
cavity (used for calculating
left ventricular shortening
fraction)

Left mid-ventricular cavity was measured
at end-systole and end-diastole using M
mode images from a transverse 4-
chamber view.

TABLE S$1

Fetal echocardiographic measurements (continveq)

Variables Methodology Example
End-systolic right End systolic right ventricular area was

ventricular area (used measured in 2D images from an apical or

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm premature rupture of membranes. Am J Obstet Gynecol 2023.
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TABLE S$1

Fetal echocardiographic measurements (continveq)

Variables Methodology Example
Left isovolumic Placing the Doppler sample volume in a
contraction four-chamber view on the medial wall of

time (ICT) the ascending aorta and displaying the

mitral biphasic inflow and the aortic
outflow in the same spectral image. ICT
includes the time interval from the closure
of the mitral valve to the opening of the
aortic valve.

Left ejection time (ET) Placing the Doppler sample volume in a
four-chamber view on the medial wall of
the ascending aorta and displaying in the
same spectral image the mitral biphasic
inflow and the aortic outflow. Ejection time
includes the time interval from the
opening to closure of the aortic valve.

Aortic and pulmonary Aortic and pulmonary diameters were

diameters (mm) obtained in frozen real-time images during
early to mid-systole by the leading-edge-
to-edge method.

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm premature rupture of membranes. Am J Obstet Gynecol 2023.
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TABLE S$1

Fetal echocardiographic measurements (continveq)

Variables Methodology Example
Aortic and pulmonary Velocity-time integrals were calculated by
velocity-time integrals manual trace of the spectral Doppler area

(used for calculating left and can be multiplied by the area of the
and right stroke volume, outflow wave.
respectively)

Diastolic function

Tricuspid and mitral Evaluated by the spectral Doppler sample

E/A ratios volume below the atrioventricular valves,
displaying a biphasic wave. The ratio is
obtained by the division of the peak
velocities of the E over the A waveform.

Murillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm premature rupture of membranes. Am ] Obstet Gynecol 2023. (continued)
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TABLE S$1

Fetal echocardiographic measurements (continveq)

Variables Methodology Example
Tricuspid and mitral Inflow times were evaluated by the

inflow time. spectral Doppler sample volume below the §
atrioventricular valves, displaying a
biphasic wave. Inflow time includes the
time interval from the opening to closure
of the atrioventricular valves.

Tricuspid and mitral A wave duration was evaluated by the

A waves duration spectral Doppler sample volume below the
atrioventricular valves, displaying a
biphasic wave. A duration includes the
time interval of the A wave (second wave).

Left isovolumic relaxation  Placing the Doppler sample volume in a

time (IRT) four-chamber view on the medial wall of
the ascending aorta and displaying the
mitral biphasic inflow and the aortic
outflow in the same spectral image. IRT
includes the time interval from the closure
of the aortic valve to the opening of the
mitral valve.

Muirillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm premature rupture of membranes. Am J Obstet Gynecol 2023,
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TABLE S2

Gestational age at amniocentesis
(weeks+days)

Microorganisms isolated in positive amniotic fluid cultures

Microorganism isolated in amniotic fluid

23+3 Ureaplasma urealyticum

30+9 Peptoniphilus indoliticus

26+1 Capnocytophaga sputigena and fusobacterium
Spp.

30+9 Ureaplasma urealyticum

32+4 Ureaplasma urealyticum

33+4 Ureaplasma urealyticum

26+1 Fusobacterium nucleatum

27+6 Peptoniphilus harei

25+4 Fusobacterium nucleatum

29+0 Ureaplasma urealyticum

23+9 Ureaplasma urealyticum

30-+1 Ureaplasma urealyticum and streptococcus
mitis

27+0 Extended spectrum beta-lactamase producing
Escherichia coli

30+4 Ureaplasma urealyticum

27+4 Ureaplasma urealyticum

25+7 Ureaplasma urealyticum

26+9 Escherichia coli and Bacteroides vuigatus

2949 Peptoniphilus indolicus

26+1 Ureaplasma urealyticum
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TABLE S3

Amniocentesis in amniotic fluid samples from the Biobank

Gestational age at amniocentesis

(weeks-+days) Indication for amniocentesis

26+3 Congenital talipes equinovarus

2840 Hyperechogenic fetal bowel

28+3 Moderate renal pyelectasis

2845 Mild polyhydramnios + hyperechogenic fetal
bowel

2846 Mild renal pyelectasis

29+3 Hyperechogenic fetal bowel

29+6 Hyperechogenic fetal bowel

31+4 Hypospadias

36-+1 Long bones at -1 to -2 standard deviations.

36+3 Long bones at -2 to -3 standard deviations.

27+4 8-9mm right and left brain atrial diameters

2745 9-10mm right and left brain atrial diameters

2842 Unilateral mild ventriculomegaly (10mm)

2942 9mm right brain atrial diameter

29+6 8mm right brain atrial diameter

3.2 Mild delay in cortical maturation

3143 9 mm left brain atrial diameter

32+6 9 mm right brain atrial diameter

3542 8 mm left brain atrial diameter

37+4 3 mm arachnoid cyst

All the amniocenteses were performed for extra-cardiac reasons. Pregnancies did not present risk factors for cardiac

remadefing, normal rastits were confirmed in the amniotic fluid analysis and heafthy offspring were delivered in all cases.
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TABLE S4A
Z-scores of fetal echocardiographic results different among groups

p4 (lineartty

trend among

Group 1: PTL/PPROM Group 2: PTL/PPROM Group 3: the three
Variables 1Al (n= 41) no-lAl (n=54) Control (n=48) p1 (7 vs. 2) p2 (7 vs. 3) p3 (2 vs. 3) groups)
Fetal-placental parameters
Cardiac morphometry
Cardiac sphericity index' ZS: -0.53 ZS: -0.33 25:0.14 0.873 0.005  0.149 0.001
(-1.2 - -0.05) (-1.05 — 0.03) (-0.43 — 0.83)
Right ventricular area -0.06 (-0.7-0.6) 0.3 (-0.2-0.9) -0.2 (-0.5-0.2)  0.440 0.438 0.001 0.124
Right ventricular -0.2 (-0.8-0.3) -0.3(-0.6-0.3) Z5: 0.2 (-0.3-0.7) 0.533 0.004  0.009 0.528
sphericity index’
Right ventricle free wall 1.9 (1.1-2.7) 0.9 (-0.4-1.5) 04(-05-1.3) 0.017 <0.001 0.056 <0.001
thickness (mm)
Right relative wall 1.8 (1.3-2.7) 1.4 (0.69-2.20) 0.9 (0.0-1.9) 0.028 <0.001 0.013 0.001
thickness®
Left ventricular area -0.1 (-0.6-0.7) 0(-0.4-0.4) -0.5(-0.9-0.1) 0.825 0.054 0.001 0.045
Left ventricle free wall 1.5(0.4-2.3) 1.1(-0.6-2.2) 0.2(-0.4-1.2) 0.349 <0.001 0.008 <0.001
thickness (mm)
Left relative wall 1.8 (0.7-2.9) 1.7 (0.85-2.4) 1.0 (0.0-2.0) 0.839 0.007 0.034 0.012
thickness®
Septal wall thickness 4 (2.4-4.8) 1.9 (1.0-3.7) 1.5(0.8-2.4) 0.010 <0.001 0.031 <0.001
(mm)
Systolic function
TAPSE 0.8 (-1.2--0.3) -0.6(-1.3- -0.1) 09(-1.3--06 0628 0028  0.007 0.426
Left Isovolumic 0.9(-0.1-1.4) 0.6 (0-1.4) 0.6(-0.1-1.2) 0.504 0.333 0.698 0.193
contraction time (ICT)
Left ejection time -0.8(-2- -0.2) -0.8 (-1.8-0) -0.5(-1.2-0.4)  0.450 0.016  0.042 0.032
Diastolic function
Left isovolumic relaxation 1.7(0.9-2.4) 1.1(0.5-1.6) 1.1(0.4-1.9) 0.373 0111 0.677 0.362
time (IRT)
HAL intra-amniotic fnfection or i ; GA, gestational age; EFW, fetal weight; P, pulsatility index; MPt Myocardial performance index.
! sphericities: cardiac, auricular or ventricular longitudinal diameter (mm)/ transverse diameter (mm); ? Relative wall thickness (by M-Mode): (septal wall thickness (mm) + right ar left free wall
thickness (mm})/ right or left cavity diameter (mm).

Data are presented as number (percentage) for qualitative variables or median (25" centile-75" centile) for quantitative variables. p1 was adjusted for estimated fetal weight < 10™
centile and PPROM at admission. p2 and p3 were adjusted for estimated fetal weight <10 centile.
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TABLE S4B

Percentage of patients below 5™ or above 95" percentiles of fetal echocardiographic results different among groups

Group 1: PTL/PPROM  Group 2: PTL/PPROM

Group 3:

Variables 1Al (n= 41) no-1Al (n=54) Control (n=48) pl1(7vs 2 p2(7vs 3 p3(2vs 3
Fetal-placental parameters

Cardiac morphometry

Cardiac sphericity index’ 3/40 (7.5) 4/50 (8.0) 0 1.00 0.097 0.118
Right ventricular area’ 1/38 (2.63) 0 0 0.447 0.452 NA
Right ventricular sphericity 1/39 (2.56) 0 0 0.448 0.459 NA
index’

Right ventricle free wall 16/35 (45.71) 8/44 (18.18) 4/47 (8.51) 0.008 <0.001 0.222
thickness (mm)*

Right relative wall thickness®  32/36 (88.89) 14/49 (28.57) 10/46 (21.74) <0.001 <0.001 0.444
Left ventricular area’ 1/38 (2.63) 0 2/47 (4.35) 0.447 1.00 0.242
Left ventricle free wall 12/35 (34.29) 12/44 (27.27) 5/48 (10.42) 0.501 0.012 0.037
thickness (mm)°

Left relative wall thickness”  22/36 (61.11) 20/51 (39.22) 12/46 (26.09) 0.044 0.001 0.170
Septal wall thickness (mm)®  28/35 (80.0) 21/44 (47.73) 18/48 (37.5) 0.033 <0.001 0.321
Systolic function

TAPSE' 1/39 (2.56) 1/52 (1.92) 4/38 (9.52) 1.00 0.361 0.169
Left Isovolumic contraction 1/38 (2.63) 0 0 0.427 0.442 NA
time (ICT)'

Left ejection time' 11/37 (29.73) 11/50 (22.0) 5/47 (10.64) 0.461 0.027 0.132
Diastolic function

Left isovolumic relaxation 14/37 (37.84) 10/50 (20.0) 10/47 (21.28) 0.066 0.095 0.877

time (IRT)?

{Al, intra-amniotic infection or inflammation; GA, gestational age; £FW, estimated fetal weight; ™ pulsatiity index; MP: Myocardial performance index.

! Percentage of cases below 5™ percentile; &z Percentage of cases abave 957 percentile

Data are presented as number (percentage). pl was adjusted for estimated fetal weight < 10™ centile and PPROM at admission. p2 and p3 were adjusted for estimated fetal weight < 10™

centile.
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TABLE S5
Correlation between amniotic fluid IL-6 and echocardiographic and
biomarkers findings
Pearson’s correlation
Echocardiographic findings coefficient p
Cardiac sphericity index’ -0.04 0.731
Right atrial area to heart ratio® -0.11 0.323
Right ventricular sphericity index’ 0.03 0.778
Right ventricle free wall thickness (mm) 0.03 0.774
Right relative wall thickness® 0.31 0.004
Left ventricular area to heart ratio®
Left ventricle free wall thickness (mm) -0.01 0.929
Left relative wall thickness® 0.12 0.289
Septal wall thickness (mm) 0.05 0.639
TAPSE -0.289 0.006
Left ventricular shortening fraction (%)* 0.04 0.729
Left Isovolumic contraction time (ICT, %)° 0.05 0.649
Left ejection time (ET, %)° 0.03 0.770
Tricuspid E/A ratio 0.10 0.362
Tricuspid inflow time fraction® 0.05 0.626
Tricuspid A duration fraction® 0.02 0.865
Left isovolumic relaxation time (IRT, %)° 0.06 0.600
Left myocardial performance index” 0.04 0.692
Amniotic fluid Troponin | concentrations (pg/ml) 0.29 0.002
Amniotic fluid NT-proBNP (pg/ml) in positive NT- 0.29 0.001
proBNP samples
! Sphericities: cardiac, auricular or ventricular longitudinal diameter (mm)/ transverse diameter (mmj; © Areas to heart ratio:
right or left auricular or ventricular areas (cm?) / cardiac area (cm?); ® Relative wall thickness (by M-Made): (septal wall
thickness (mm) -+ right or left free wall thickness (mm)/ right or left cavity diameter (mm); * Left ventricular shortening
fraction (by M-Mode): ((End-diastolic ventricular diameter (mm) - End-systolic ventricular diameter {mmj) / End-diastolic
ventricular diameter (mm))*100; ° IRT, ICT, ET: (IRT, ICT or ET (ms) / total cycle duration (ms)*100; ® Diastolic times
fraction: tricuspid or mitral inflow or A duration (ms) / total cycle duration (ms); © Myocardial performance index: (ICT
(ms) + IRT (ms)) / ET (ms).
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TABLE S6
Baseline, fetal and perinatal characteristics of the PTL/PPROM-IAI group sub-analysis

Intra-amniotic infection and Sterile intra-amnotic

Variables inflammation (n=19) inflammation (n= 22) p
Maternal and fetal characteristics
Maternal age (years) 33.8 (30.5-37.0) 33.7 (28.2-37.6) 0.389
BMI (Kg/m?) 22.7 (20.0-28.3) 23.0 (21.1-25.8) 0.971
Race

White, n (%) 1217 (70.1) 17/21 (81) 0.561

Maghrebi, n (%) 217 (11.8) 1/21 (4.8)

Hispanic, n(%) 117 (5.9) 3/21 (14.3)

Asian, n(%) 117 (5.9) 0

Other, n(%) 117 (5.9) 0
Maternal smoking, n(%) 0 2/39 (5.1) 0.492
Primiparity, n(%) 6(33.3) 13 (59.1) 0.105
ART technique, n(%) 115 (6.7) 2/19 (10.5) 1.000
GA at inclusion (weeks) 27.6(26.0-30.4) 28.9 (26.8-31.7) 0.524
Time from inclusion to delivery (days) 9 (5-16) 13 (6-23) 0.207
Perinaial data
Neonatal male sex, n(%) 11(61.1) 15 (68.2) 0.641
GA at delivery (weeks) 30.3 (27.4-32.1) 31.4 (28.3-33.0) 0.188
Birthweight (g) 1300 (1040-1600) 1748 (1282-2240) 0.030
Birthweight centile 11.5 (3-21) 29.5 (6-51) 0.333
Clinical chorioamnionitis at delivery 4(21.1) 3(13.6) 0.685

Variables Intra-amniotic infection and Sterile intra-amnotic p
inflammation (n= 19) inflammation (n= 22)
Histalogical funisitis or chorioamnionitis
Acute chorioamnionitis without funisitis, n(%) 8 (42.1) 4(18.2) 0.241
Acute chorioamnionitis + funisitis, n(%) 7 (36.8) 12 (54.6)
Cesarean, n(%) 12 (63.2) 6 (27.3) 0.021
Induction of labor, n(%) 4(21.1) 3(136) 0.685
Non cephalic presentation, n(%) 9(47.4) 5(22.7) 0.097
APGAR <7 at 5 min, n(%) 1/18 (5.6) 2/19 (10.5) 1.000
pH umbilical artery 7.26 (7.08-7.35) 7.27 (7.18-7.34) 0.302
NICU admission n(%) 13/18 (72.2) 13/20 (65.0) 0.632
Major neonatal morbidity or mortality, n(%) 6/18 (33.3) 8/20 (40.0) 0.671

BMI, body mass index; ART, artificial repreduction technique; GA, gestational age; MICL, neonatal intensive care unit.

! Major complications defined by the presence of bronchopulmonary dysplasia, necrotizing enteracalitis, intraventricular hemorrhage, periventricular leukomalacia, retinopathy or early onset sepsis
Data are presented as number (percentage} for qualitative variables or median (25t certtile; 75 centile) for quantitative variables.
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TABLE S7
Admission characteristics of the PTL/PPROM-IAI group sub-analysis

Intra-amniotic infection and Sterile intra-amniotic
Variables inflammation (n= 19) inflammation (n= 22) p
PPROM at admission, n(%) 13 (68.4) 15 (68.2) 0.781
C-reactive protein (mg/L) 1.71(1.22-3.1) 0.59 (0.23-1.01) <0.001
White blood cell count (x10° /L) 13915 (8720-17950) 11250 (8660 — 13280) 0.370
Neutrophils (%) 83 (80-89) 77 (73-88) 0.137
Cervical length (mm) 20 (16-30) 21 (10-31) 0.777
AF glucose (mg/dL) 205 (3-32) 25.5 (10-38) <0.001
AF interleukin-6 (pg/mL) 67994 45 (37593.2 — 143387.0) 17600.4 (4282.1-33581.8) <0.001
Positive AF culture, n(%) 19 (100) 0 <0.001
Latency from admission to ultrasound (days) 15(1-3) 2(1-3) 0.064
PPROM, preterm premature rupture of membranes; AF, amnietic fluid.
Data are presented as number (percentage) for qualitative variables or nredian (25™ centile; 75™ centile) for quantitative variables.
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TABLE S8

Fetal echocardiographic results of the PTL/PPROM-IAI group sub-analysis

Intra-amniotic infection and

Sterile intra-amniotic

Variables inflammation (n=19) inflammation (n= 22) p
Fetal-placental parameters

GA at ultrasound 27.6 (26.3 — 30.6) 29.2 (26.3- 31.7) 0.411
EFW at ultrasound (gr) 980 (857 — 1508) 1230 (366 — 1712) 0.372
EFW centile 20 (10-43) 26 (7-64) 0.832
Small for gestational age (EFW< 10th centile), n(%) 5(26.3) 6(27.3) 0.972
Umbilical artery Pl 0.81(0.71-0.98) 0.93 (0.73-1.16) 0.115
Middle cerebral artery Pl 1.81 (1.68-2.31) 1.82 (1.54-2.05) 0.217
Ductus venosus Pl 0.41 (0.31-0.59) 0.39 (0.31-0.53) 0.586
Uterine arteries Pl average 0.85 (0.63-1.10) 0.74 (0.63-0.845) 0.886
Cardiac morpfiometry

Cardiothoracic ratio’ (%) 29.5(25.9-33.3) 29.1 (25.6-33.0) 0.775
Cardiac sphericity index 1.12 (1.07-1.19) 1.15 (1.08-1.22) 0.236
Right atrial area to heart ratio® 0.15 (0.14-0.20) 0.17 (0.14-0.21) 0.234
Right ventricular area to heart ratio 0.20 (0.16-0.22) 0.21 (0.18-0.27) 0.088
Right ventricular sphericity index” 1.61(1.38-1.84) 1.62 (1.34-1.77) 0.411
Right ventricle free wall thickness (mm) 34(32-39 33(28-42) 0.881
Right relative wall thickness* 1.0 (0.92-1.12) 1.05 (0.85 — 1.23) 0.786
Left atrial area to heart ratio® 0.14(0.13 - 0.15) 0.15(0.14 - 0.20) 0.380
Left ventricular area to heart ratio® 0.21(0.16 - 0.25) 0.23 (0.19-0.27) 0.412
Left ventricular sphericity index’ 1.71(1.59-1.79) 1.64 (1.47-1.95) 0.438
Left ventricle free wall thickness (mm) 33(29-45 32(28-38 0.610
Left relative wall thickness” 0.92 (0.76 — 1.11) 0.95 (0.69 — 1.20) 0.635
Septal wall thickness (mm) 4.1(3.8-5.0) 4.1(3.5-49) 0.932
Systolic function

TAPSE 5.9(5.3-6.4) 6.7 (5.4-7.1) 0.197
MAPSE 4.4 (3.6-4.8) 4.4 (3.6-5.2) 0.636
Septal thickening® 0.04 (-0.04-0.17) 0.07 (-0.03-0.14) 0.929
Right fractional change area (FAC)® 37.0 (24.2-43.4) 30.7 (22.8-38.1) 0.715
Left shortening” 0.51 (0.44-0.53) 0.50 (0.42-0.59) 0.448
Isovolumetric contraction time (ICT, %)® 8.6 (7.0-9.6) 8.9 (7.4-10.1) 0.972
Ejection time ET, %)" 39.0(37.6-40.6) 39.0 (37.7-41.6) 0.808
Heart rate (bpm) 144 (139-153) 146 (136-153) 0.856
Pulmonary diameter (mm) 5.8 (5.4-6.8) 6 (4.8-6.5) 0.582
Right stroke volume (ml/contraction/kg)’ 24 (2.0-2.7) 1.6 (1.3-1.8) <0.001
Right cardiac output (ml/min/kg)'® 363 (283-402) 232 (191-271) <0.001
Aortic diameter (mm) 4.5 (4.0-5.2) 4.4 (3.7-5.1) 0.663
Left stroke volume (ml/contraction/kg)® 1.4 (1.0-1.8) 1.0(0.9-1.3) 0.016

Data are presented as number (percenttage) for qualitative variables or median (25™ centile; 75™ centile] for quantitative variables.
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TABLE S8
Fetal echocardiographic results of the PTL/PPROM-IAI group sub-analysis (continued)

Intra-amniotic infection and Sterile intra-amniotic

Variables inflammation (n= 19) inflammation (n= 22) P
Left cardiac output (ml/min/kg)'® 200 (148-263) 143 (113-183) 0.014
Cardiac index (ml/min/kg)'" 564.7 (481.0-601.6) 372.8 (334.8-463.1) <0.001

Diastolic function

Tricuspid E/A ratio 0.72 (0.64-0.76) 0.70 (0.65-0.78) 0.587
Tricuspid inflow time fraction'” 0.39 (0.36 — 0.41) 0.39 (0.37- 0.43) 0.490
Tricuspid A time fraction'® 0.23 (0.22 — 0.24) 0.24 (0.20 — 0.25) 0.983
Mitral E/A ratio 0.70 (0.61-0.77) 0.72 (0.63-0.82) 0.466
Mitral inflow time fraction'” 0.42 (0.39 — 0.46) 0.42 (0.40 — 0.47) 0.959
Mitral A time fraction'® 0. 23 (0.22 — 0.25) 0.22 (0.21 — 0.25) 0.715
Left isovolumic relaxation time (IRT, %)° 12.9 (11.2-14.7) 13.1 (11.7-14.5) 0.950
Combined systolic and diastolic function

MPI index'* 0.54 (0.46-0.65) 0.58 (0.47-0.66) 0.869

GA, gestational age; EFIW, estimated fetal weight; P/, pulsatility index; MP: Myocardial performance index.

' Cardio-thoracic ratio: (cardiac area(cm? Jthoracic area (em3)* WUD sphericities: cardiac, auricular or ventricular longitudinal diameter (mm)/ transverse diameter (mm); ° Areas to heart ratio:
right or left aumcular or ventricular areas (cm?) / cardiac area (cm?); * Relative wall thickness (by M-Mode): (septal wall thickness (mm) -+ right or left free wall thickness (mm})/ right or left cavity
diameter (mm); ® Septal Thickening: {End-systolic septal thickness (mm) — end-diastolic septal thickness (mm))/ End-systolic septal thickness {mm); & FAC: ((End-diastolic right ventricular area
{em?) — End-systolic right ventricular area (cm?) / End-ciastolic right ventricular area (cm2))*100; © Left ventricular shortening fraction (by M-Mode): ((Emd diastolic ventricular diameter (mm) -
End- sysmhn ventricular diameter (mmy) / End-diastolic uenmcularmameler (mm)*100; ® ICT, ET, IRT: (ICT, ET or IRT (ms) / total cycle duration (ms))*100; * Stroke volumes: (Pulmanary or zortic
area (cm?)" pulmonary or aortic VTI cm/contraction))/EFW (Kg); ' Cardla[: outputs index: (Pulmonary or aortic stroke volume {ml/confraction) * heart rate (bpm})) / EFW (Kg); ' Cardiac index:
{Right cardiac output (ml/min) - left cardiac output (ml/min)) / EFW (Kg); '* Diastolic times fraction: iricuspid or mitral inflow or A duration (ms) / total cycle duration (ms); '* MPlindex: (ICT (ms) -+
IRT (ms)) / ET (ms).

=th =t

Data are presented as number (percentage) for qualitative variables or median (25" centile; 75" centile) for quantitative variables.
Murillo. Fetal cardiac remodeling in preterm labor and preterm premature rupture of membranes. Am | Obstet Gynecol 2023,

TABLE S9
Amniotic fluid biomarkers

Intra-amniotic infection and Sterile intra-amniotic

Variables inflammation (n= 19) inflammation (n= 22) p

AF positive NT-proBNP , n (%) 7118 (38.9) 7(31.8) 0.641
AF NT-proBNP (pg/ml) in positive NT-proBNP samples 7450 (1565.5-10570) 3086 (648.6-10300) 0.737
AF Troponin-1 (pg/ml) 1438 (1058.4-2421.3) 1173.8 (927.3-2234.6) 0.945

Data are presented as number (percentage) for qualitative variables or median (25™ centile; 75™ centile) for quantitative variables.
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Resumen del articulo

OBIJETIVO: Evaluar los cambios cerebrales en fetos de pacientes con amenaza de parto
pretérmino (APP) o rotura prematura de membranas (RPM) pretérmino, e investigar la posible

influencia de la inflamacién intraamnidtica como mediador de riesgo.

DISENO DEL ESTUDIO: Estudio de cohortes prospectivo incluyendo pacientes con APP o RPM
pretérimno entre las 23+0 y 34+0 semanas de gestacion con y sin inflamacion intraamnidtica, y
un grupo control sin APP ni RPM pretérmino. El grupo con inflamacidn intraamnidtica incluyo
pacientes con infeccién intra-amnidtica asociada a inflamacidn, y aquellas con inflamacién
intra-amnidtica estéril. Se realizdé una neurosonografia en las primeras 48-72 horas del ingreso
de la APP o la RPM, y a una edad gestacional similar en los controles. También se determinaron
las concentraciones de enolasa neuroespecifica, la proteina SB100 y la proteina acida fibrilar
glial (GFAP) en el liquido amniético de las pacientes con APP o RPM, comparandose con 20

muestras de liquido amniético del Biobanco de pacientes sin APP, RPM ni patologia neuroldgica.

RESULTADOS: Se incluyeron 95 pacientes con APP o RPM pretérmino. De éstas, 41 (28.7%)
presentaban inflamaciéon intraamnidtica y 54 (37.8%) no. 48 (33.6%) fetos se incluyeron en el
grupo control. Los fetos de madres con APP o RPM pretérmino mostraron signos de
remodelacion y lesiéon cerebral. Se evidencié: 1) una reduccion del tamafio cerebelar en
pacientes con inflamacion intraamniética (menor didmetro transcerebelar (p=0.019) y menor
altura del vermis (p=0.041); 2) menor area del cuerpo calloso en pacientes con APP o RPM
(p=0.006); y 3) un retraso en la maduracién cortical a nivel de la cisura de Silvio (p<0.001), y de
la cisura parieto-occipital derecha (p=0.012). Finalmente, en el liquido amnidtico se detectaron
mayores concentraciones de enolasa neuroespecifica (p<0.001), proteina S100B (P<0.001) y
proteina acida fibrilar glial (p=0.002).Todos los cambios fueron mas acentuados en el grupo de

pacientes con inflamacion intraamnidtica.

CONCLUSION: Los fetos de madres con APP o RPM pretérmino presentaron signos prenatales
de remodelacion y lesion cerebral en el momento de la presentacién del cuadro clinico. Estos

cambios fueron mas pronunciados en fetos con inflamacién intraamnidtica.
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Evidence of brain injury in fetuses of mothers with
preterm labor with intact membranes and preterm

premature rupture of membranes

Clara Murillo, MD; Elisenda Eixarch, MD, PhD; Claudia Rueda, MD; Marta Larroya, MD; David Boada, MD; Laia Grau, MD;
Julia Ponce, MD; Victoria Aldecoa, MD, PhD; Elena Monterde, MD; Silvia Ferrero, MD, PhD; Vicente Andreu-Fernandez, PhD;
Gemma Arca, MD, PhD; Laura Oleaga, MD, PhD; Olga Ros, BSc; Maria Pilar Hernandez, BSc; Eduard Gratacés, MD, PhD;

Montse Palacio, MD, PhD; Teresa Cobo, MD, PhD

BACKGROUND: Brain injury and peor neurodevelopment have been
consistently reported in infants and adults born before term. These
changes occur, at least in part, prenatally and are associated with intra-
amniotic inflammation. The pattern of brain changes has been partially
documented by magnetic resonance imaging but not by neurosonography
along with amniotic fluid brain injury biomarkers.

OBJECTIVE: This study aimed to evaluate the prenatal features of brain
remodeling and injury in fetuses from patients with preterm labor with intact
membranes or preterm premature rupture of membranes and to investigate
the potential influence of infra-amniotic inflammation as a risk mediator.
STUDY DESIGN: In this prospective cohort study, fetal brain remod-
eling and injury were evaluated using neurosonography and amniocen-
tesis in singleton pregnant patients with preterm labor with intact
membranes or preterm premature rupture of membranes between 24.0
and 34.0 weeks of gestation, with (n=41) and without (n=>54) intra-
amniotic inflammation. The controls for neurosonography were outpa-
tient pregnant patients without preterm labor or preterm premature
rupture of membranes matched 2:1 by gestational age at ultrasound.
Amniotic fluid controls were patients with an amniocentesis performed for
indications other than preterm labor or preterm premature rupture of
membranes without brain or genetic defects whose amniotic fluid was
collected in our biobank for research purposes matched by gestational age
at amniocentesis. The group with intra-amniotic inflammation included
those with intra-amnictic infection (microbial invasion of the amniotic
cavity and intra-amniotic inflammation) and those with sterile inflamma-
tion. Microbial invasion of the amniotic cavity was defined as a positive
amniotic fluid culture and/or positive 16S ribosomal RNA gene. Inflam-
mation was defined by amniotic fluid interleukin 6 concentrations of
>13.4 ng/mL in preterm labor and >1.43 ng/mL in preterm premature
rupture of membranes. Neurosonography included the evaluation of brain
structure biometric parameters and cortical development. Neuron-specific
enolase, protein S100B, and glial fibrillary acidic protein were selected as
amniotic fluid brain injury biomarkers. Data were adjusted for cephalic
biometrics, fetal growth percentile, fetal sex, noncephalic presentation,
and preterm premature rupture of membranes at admission.
RESULTS: Fetuses from mothers with preterm labor with intact membranes
or preterm premature rupture of membranes showed signs of brain remodeling
and injury. First, they had a smaller cerebellum. Thus, in the intra-amnictic

inflammation, non—intra-amniotic inflammation, and control groups, the
transcerebellar diameter measurements were 32.7 mm (interquartile range,
29.8—37.6), 35.3 mm (interquartile range, 31.2—39.6), and 35.0 mm
(interquartile range, 31.3—38.3), respectively (P=.019), and the vermian
height measurements were 16.9 mm (interquartile range, 15.5—19.6), 17.2
mm (interquartile range, 16.0—18.9), and 17.1 mm (interquartile range,
15.7—19.0), respectively (P=.041). Second, they presented a lower corpus
callosum area (0.72 mm? [interquartile range, 0.59—0.81], 0.71 mm?
[interquartile range, 0.63—0.82], and 0.78 mm? [interquartile range,
0.71—0.91], respectively; P=.006). Third, they showed delayed cortical
maturation (the Sylvian fissure depth—to—biparietal diameter ratios were 0.14
[interquartile range, 0.12—0.16], 0.14 [interquartile range, 0.13—0.16], and
0.16 [interquartile range, 0.15—0.17], respectively [P<.001], and the right
parieto-occipital sulci depth ratios were 0,09 [interquartile range, 0.07—0.12],
0.11 [interquartile range, 0.09—0.14], and 0.11 [interquartile range,
0.09—0.14], respectively [P=.012)). Finally, regarding amnictic fluid brain
injury biomarkers, fetuses from mothers with preterm labor with intact
membranes or preterm premature rupture of membranes had higher con-
centrations of neuron-specific enolase (11,804.6 pg/mL [interquartile range,
6213.4—21,098.8], 8397.7 pg/mL [interquartile range, 3682.1—17,398.3],
and 23937 pg/mL [interquartile range, 1717.1—3209.3], respectively;
P<.001), protein S100B (2030.6 pg/mL [Interquartile range, 993.0—4883.5],
1070.3 pg/mL [interquartile range, 365.1—1463.2], and 74.8 pg/mL [inter-
quartile range, 44.7—93.7], respectively; P<..001), and glial fibrillary acidic
protein (1.01 ng/mL [interquartile range, 0.54—3.88], 0.965 ng/mL [inter-
quartie range, 0.59—2.07], and 024 mg/mL [interquartie range,
0.20—0.28], respectively, P=.002).

CONCLUSION: Fetuses with preterm labor with intact membranes or
preterm premature rupture of membranes had prenatal signs of brain
remodeling and injury at the time of clinical presentation. These changes
were more pronounced in fetuses with intra-amniotic inflammation.

Key words: amniocentesis, biomarkers, cerebellum, corpus callosum,
cortical maturation, fetal brain, glial fibrillary acidic protein, intra-amniotic
inflammation, microbial invasion of the amniotic cavity, neuron-specific
enolase, neurosonography, preterm labor with intact membranes, preterm
premature rupture of membranes, protein $100B, spontaneous preterm
delivery
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Why was this study conducted?

amniotic inflammation (TAI).

Key findings

cases.

This study aimed to evaluate the prenatal features of brain remodeling and injury
associated with spontaneous preterm delivery and the potential influence of intra-

Our study found that fetuses from mothers with preterm labor (PTL) with intact
membranes or preterm premature rupture of membranes had sonographic signs
of brain remodeling, even in the absence of IAL Thus, the fetuses had a smaller
cerebellum, lower corpus callosum area, and decreased Sylvian fissure depth.
Interestingly, these fetuses presented signs of brain injury with high concentra-
tions of gray and white brain damage biomarkers, such as amniotic fluid neuron-
specific enolase, amniotic fluid protein $100B, and amniotic fluid glial fibrillary
acidic protein. All changes were particularly prominent in fetuses exposed to IAI

What does this add to what is known?

Our study provides evidence of the existence of fetal brain remodeling and injury
in fetuses from mothers with PTL with intact membranes or preterm premature
rupture of membranes and the causal role of TAI as a mediator of risk in these

Introduction

Spontaneous preterm delivery is associ-
ated with brain injury and remodeling in
the offspring. Children and adults born
prematurely have an increased incidence
of cerebral palsy, impaired neuro-
development, speech and audiovisual
dysfunctions, and psychiatric disorders,
together with altered postnatal brain
imaging, including changes in several
relevant brain structures and cortical
folding delay (lower gyrification index
and cortical surface area compared with
term controls, diffuse white matter glio-
sis, neuronal-axonal injury of the white
and gray matter, periventricular leuko-
malacia, and periventricular hemor-
rhagic infarction).' ™ Several lines of
evidence support that brain injury in
preterm infants occurred, at least in part,
prenatally. First, children of mothers
complicated with preterm labor (PTL)
with intact membranes have poorer
neurodevelopment,  regardless  of
whether delivery was before term or
not."” Second, magnetic resonance im-
aging (MRI) studies™ in fetuses from
pregnancies who later delivered preterm
show a reduction in cortical and extra
cerebral spinal fluid volumes® and
neuronal connectivity in the left

hemisphere prelanguage region.” Third,
amniotic fluid markers of brain injury,
specifically  neuron-specific  enolase
(NSE) and protein S100B, are elevated in
women with PTL.*® Finally, intra-
amniotic inflammation (IAI) is a risk
factor for worse neurodevelopmental
outcomes'’ and cerebral palsy at 3
years."' The role of TAI in the genesis of
fetal brain damage has been further
supported by animal studies.'* '

The pattern of prenatal brain injury in
PTL and intact membranes and preterm
premature rupture of membranes
(PPROM) has been partially docu-
mented with MRI in 2 previous
studies,”” but there is no study evalu-
ating the fetal brain by ultrasound (US).
Neurosonography allows a  highly
detailed evaluation and measurement of
fetal brain structures and cortical
development'” ' and is more accessible
to the clinical setting than MRI. In
addition, no previous study has com-
bined the use of fetal brain imaging with
biomarkers of brain damage in the am-
niotic fluid. This could add further in-
formation to document prenatal brain
injury and support the prognostic value
of brain imaging changes and their
relationship with TAL

1.2 American Journal of Obstetrics & Gynecology MONTH 2024

This study aimed to comprehensively
investigate the pattern of signs suggest-
ing fetal brain injury and remodeling
associated with spontaneous preterm
delivery and their association with IAIL
Moreover, we prospectively evaluated
neurosonography and amniotic fluid
brain injury biomarkers in fetuses from
pregnancies with PTL with intact mem-
branes and PPROM, with and without
1AL uncomplicated
pregnancies.

and  from

Material and Methods

Study design and population

This was an observational prospective
cohort study that included consecutive
singleton pregnant patients complicated
with PTL with intact membranes or
PPROM between 23 0/7 to 34 0/7 weeks
of gestation at BCNatal (Hospital Clinic
de Barcelona and Hospital Sant Joan de
Déu, Barcelona, Spain) from 2018 to
2021. As part of the local clinical proto-
col, patients with singleton pregnancies
admitted with PTL with intact mem-
branes or PPROM below 34 weeks of
gestation were offered amniocentesis to
rule in or rule out IAL Eligible cases were
patients who underwent amniocentesis
at admission. In addition, a group of
outpatient singleton pregnant patients
not diagnosed with PTL with intact
membranes or PPROM in the second
and third trimesters of pregnancy from
US screening were recruited as the con-
trol group, matched 2:1 by gestational
age with the PTL with intact membranes
or PPROM cases at study US.

Of note, 3 groups of fetuses were
compared: those of mothers admitted
for PTL with intact membranes or
PPROM with IAI (IAI group), those of
mothers with PTL with intact mem-
branes or PPROM without IAI (non-I1AIL
group), and the previously described
control group.

In addition, we performed a sub-
analysis of the TAI group. Thus, the TAI
group was divided according to the
presence or absence of microbial inva-
sion of the amniotic cavity into sub-
groups with intra-amniotic infection
(both present) and with sterile IAI (just
IAI present).
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Amniocentesis to rule out TAT was not
performed in the control group because
there was no clinical indication for this
purpose. Alternatively, to compare am-
niotic fluid brain damage biomarkers, 20
amniotic fluid samples from our Fun-
dacié de Recerca Clinica Barcelona -
Instituto de Investigaciones Biomédicas
August Pi i Sunyer biobank collected for
indications other than PTL with intact
membranes or PPROM or brain or ge-
netic pathology were selected (biobank
amniotic fluid samples). Amniocenteses
were performed in the second or third
trimester of pregnancy.

Exclusion criteria

The exclusion criteria were delivery
before fetal neurosonography, maternal
age <18 years, multiple pregnancies,
clinical chorioamnionitis™ at admission,
major fetal structural malformations or
chromosomal anomalies, or PTL with
intact membranes or PPROM cases
without amniocentesis at admission.

Definitions
PTL with intact membranes was defined
as regular uterine contractions with a
cervical length up to the 5th percentile*'
by transvaginal US. All patients had
intact membranes. We only evaluated
cervical changes by digital examination
on suspicion of imminent delivery.
PPROM was diagnosed as leakage of
amniotic fluid confirmed by a positive
alpha 1 microglobulin protein test.
Inflammation was defined by the
presence of high levels of amniotic fluid
interleukin 6 (IL-6) measured using the
enzyme-linked immunoassay (DIA-
source  ImmunoAssays,  Ottignies-
Louvain-la-Neuve, Belgium), with 1.43
ng/mL being the cutoff for PPROM
cases™ and 13.4 ng/mL being the cutoff
for PTL with intact membranes cases™
as previously reported by our group.
The minimum detectable level of IL-6
was 0.2 ng/mL. The coefficients of vari-
ation were 6.23% for a mean concen-
tration of 123.3 pg/mL and 5.18% for a
mean concentration of 317.4 pg/mL.
Microbial invasion of the amniotic
cavity was defined as a positive amniotic
fluid culture for genital mycoplasma
(Mycoplasma IST 2, bioMérieux for

Ureaplasma spp. or Mycoplasma hominis),
aerobic (chocolate agar), and anaerobic
bacteria (Schaedler agar for anaerobes and
thioglycolate broth). In addition, it was
diagnosed based on specific polymerase
chain reaction amplification of the 168 ri-
bosomal RNA gene using the primers: 5’-
AGAGTT TGATCCTGG CTC AG-3" and
5’-GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATat-3’
followed by Sanger sequencing. Sequences
were identified using the BLAST algorithm
of the National Center for Biotechnology
Information database, with a minimum
sequence identity of 98%.

Gestational age was calculated ac-
cording to first-trimester crown-rump
length.**

Clinical management of preterm
premature/preterm premature
rupture of membranes

Of note, 2 intramuscular administra-
tions of betamethasone 12 mg given 24
hours apart were administered for fetal
lung maturation until 34 6/7 weeks of
gestation. If there was no clinical
contraindication, tocolysis (nifedipine
or atosiban) was administered during
steroid administration. We only admin-
istered broad-spectrum antibiotics to
patients with PPROM, amniotic fluid
glucose concentrations of <5 mg/dL,
with microorganisms identified using
Gram staining, positive amniotic fluid
cultures, intrapartum group B strepto-
coccus prophylaxis, and to patients with
clinical chorioamnionitis. From 2018 to
2019, patients with high suspicion of
microbial invasion of the amniotic cavity
received parenteral ampicillin 1 g per 6
hours and gentamicin 80 mg per 8 hours
and a single dose of oral azithromycin 1
g. Beyond 2019, our local protocol
substituted this antibiotic combination
with parenteral ceftriaxone 1 g per 12
hours and ampicillin 2 g per 6 hours and
oral clarithromycin 500 mg per 8 hours.
Antibiotic treatment was discontinued
when the amniotic fluid cultures were
negative. In women diagnosed with mi-
crobial invasion of the amniotic cavity
who remained pregnant after microbio-
logical results, we individualized the
antiblotic treatment according to the
microorganism isolated until 7 to 10
days. We changed to parenteral

piperacillin-tazobactam 4 g per 6 hours
when clinical chorioamnionitis was
suspected. Labor induction was consid-
ered only if clinical chorioamnionitis
occurred or after 34 weeks of gestation in
women with microbial invasion of the
amniotic cavity.

Fetal ultrasound and
neurosonography assessment
Vaginal and abdominal fetal USs and
neurosonographies were performed in
the first 24 to 72 hours after amniocen-
tesis in the group with PTL with intact
membranes or PPROM and at similar
gestational age in the control group. US
was performed using Voluson ELO
Expert and Voluson S8 US devices
equipped with a 5 to 9 MHz transvaginal
transducer (GE Medical Systems, Zipf,
Australia). The measurements were
performed by 2 experienced examiners
(C.M. and E.E.) who were blinded to
amniotic fluid IL-6 concentrations and
culture results at the time the US was
performed.

The study US protocol included the
assessment of estimated fetal weight
(EFW),!‘ conventional  fetoplacental
Doppler and complete 2-dimensional
neurosonography following a strict stan-
dardized methodology' '™ and accord-
ing to the protocol of our institution.””

Cephalic biometrics included biparietal
diameter (BPD), occipitofrontal diameter
(OFD), head circumference, and cephalic
index (calculated by dividing BPD by
OFD x 100). Brain structure measure-
ments included transcerebellar diameter™;
cerebellar vermian measurements (ante-
roposterior [AP] diameter and height)™;
AP pontine diameter’”; insular depth ratio
(defined as insular depth/BPD)'; right
and left, anterior and posterior horns of the
lateral ventricles”™™"; third ventricle™;
fourth ventricle width and height'”; cavum
of the septum pellucidum width™*; cisterna
magna:“; and craniocortical and sinocort-
ical subarachnoid width.”” These mea-
surements are illustrated in Figure 1.

Regarding cortical development, the
depths of the Sylvian fissure and parieto-
occipital, calcarine, and cingulate sulcus
were measured according to previous
studies.'®***” Furthermore, the Sylvian
fissure  and the parieto-occipital,
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FIGURE 1
Comprehensive evaluation of fetal brain development
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FIGURE 2

Corpus callosum area and Witelson subdivision

The image shows the rostrum (A), genu (B), rostral body (C), anterior midbody (D), posterior midbody (E), isthmus (F), and splenium (G).

Murillo. Antenatal brain injury in fetuses presenting with preterm labor with intact b
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calcarine, and cingulate sulci were eval-
uated and graded from 0 to 5 according
to a previous publication by Pistorius
etal®™ (Figure 1).

Assessment of the corpus callosum
included the maximum length and body
thickness.”” Midsagittal DICOM images
were processed using an in-house
MATLAB tool (2009; MathWorks,

Natick, MA)*‘l for total corpus callosum
area and Witelson subdivision evalua-
tion. The total corpus callosum area was
delineated through cursor-guided free-
hand traces as the region was limited
superiorly by the hyperechoic sulcus of
the corpus callosum and inferiorly by the
cavum septi pellucidi and cavum vergae.
The corpus callosum was automatically

subdivided into the 7 areas described by
Witelson,"' including the rostrum, genu,
rostral body, anterior midbody, poste-
rior midbody, isthmus, and splenium
areas (Figure 2). Delineation was per-
formed twice in each case, and the mean
value was used for further analyses.

The Wiltelson regions represent white
matter tracts from different brain

FIGURE 3
Flowchart of the study population

116 singleton elegible pregnancies with PTL/PPROM with amniocentesis
to rule in out intra-amniotic infection and/or inflammation

55 pregnant women without PTL or PPROM
accepted to participate and were included

\- ‘ 9 (7.7%) Declined to participate
! {

[ Signed written consent and were included ]

\ ‘ 9 (7.7%) delivered before ultrasound performance |

4

'3 ™

7 (12.7%) were

censored from March
2020 to September
2020 due to SARS-

| COV2pandemia. )

[ Ultrasound performance J [ Ultrasound performance ]
_\, ‘ 2 (1.7%) diagnosed of chromosomal aneuploidy
_1(0.8%) diagnosed for aortic stenosis
y 1
[ 95 (81.9%) finally included ] [ 48 (87.3%) in the Control group ]

!

41/95 (43.2%) with intra-amniotic
infection and/or inflammation

54/95 (56.8 %) without intra-amniotic infection

}

or inflammation

PPROM, preterm premature rupture of membranes; PTL, preterm labor.

Abbreviations: PTL: Preterm labor;
PPROM: Preterm premature rupture of membranes.
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TABLE 1
Baseline, fetal, and perinatal characteristics of the study population
Group 1: 1Al Group 2: non-1Al Group 3: control Pyalue Pvalue Pvalue

Variables (n=41) (n=54) (n=48) 1(1vs2) 2(1vs3) 3(2vs3)
Maternal age (y) 33.5(30.2-37.5) 33.1(28.8-34.9) 33.6{30.3-36.9) A5 .63 .08
Body mass index (kg/m?) 23.0 (20.2—27.8) 225 (20.3—26.8) 21.8(20.8—27.1) a0 78 67
Race

White 29/38 (76.3) 37/50 (74.0) 41 (85.4) 36 34 M

Maghrebi 3/38 (7.9) 0(0) 121

Hispanic 4/38 (10.5) 6/50 (12.0) 6 (12.5)

Asian 1/38 (2.6) 4/50 (8.0) 0(0)

Other 1/38 (2.6) 3/50 (6.0) 0{0)
Maternal smoking 2/39(5.1) 7(13.0 5/47 (10.6) .30 45 72
Nulliparity 19 (46.3) 34152 (B5.4) 27 (56.3) 07 35 35
Assisted reproductive technigue 3/34 (8.8) 4146 (8.7) 6/48 (12.5) 1.00 i3 74
Preterm |abor at admission (n=61) 13/61 (21.0) 48/61 (79.0) —_ <.001 -_ _
PPROM at admission (1=34) 28/34 (82.0) 6/34 (18.0) — <.001 — =
Gestational age at amniocentesis (wk) 28.9 (26.0-3.0) 27.7 (26.0—-30.7) 29.4 (27.0-30.9) 37 .26 71
Days from inclusion to delivery 11 (6—17) 57 (33—74) 72 (59—81) <.001 <.001 <.001
Neonatal sex (male) 26 (63.4) 32 (59.3) 22 (45.8) 68 10 18
Gestational age at delivery (wk) 311 (27.7-324) 37.4 (34.3—-39.3) 39.6 (38.9—-40.3) <.001 <001 <.001
Birthweight (g) 1557 (1080—2166) 2600 (2010—3110) 3270 {3000—3510) <.001 <.001 <.001
Birthweight percentile 20.5 (5.5-47.0) 32.0 (9.0-59.0) 48.0 (19.0-76.0) 30 002 04
Clinical chorioamnianitis at delivery T{17.1) 3 (5.6) 00 12 004 09
Histologic funisitis or charioamnionitis

Acute choricamnionitis without funisitis 12(29.3) 4/26 (15.4) 1/20 (5.0) 02 <.001 017

Acute chorioamnionitis with funisitis 19 (48.3) 7/26 (26.9) 2/20 (10.0) —_ - _
Cesarean delivery 18 (43.9) 10 (18.5) 11(229) 02 04 81
Induction of labor 7(7.1) 9(16.7) 27 (56.3) 84 <.001 <.001
Noncephalic presentation 14 (34.1) 3(5.6) 3(6.3) 001 1.00 .001
Apgar score of <7 at 5 min 3/37 (8.1) 0743 (0) 0/45 (0) 10 09 N/A
pH umbilical artery 7.27 (7.18-7.34) 7.24 (7.18-7.30) 7.21 (7.15-7.27) 38 12 55
Maurillo, Amtenatal brain infury in feiuses preseuting with preterm labor with intact membranes or prererm prematire rupture of membranes. Am ] Obster Gynecol 2024, (eontinued)
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Pvalue

3(2vs 3

<.001
.08

2(1vs3)

Pvalue
<.001
<.001

1(1vs2)
.001

FPvalue
<.001

Group 3: control

(n=48)
0146 (0)
0/46 (0)

—54)
3/45 (6.7)

Group 2: non-lAl

(n
11/45 (24.4)

41)

14/38 (36.8)
Data are presented as median (interquartile range) for quantitative variables or number/total number (percentage) or number (percentage) for qualitative variables, unless otherwise indicated.

Group 1: IAl
26/38 (68.4)

(n
g with preterm labor with intact mentbranes or pretermn premature rupture of membranes. Am ] Obstet Gynecol 2024,

not available.

 Major complications defined by the presence of bronchopulmonary dysplasia, necrotizing enterocolitis, intraventricular hemorrhage, periventricular leukomalacia, retinopathy, or early-onset sepsis.

Baseline, fetal, and perinatal characteristics of the study population (continued)

Neonatal intensive care unit admission
Major neonatal morbidity® or mortality
Murillo. Antenatal brain injury in fetuses pres

1Al intra-amniotic inflammation; AVA,

TABLE 1
Variables

regions. Thus, the rostrum corresponds
to the caudal or orbital prefrontal and
inferior premotor regions, the genus
corresponds to the prefrontal region, the
rostral body corresponds to the pre-
motor and supplementary motor re-
gions, the anterior midbody corresponds
to the motor region, the posterior mid-
body corresponds to the somesthetic and
posterior parietal regions, the isthmus
corresponds to the superior temporal
and posterior parietal regions, and the
splenium corresponds to the occipital
and inferior temporal regions.

Amniotic fluid brain injury
biomarkers (neuron-specific
enolase, protein S100B, and glial
fibrillary acidic protein) using
multiplex immunoassay (Luminex
technology) analysis

A total of 500 uL of amniotic fluid was
collected immediately after amniocen-
tesis and frozen at —80°C. All samples
were thawed and immediately centri-
fuged at 16,000 x g for 4 minutes before
use or dilution. Total protein concen-
trations were evaluated using the Pierce
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA; reference
number: 23225) to estimate the appro-
priate dilution factor for the Luminex
assays. Samples were analyzed in dupli-
cate and diluted as follows: 1/1 and 1/2
for glial fibrillary acidic protein (GFAP)
and with a 1/5 and 1/10 dilution factor
for protein S100B and NSE.

The GEAP DuoSet assay (DY2594-05)
was used to detect GFAP, and the Mag-
netic Luminex Human Discovery assay
(LXSAHM-04) was employed to detect
protein S100B and NSE. All commercial
kits were manufactured by R&D Systems
(Minneapolis, MN). This technology is
based on magnetic bead sets labeled with
specific concentrations of fluorescent
dyes, resulting in more than 300 differ-
entiated colored bead sets. The bead
mixture is incubated with the samples,
and the median fluorescence intensities
are detected on a Luminex device. The
LX100 (LX10010187403) device and
XPonent software were used for 96-well
MagPlex analyses with a minimum
threshold of 50 events. Of note, 7 stan-
dards with a 1/3 dilution factor were used

to perform the calibration curve from a
stock solution of 13,270 pg/mL for pro-
tein S100B, 90,990 pg/mL for NSE, and
20 ng/mL for GFAP. The lower limit of
GFAP detection was 0.3 ng/mL. All pro-
cedures were performed following the
manufacturer’s instructions.

Statistical analysis

Encoded information was processed us-
ing an Access database. Qualitative var-
iables were described in tables as
absolute frequency and relative per-
centage, and quantitative variables were
described in tables as median and inter-
quartile range.

The Shapiro-Wilk test was initially
used to assess continuous data for
normality. For the baseline, fetal, peri-
natal, and admission characteristics of
the study population, univariate analysis
was performed using the chi-square or
Fisher exact test for comparison of
qualitative variables. For quantitative
variables, the Student ¢ test was used for
independent samples, assuming a
normal distribution, except for the sub-
analysis within the group exposed to 1AI
(microbial invasion of the amniotic
cavity vs “sterile” inflammation), for
which a nonparametric test was applied
(Mann-Whitney U test). In this last
subanalysis, normal distribution was
evaluated using the Shapiro-Wilk test,
and homoskedasticity was evaluated us-
ing the Levene test. The Wilcoxon W test
was applied for variables with a non-
normal distribution.

Regarding sonographic and amniotic
fluid biomarker analysis, multivariate
analysis was performed using multiple
linear regression (continuous variables)
or logistic regression (categorical vari-
ables), controlling for possible con-
founding factors, which were cephalic
biometrics, fetal sex, fetal weight
percentile, noncephalic presentation,
and PPROM at admission for the US
evaluation and fetal weight percentile,
fetal sex, gestational age at amniocen-
tesis, and PPROM at admission for the
amniotic fluid biomarkers. In addition, a
linearity trend analysis was performed in
the 3 groups.

Finally, we performed the Pearson
correlation to evaluate the correlation

MONTH 2024 American Journal of Obstetrics & Gynecology 1.67
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TABLE 2

Clinical, ultrasound, and biochemical comparisons according to the presence of intra-amniotic infection and/or
inflammation in women with preterm labor and preterm premature rupture of membranes

JAl, intra-ammiotic inflammation

Variables Group 1: 1Al (n=41) Group 2: non-lAl (n=54) P value
Preterm premature rupture membranes at admission 28 (68.3) 6(11.1) <.001
C-reactive protein (mg/L) 1.06 (0.56—2.20) 0.51 (0.28—1.06) .02
White cell count (x10%/L) 11,300 (8670—14,490) 11,235 (9470—13,900) .39
Neutrophils (%) 81 (74—89) 78 (73—84) 76
Cervical length (mm) 20.5(12.0-31.5) 13.0 (10.0—18.0) <.001
Amniotic fluid glucose (mg/dL) 22 (11-35) 41 (31-52) <.001
Amniotic fluid interleukin 6 concentration (pg/mL) 32,090.0 (7111.3—73,038.3) 1171.5 (728.5—1918.8) <.001
Positive amniotic fluid culture 19 (46.3) 0(0) <.001
Latency from admission to ultrasound (d) 2 (1-3) 2{1-2) 10

Data are presented as number (percentage) for qualitative variables or median finterquartile range} for quantitative variables, unless otherwise indicated.

Murillo. Antenatal brain injury in fetuses presenting with preterm labor with intact membranes or preterm premature rupture of membranes. Am J Obstet Gynecol 2024.

between amniotic fluid TL-6 concentra-
tions and brain structures among
groups.

The data were analyzed using Stata for
MAC (version 15.1; StataCorp LP, Col-
lege Station, TX). For statistical analysis,
P values of <.05 were considered statis-
tically significant.

Ethics

The research ethics committees of the
Hospital Clinic de Barcelona and Hos-
pital Sant Joan de Déu reviewed and
approved the study (identification
numbers: HCB/2018/0567 and PIC 150-
19, respectively), and all participants
were informed and provided signed
written consent.

Results

During the study period (2018—2021),
154 patients were admitted with a diag-
nosis of PTL with intact membranes or
PPROM at <34 weeks of gestation.
Among these, 116 were eligible for the
study, and 95 were finally included
(Figure 3). Approximately 80% of pa-
tients with PTL with intact membranes
or PPROM were included in other
noninterventional studies.’>**

Of the overall population, 34 patients
had PPROM, 61 had PTL with intact
membranes, and 48 were controls.
Among the patients with PPROM and
PTL with intact membranes, 41 had 1Al

(28/41 and 13/41, respectively). There
was no difference in maternal charac-
teristics (Table 1). All patients with mi-
crobial invasion of the amniotic cavity
had IAL

Table 2 shows clinical, US, and
biochemical comparisons according to
the presence of IAI in PTL with intact
membranes or PPROM groups. Of
note, 20% of the total amniotic fluid
cultures or 16S rRNAs were positive.
Moreover, the microorganisms isolated
are shown in Supplemental Table 1.
Antenatal corticosteroids were admin-
istered to 100% of patients with PTL
with intact membranes or PPROM and
to 0% of the patients in the control
group. Thus, adjustment for this
parameter was not required. Moreover,
57% of the patients diagnosed with PTL
with intact membranes finally delivered
at term.

Regarding fetal US, gestational ages at
US were similar among the groups.
However, we found a lower EFW
percentile and a higher percentage of
fetuses under the 10th percentile in the
IAl group without fetal-placental
Doppler differences (Table 3).

Supplemental Table 2 shows the
gestational age and indication for
amniocentesis in the Biobank group
selected to compare amniotic fluid bio-
markers. All genetic and infectious
studies performed on these samples were

1.e8 American Journal of Obstetrics & Gynecology MONTH 2024

normal, and healthy offspring were
confirmed in all cases.

Fetal brain in fetuses with intra-
amniotic inflammation

The transcerebellar diameter and cere-
bellar vermian height were lower in fe-
tuses with TAI than in those in the
control group, whereas the insular depth
ratio and fourth ventricular width were
higher in fetuses with TAI than in those
in the control group (Table 3).

Regarding cortical development, Syl-
vian and right parieto-occipital depth
ratios were lower in fetuses with IAI than
in those in the control group (Table 4).

The corpus callosum total area and
Witelson subregions 3, 5, and 6 (rostral
body, posterior midbody, and isthmus
areas) were smaller (Table 4 and
Figure 4) in fetuses with 1Al than in
those in the control group.

Amniotic fluid NSE and protein
S100B concentrations were significantly
higher in the IAI group. GFAP was
detected in 68.3% of fetuses with IAl and
in only 30.0% of fetuses in the control
group (Table 5 and Figure 5).

Subanalysis: intra-amniotic
infection vs sterile intra-amniotic
inflammation

Fetuses with sterile IAl had similar
perinatal outcomes compared with those
with intra-amniotic infection (Sup
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TABLE 3

Fetal ultrasonographic comparison: fetal-placental and intracranial structures and cephalic biometrics

Falue 4

Group 1: 1Al Group 2: non-1Al Group 3: Pvalue1 Pvalue2 Pvalue3 (linearity trend
Variables (n=41) {n=54) control (n=48) (1vs2) (1vs3) (2vs3)  among the 3 groups)
Fetal-placental parameters
Gestational age at ultrasound (wk) 27.9(28.7-31.1) 296 (27.0-31.2) 29.4 (26.6—31.3) .38 .48 90 46
Estimated fetal weight at ultrasound (g) 1150.0 (864.0—1547.0) 1362.5 (1066.5—1741.5) 1380.5 (10BB.0—1705.0) .14 12 87 .09
Estimated fetal weight percentile 23.0 (8.5-60.5) 53.5 (22.5—70.0) 58.5 (27.5—75.0) o .002 55 004
Small for gestational age (estimated fetal 11 (26.8) 7(13.0) 4(8.3) .09 .02 A5 .02
weight<10th percentile)
Umbilical artery pulsatility index 0.92 (0.72—1.09) 0.99 (0.84—1.11) 1.03 (0.82—1.17) .21 g 60 .08
Middle cerebral artery pulsatility index 1.82 (1.56-2.12) 1.76 (1.59—2.05) 200 (1.71-2.28) .17 89 14 30
Ductus venosus pulsatility index 0.41 (0.31-0.54) 0.46 (0.34—0.57) 1.93 (1.65—-2.43) 21 ! .80 24
Uterine arteries pulsatility index average 0.76 (0.63—0.96) 0.78 (0.64—0.95) 0.72 (0.64—0.89) 1 .62 .08 31
Cephalic biometrics
Biparietal diameter (mm) 69.5 (62.5—75.0) 74.0 (68.0—78.0) 74.0 (68.0—79.0) 14 S| 91 03
Occipitofrontal diameter (mm) 89.0 (82.5-98.0) 94.0 (87.0—100.0) 96.5 (89.0—102.0) .21 .03 61 .007
Head circumference (mm) 253.0 (235.0—276.5) 268.0 (248.0-287.0) 273.5 (248.5—-288.5) .15 10 .86 .02
Cephalic index (%) 76.8 (73.8—79.1) 781 (75.6—80.6) 772 (74.5—78.8) 46 33 A7 93
Intracranial structures
Transcerebellar diameter (mm) 32.7 (29.8-37.6) 35.3 (31.2-39.6) 35.0 (31.3-38.3) 09 02 19 37
Cerebellar vermis anteroposterior diameter (mm) 14.60 (13.30—17.50) 15.05 (12.95—16.75) 15.40 (13.80—16.20) 13 81 20 .89
Cerebellar vermian height (mm) 16.9 (15.5—19.6) 17.2 (16.0-18.9) 17.1 (15.7-19.0) 04 .04 .84 .93
Pontine anteroposterior diameter (mmj) 10.2 (3.3—11.3) 109 (9.8—11.9) 10.4 (9.6—11.8) 83 .26 A4 66
Insular depth ratio® 0.33 (0.32—0.34) 0.32 (0.31—0.34) 0.32 (0.30—0.32) 18 001 .06 <.001
Right anterior horn of the lateral ventricle {mm) 1.7 (1.1=2.0) 1.7 (1.1=2.0) 1.5(1.2-2.0) 68 99 85 A7
Left anterior horn of the lateral ventricle (mm) 1.85 (1.25—2.42) 1.60 (1.30—2.20) 1.50 (1.25—1.95) .94 .67 46 33
Right posteriar horn of the lateral ventricle (mm) 4.60 (4.00—5.40) 5.05 (4.05—6.70) 4.50 (3.80—5.70) .09 21 58 a1
Left posterior horn of the lateral ventricle (mm) 4.75 (4.00—5.50) 5.10 (4.15—6.70) 4.45 (3.60—5.70) .28 92 30 50
Third ventricle (mm) 0.90 (0.60—1.30) 1.00 (0.80—1.20) 1.00 (0.80—1.20) 4 84 61 22
Fourth ventricle height (mm) 2.80 (2.40—3.60) 3.25 (2.60—4.00) 2.80 (2.40—3.10) 04 18 A1 16
Fourth ventricle width (mm) 4.00 (2.80—4.50) 3.65 (3.00—4.10) 3.10 (2.60—3.50) .02 <.001 .04 004

Maarillo. Anstenatal brain injuey in fetuses presenting witl preterm labor swith intact mebranas or preerm prewatire rupture of inewibranes, Am ] Ohstet Gynecol 2024

(eontinued)

o
m
]
4
m
o
z
o
]

116



Original Research oBsTETRICS

ajog.org

g o ow
%) =+ £
=1 e
=] m
= o2
23 -
B ZE
- =2 =5
25 c =S
) g5
552 23
= ™M 0w o W 28
Spgls o = g =2
ULE s oS
M5
=8
=2 B
& =3
= z8
© v =&
>~lw o © o 2F
C Y Rl SR =
8
b
2
N &
o~ e
) g3
Bel|le @ @ o 22
S8IS = & 9 5§
= i
=, E=
=]
2 s
— é,g
s& =t
T Be g8
€ R o =9 .
= =
£ L. ~ Eg 3
S R =
S = E =
2 ® H
(] &8 & 8 &7 5
;E R © & @ 58 =
W@ MmN 58 =
=0 =
E &ld|d sl g S
= WIS 22 |8 2 =
= o o @ g
= __:-——-——-——:—ag I
= &S| v =@ o £2 b
= aBPl=|h IR a8 E
< S5|w v oo g3 H
= = g =
o =S =g s
By ©°© £3 2
o EE B
= ER ®
B £ ¥
Z e §
= 5 5 5 8 £E5 £
@ o= I (o) B E
d._? . S|~ e gs §
= = 1 {1 | | £E £l
- v ololola|8§% E
o S |@e 8 ® @ zg £
E g | w o £5 z
- = =
w o QW W o EF B
= aT|B S ® @ =3 £
[} SW|w | o N~ 25 B
‘= ol E=m) =
= 2 5L &
© S E =8 ©
= R 5
o =8 g
« 5 s
58 5
= s o583 £
— S D N B Fd G
= bdkd kil B
= o
® B8 R 2 &g
8 = |£ < d < EE =
= ~ ololw|ao|EE 2
& Lol R w8 S 28 S
5 Eo|65 0w o o 5y £
= S |l 8 2 ==
- S E 85 E £
o s E -8
= 23 5 E
D @E 3 &
= 28 £ =
b 23 .<_v§
k= =
s g2 =3
I —_ 88 - =
o~ = El~|&F g §
© = E|E S8 2 3
=% E = z32 2R
= = 2 &
E = £ & =% £y
= = B g =g E ¥
o b= = B E E &
[T = =|=s| 8 = =
= = W 3 =
= E S| g EFE S
=3 =1 |86 ESE @ 3
o S| =S| E|sTE =R
=] S| E 2 8 £5= B
[} TS| E S5|(g|lg=sc e
2 S E 8 B eEE:
=] g G ®m 492 =
723 E 5 o5 o g8 ERS
I S| S 23 = F]
i B 2|8 8 58E w §
) e E E|E 2 2 @ &
WS 28 o 5 5 t2EEEE
b | {3 ™ o
) - S|EE & & 288 b
Qs S22 8|8 558 8%
< S|l g2 | 9| =2 2=
-1} S|l A2 S| 3| E s (=
= e =100 »wlw css a =

1.e10 American Journal of Obstetrics & Gynecology MONTH 2024

plemental Tables 3-5). Only an enlarged
cisterna magna and higher amniotic
fluid protein S100B concentrations were
observed in fetuses with intra-amniotic
infection (Supplemental Tables 5 and 6).

Fetal brain in the non-intra-
amniotic inflammation group

Fetuses in the non-IAI group presented
similar but less pronounced changes
compared with those in the Al group
regarding Sylvian fissure, corpus cal-
losum total area, Witelson subregions,
and amniotic fluid protein S100B, NSE,
and GFAP (Tables 4 and 5 and Figures 3
and 4).

Correlation of amniotic fluid
interleukin 6 concentrations with
neurologic changes

There was a significant correlation be-
tween amniotic fluid TL-6 concentra-
tions and cerebral structures. Thus,
higher amniotic fluid IL-6 concentra-
tions were related to lower trans-
cerebellar  diameter; right parieto-
occipital and right cingulate sulci depth
ratio; total corpus callosum area; and
Witelson subregions 3, 6, and 7 and
higher concentrations of amniotic fluid
NSE and GFAP (Supplemental Table 7).

Comment

Principal findings

Fetuses of mothers diagnosed with PTL
with intact membranes or PPROM pre-
sented structural brain changes and signs
of brain injury measured using neuro-
sonography and amniotic fluid bio-
markers. Although most changes were
more pronounced in pregnancies with
IAL, those without IAl also presented
some differences concerning controls,
suggesting that TAT is a mediator but not
the only factor associated with fetal brain
injury in patients with PTL with intact
membranes or PPROM.

Results in the context of what is
known

Our brain imaging findings are in line
with those of previous MRI studies with
smaller sample sizes™” reporting prena-
tal brain changes in fetuses with a sub-
sequent preterm delivery. The current
study adds to previous knowledge by
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TABLE 4

Fetal ultrasonographic comparison: cortical development and corpus callosum

P value 4 (linearity

Group 1: 1Al Group 2: non-1Al Group 3: control FPvalue1 Pvalue2 Pvalue3 trend among the
Variables (n=41) (n=54) (n=48) 1vs2) (1wvs3) (2vs 3) 3 groups)
Cortical development
Sylvian fissure grading 4(3—-4) 4(3-4) 4(3-5) .78 .10 14 07
Sylvian fissure depth ratio® 0.14 (0.12—0.16) 0.14(0.13-0.16) 0.16 (0.15—-0.17) 19 .003 .04 <.001
Right parieto-occipital sulcus grading 3(2—4) 3(2—4) 3(2-5) 54 A5 38 16
Right parieto-occipital sulcus depth ratio® 0.09 (0.07-0.12) 0.11 (0.09—0.14) 0.11 (0.09-0.14) .06 .01 .82 .05
Left parieto-occipital sulcus grading 3(2—4) 3(2—4) 3(2-5 93 25 39 35
Left parieto-occipital sulcus depth ratio® 0.10 (0.06—0.12) 0.11 (0.08—0.13) 0.11 (0.09-0.13) .69 18 39 .06
Right cingulate sulcus grading 2.0 (1.0-4.0) 25 (2.0-4.0) 3.0 (1.0-4.0) 59 45 13 97
Right cingulate sulcus depth ratio” 0.03 (0.01-0.04) 0.04 (0.03—0.06) 0.04 (0.02—0.06) 03 09 42 10
Left cingulate sulcus grading 2.0 (1.0-4.00 2.5(2.0-4.0) 3.0 (1.0-4.0) .80 57 .78 .03
Left cingulate sulcus depth ratio” 0.03 (0.01-0.05) 0.04 (0.03—0.06) 0.04 (0.02—0.07) 21 31 38 21
Right calcarine sulcus grading 4 (2-5) 4(3-5) 4 (2-5) 37 .32 66 59
Right calcarine sulcus depth ratio® 0.13 (0.09-0.16) 0.14 (0.12—0.16) 0.14 (0.11-0.16) 14 55 28 54
Left calcarine sulcus grading 4(2-5) 4(3-5) 4 (2-5) 68 46 66 78
Left calcarine sulcus depth ratio® 0.13 (0.10—0.15) 0.14 (0.12—0.15) 0.13 (0.10—0.16) 59 .93 45 82
Corpus callosum
Corpus callosum length (mm) 3455 (31.60-37.10) 3590 (33.15-39.60)  36.30 (3350-38.30) 45 34 08 39
Corpus callosum thickness (mm) 17 (1.5-19 1.9 (1.55—2.15) 19(1.6-21) 29 2 76 13
Corpus callosum total area (mm?) 0.715 (0.587—-0.810) 0.713 (0.630—0.819) 0.781 (0.713-0912) .69 .04 004 .006
Witelson subregion 1 rostrum (mm?) 0.033 (0.018—0.042) 0.027 (0.015—0.036) 0.033 (0.022—0.050) .33 .88 20 53
Witelson subregion 2 genu (mm?) 0.108 (0.078—0.131)  0.005 (0.071—0.004)  0.118 (0.094—0.143) 67 15 16 07
Witelson subregion 3 rostral body (mm?) 0.158 (0.126—0.169)  0.156 (0.136—0.175  0.179 (0.147-0.203) .61 .02 .002 004
Witelson subregion 4 anterior midbody (mm?) 0.085 (0.063—0.098) 0.080 (0.072—0.094) 0.089 (0.078—0.103) 37 28 .03 .06
Murillo. Antenatal brain injucy in feiuses presenting witk preterm labor with intact meminanes or preterm premature rupture of monbranes. Am ] Obsiet Gynecol 2024 (eontinsied)
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providing a comprehensive evaluation of
fetal brain changes by neurosonography
and evaluating additional brain struc-
tures compared with those previously
reported. Another value of our study is
the evaluation of cases according to the
presence or absence of [AI, which pro-
vides an additional line of evidence to
support the contribution of infectious or
inflammatory status as a mediator of
fetal brain injury associated with spon-
taneous preterm delivery.

Among the main fetal brain findings in
this study, we found a smaller cerebellum
in the TAI group, but not in the non-IAI
group, than in the control group. These
findings are in line with those of a previous
study in very premature infants and ado-
lescents.” In contrast, other authors’® did
not find changes in cerebellar volume
prenatally, possibly because MRI was per-
formed at an earlier gestational age than in
the current study. Cerebellar growth is
most prominent at >28 weeks of gesta-
tion.**** Cerebellar damage in premature
infants” has been associated with worse
cognitive  outcomes and  motor
disabilities,"* "

In addition, fetuses with PTL with intact
membranes or PPROM  presented
decreased Sylvian fissure depth and a larger
insula, suggesting delayed cortical matu-
ration. This finding has been previously
reported in premature infants,*""
Changes were more pronounced in fe-
tuses with IAI, which is in line with find-
ings from animal models exposed to intra-
amniotic lipopolysaccharide (LPS) infu-
sion.”" Cortical sulci development has
been associated with worse neuro-
developmental outcomes,” autism, and
mood and speech disorders.”>™

Finally, the corpus callosum of fetuses
with PTL with intact membranes or
PPROM was smaller than the corpus
callosum of fetuses in the control group
with preservation of length but a
reduction in the area of the medium and
posterior regions. We hypothesize that
this might be explained because the
corpus callosum length increases earlier
in pregnancy, before PTL with intact
membranes or PPROM occurs, whereas
the corpus callosum thickness increases
following an anterior-to-posterior di-
rection in the third trimester of
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FIGURE 4

Ultrasound fetal brain comparison in the entire study group
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pregnancy.” " The results are in line
with previous findings in premature in-
fants’ and in LPS-exposed fetal sheep.™
Structural alterations of the corpus cal-
losum are a predictor of impaired neu-
rodevelopment and have been associated
with worse speech outcomes and neu-
robehavioral performance in adolescents
and infants born before term.™*

We found a significant correlation be-
tween amniotic fluid IL-6 concentrations
and the cerebellum, sulci depths, Witelson
subdivisions, and amniotic fluid concen-
trations of NSE and GFAP, which supports
a mediating role of IAI in the genesis of
brain injury and is in line with previous
studies reporting that fetuses with IAI
present worse postnatal results."”

Regarding fetal brain damage bio-
markers, increased concentrations of
amniotic fluid protein S100B have been
described previously in patients with PTL
with intact membranes and PPROM,
with higher concentrations in those with
IAl, in line with the current study. Post-
natally, higher concentrations of serum
and urine S100B have been associated
with schizophrenia,”' hypoxic-ischemic
encephalopathy,” and intra-ventricular

hemorrhage.”* Overexpression of serum
NSE and S100B can predict neuro-
developmental adverse outcomes at 1 year
of life after cardiac arrest.* High con-
centrations of amniotic fluid NSE have
been associated with postnatal gray mat-
ter injury, intraventricular hemorrhage,
and periventricular leukomalacia in pa-
tients with PTL with intact membranes
and subsequent preterm delivery.” Post-
natally, high concentrations of NSE in the
cerebrospinal fluid have been correlated
with worse neurodevelopmental out-
comes at 2 years of life in arterial ischemic
stroke and hypoxic-ischemic encefalo-
pahy.""" Higher concentrations of am-
niotic fluid GFAP have been associated
with neural tube defects,” and higher
serum concentrations are considered a
neuroinflammation biomarker in other
conditions, such as multiple sclerosis.”

Clinical implications

Prenatal brain changes seem to
contribute to brain changes widely re-
ported in preterm children and adults.
Thus, our findings highlight the impor-
tance of early (prenatal) identification of
fetuses that will present postnatal

neurologic impairment, allowing the
targeting of a high-risk population and
the performance of preventive actions in
the first months or years oflife (including
fetal life), when neuronal plasticity is
maximum. The amniocentesis per-
formed to rule in or rule out TAI helped
to target the highest-risk group of neo-
nates that merits further follow-up.

Future research

Future studies are needed to assess
postnatal changes in these cohorts of
patients and identify possible prenatal
predictors of neurologic impairment.
Prenatal neurologic risk evaluation
could be extremely important, given the
neurodevelopmental disorders reported
in this population and the importance of
early neurologic stimulation or prenatal
therapies to improve outcomes.

Strengths and limitations

The main strengths of this study are the
prospective design and recruitment of a
well-characterized cohort of patients with
PTL with intact membranes and/or
PPROM with information on TAL This
cohort study was published with a
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complete fetal brain evaluation, including
both neurosonography and brain damage
amniotic fluid biomarkers. Another
strength is that the amniotic fluid brain
damage biomarkers found in the control
samples were concordant with those re-
ported in previous studies.”® Although
MRI is considered a gold standard tech-
nique for brain evaluation, neuro-
sonography has been shown to be an
adequate method to evaluate brain
structures'” " and has been demon-
strated to be sensitive to show prenatal
brain changes in placental disease,™”"
congenital  heart  disease,”’  ven-
triculomegaly,” and reproductive assis-
tance techniques.”” Compared with MRI,
neurosonography is more accessible in the
clinical setting, is rapid to perform, is
cheaper, and is not affected by issues
related to the patient, such as
claustrophobe.

However, we also acknowledge some
limitations. We excluded cases with
imminent delivery without fetal neuro-
sonography and cases with anhy-
dramnios  without  ammniocentesis
because of technical limitations. It re-
mains unknown whether these patients
may have a different profile than those
studied. In addition, we acknowledge the
lack of molecular techniques to diagnose
Al as another limitation. It is possible
that some of these patients had a positive
culture for fungi or viruses and were not
detected. Another limitation was the lack
of a clear and universal definition of IAI
Here, inflammation was defined ac-
cording to amniotic fluid IL-6 concen-
trations, but other authors included
other inflammatory biomarkers.”*” In
addition, we acknowledge that only 69%
of patients with PTL with intact mem-
branes or PPROM had an optimal
corpus callosum image to assess the
areas. Oligohydramnios, fetal position,
and limited vaginal examination in pa-
tients with PTL with intact membranes
and PPROM because of the high risk of
spontaneous preterm delivery in this
group were the main determinants of the
lack of assessment of these areas.

Finally, we acknowledge as a limita-
tion that no postnatal follow-up was
included. Further research is warranted
to prospectively evaluate neurologic
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FIGURE 5

Amniotic fluid biomarkers comparison in the entire study group
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Murillo. Antenatal brain injury in fetuses presenting with preterm labor with intact membranes or preterm premature rupture of membranes. Am ] Obstet Gynecol 2024.

changes postnatally in these cohorts
before changing the clinical management
in these patients.

Conclusions

Our findings suggest that structural brain
changes, including smaller cerebellum,
corpus callosum medium-posterior areas,
and impaired cortical development in
premature infants and adults, may already
be present in fetal life at the time when
symptoms of PTL with intact membranes
and/or PPROM occur, especially in those
with IAL The observation of elevated
concentrations of amniotic fluid NSE,
protein S100B, and GFAP strengthened
our neurosonographic findings and sup-
ported the hypothesis of the presence of
prenatal brain injury in fetuses with PTL
with intact membranes or PPROM,
regardless of being born before term or at
term and the exposition to IAL |
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SUPPLEMENTAL TABLE 1
Microorganisms isolated in the positive amniotic fluid cultures

Gestational age at amniocentesis (wk) Microorganism isolated in amniotic fluid

233
309
26.1
309
324
33.4
26.1
276
254
29.0
23.9
30.1
27.0

30.4
274
25.7
26.9
299
26.1

Ureaplasma urealyticum

Pepfoniphilus indolicus
Capnocytophaga sputigena and Fusobacterium spp.
U urealyticum

U urealyticum

U urealyticum

Fusobacterium nucleatum
Peptoniphilus harei

F nucleatum

U urealyticum

U urealyticum

U urealyticum and Streptococcus milis

Extended spectrum beta-lactamase producing
Escherichia coli

U urealyticum

U urealyticum

U urealyticum

E coli and Bacteroides vulgatus
P indolicus

U urealyticum
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SUPPLEMENTAL TABLE 2
Indications for amniocentesis in the nonexposed cohort

Gestational age at amniocentesis (wk) Indication for amniocentesis

250/7 Right renal agenesis

26 0/7 Aberrant left subclavian artery

26 3/7 Congenital talipes equinovarus

27 0i7 Aberrant right subclavian artery and congenital
talipes eguinovarus

28 0/7 Hyperechogenic fetal bowel

2837 Moderate renal pyelectasis

28 4/7 SGA and long bones at —2 SD

28 5/7 Mild polyhydramnios + hyperechogenic fetal bowel

28 6/7 Mild renal pyelectasis

29177 SGA

29377 Hyperechogenic fetal bowel

296/7 Hyperechogenic fetal bowel

31 4/7 Hypospadias

3207 Aberrant right subclavian artery and 2-mm muscular
ventricular septal defect

330/7 SGA and muscular ventricular septal defect (2 mm)

336/7 Absent ductus venosus

35177 SGA and muscular ventricular septal defect (2 mm)

3537 Absent ductus venosus

36 1/7 Long bones at —1 to —2 SD

36 3/7 Long bones at —2 to —3 SD

All the amniocenteses were performed for extra brain reasons, the pregnancies did not present risk factors for brain anomalies,
and normal results in the amniotic fluid analysis (genetics and infections) and healthy offspring were confirmed in all cases. SGA
cases were all between the 3rd and 10th percentile with a normal Doppler study.

S0, standard deviations; SG4, Small for i age.
Murillo. Antenatal brain injury in fetuses presenting with preterm labor with intact membranes or preferm premature
rupture of membranes. Am | Obstet Gynecol 2024.
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SUPPLEMENTAL TABLE 3
Baseline, fetal, and perinatal characteristics according to the presence of 1Al
Variables Intra-amniotic infection (n=19) Sterile 1Al (n=22) P value
Maternal and fetal characteristics
Maternal age (y) 33.8 (30.5-37.0) 33.7 (28.2-37.6) .39
Body mass index (kg/m?) 22.7 (20.0—-28.3) 23.0 (21.1-25.8) 97
Race

White 12/17 (70.1) 17/21 (81 0) 56

Maghrebi 2117 (11.8) 1/21 (4.8

Hispanic 1117 (5.9) 3/21 (14. 3)

Asian 1117 (5.9) 0(0)

Other 1/17 (5.9) 0(0)
Maternal smoking 0(0) 2/39 (5.1) 49
Primiparity 6(33.3) 13 (59.1) 1
Assisted reproductive technique 1/15 (6.7) 2/19 (10.5) 1.00
Gestational age at inclusion (wk) 27.6 (26.0—30.4) 28.9 (26.0—3.0) 52
Days from inclusion to delivery (d) 9 (5—16) 13 (6—23) .20
Perinatal data
Neonatal sex (male) 11 (61.1) 15 (68.2) .64
Gestational age at delivery (wk) 30.3 (27.4—-32.1) 31.4 (28.3—-33.0) 19
Birthweight (g) 1300 (1040—1600) 1748 (1282—2240) .03
Birthweight percentile 11.5 (3.0—21.0) 29.5 (6.0—51.0) .33
Clinical chorioamnionitis at delivery 4(21.1) 3(13.6) .69
Histologic funisitis or charioamnionitis
Acute chorioamnionitis without funisitis 8(42.1) 4(18.2) .24
Acute chorioamnionitis + funisitis 7 (36.8) 12 (54.6)
Cesarean delivery 12 (63.2) 6 (27.3) .02
Induction of labor 4(21.1) 3(13.6) .69
Noncephalic presentation 9 (47.4) 5 (22.7) 10
Apgar score of <7 at 5 min 1/18 (5.6) 2/19 (10.5) 1.00
pH umbilical artery 7.26 (7.08—7.35) 7.27 (7.18-7.34) 30
Neonatal intensive care unit admission 13/18 (72.2) 13/20 (65.0) .63
Major neonatal morbidity® or mortality 6/18 (33.3) 8/20 (40.0) 67

Data are presented as median (interquartile) for quantitative variables or number (percentage) or number/total number (percentage) for qualitative variables, unless otherwise indicated,

(Al intra-amniotic inflammation.

 Major complications defined by the presence of bronchopulmanary dysplasia, necrotizing enterocolitis, intraventricular hemorrhage, periventricular leukomalacia, retinopathy, or early-onset sepsis.
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SUPPLEMENTAL TABLE 4
Clinical, ultrasound, and biochemical comparisons according to the presence of 1Al

Variables Intra-amniotic infection (n=19) Sterile IAl (n=22) P value
Preterm premature rupture of membranes at 13 (68.4) 15 (68.2) 78
admission

C-reactive protein (mg/L) 1.71 (1.22—3.10) 0.59 (0.23—1.01) <.001
White cell count (x10%/L) 13,915 (8720—17,950) 11,250 (8660—13,280) 37
Neutrophils (%) 83 (80—89) 77 (73-88) 14
Cervical length (mm) 20 (16—30) 21 (10-31) 78
Amniotic fluid glucose (mg/dL) 20.5 (3.0—32.0) 25.5(10.0—38.0) <.001
Amniotic fluid interleukin 6 concentration (pg/mL) 67,994.45 (37,593.2—143,387.0) 17.,600.4 (4282.1—33,581.8) <.001
Positive amniotic fluid culture 19 (100.0) 0(0) <.001
Latency from admission to ultrasound (d) 1.5(1.0-3.0) 2.0(1.0-3.0 .06

Data are presented as number (percentage) for qualitative variables or median {interquartile range) for quantitative variables, unless otherwise indicated.

1A, intra-amniotic inflammation
Murillo. Antenatal brain injury in fetuses presenting with preterm labor with intact membranes or preterm premature rupture of membranes. Am ] Obstet Gynecol 2024,
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SUPPLEMENTAL TABLE 5

Ultrasound fetal brain parameters in patients with 1Al

Variables Intra-amniotic infection (n=19) Sterile 1Al (n=22) P value
Fetal-placental parameters

Gestational age at ultrasound (wk) 27.6 (26.3—30.6) 29.2 (26.3—31.7) A
Estimated fetal weight at ultrasound (g) 980 (857—1508) 1230 (966—1712) 37
Estimated fetal weight percentile 20 (10—43) 26 (7—64) .83
Small for gestational age (estimated fetal weight<1 o 5(26.3) 6 (27.3) 97
percentile)

Umbilical artery pulsatility index 0.81 (0.71—0.98) 0.93 (0.73—1.16) 12
Middle cerebral artery pulsatility index 1.81 (1.68—2.31) 1.82 (1.54—2.05) 22
Ductus venosus pulsatility index 0.41 (0.31—0.59) 0.39 (0.31—0.53) .59
Uterine arteries pulsatility index average 0.85 (0.63—1.10) 0.74 (0.63—0.845) .89
Cephalic biometrics

Biparietal diameter (mm) 66.0 (63.0—74.0) 71.5 (62.0—77.0) .61
Frontal-occipital diameter (mm) 87 (84—92) 94 (83—99) 35
Head circumference (mm) 246 (235—269) 264 (241-278) .51
Cephalic index (%) 76.3 (73.9-79.3) 76.8 (73.7-78.6) .53
Brain structures

Transcerebellar diameter (mm) 32.7 (29.9-37.8) 33.4 (29.8—37.3) .26
Cerebellar vermis AP diameter (mm) 14.30 (12.90—18.30) 14.75 (13.90—16.90) 40
Cerebellar vermian height (mm) 16.60 (14.80—20.20) 17.35 (16.20—19.30) 42
Pons AP diameter (mm) 19 (8.7-10.7) 10.8 (9.8—11.5) .26
Insular depth ratio® 0.33 (0.32—0.34) 0.34 (0.32—0.35) 39
Right anterior horn of the lateral ventricle (mm) 1.80 (1.65—2.15) 1.60 (1.00—2.00) .20
Left anterior horn of the lateral ventricle (mm) 1.90 (1.25—2.40) 1.55 (1.30—2.55) 73
Right posterior horn of the lateral ventricle (mm) 5.05 (4.25—5.50) 4.30 (3.50—4.60) .09
Left posterior horn of the lateral ventricle (mm) 5.05 (4.05—5.50) 4.60 (4.00—-5.50) .66
Third ventricle (mm) 0.90 (0.75—1.20) 0.90 (0.50—1.40) 47
Fourth ventricle height (mm) 28(25-34) 2.8 (2.4-38) 91
Fourth ventricle width (mm) 4.1 (2.8—4.4) 39 (3.3-4.8) .80
Cavum septum pellucidum width (mm) 5.4 (4.9-6.8) 5.4 (4.6—6.3) .35
Cisterna magna (mm) 5.8 (5.1-7.3) 5.2 (4.7-6.1) .04
Subarachnoid craniocortical width (mm) 2.50 (2.20—3.40) 2.55 (2.30—-3.10) 4
Subarachnoid sinocortical width (mm) 2.00 (1.40—2.70) 1.85 (1.40—2.40) Rh
Cortical development

Sylvian fissure grading 3.5 (3.0—-4.0) 3.5(3.0-4.0 70
Sylvian fissure depth ratio® 0.13 (0.12—0.15) 0.14 (0.13—0.16) 18
Right parietooccipital sulcus grading 3(2-4) 2(2—-4) 44
Right parietooccipital sulcus depth ratio® 0.10 (0.06—0.12) 0.09 (0.07—0.12) 98
Left parietooccipital sulcus grading 3(2-4) 2(2-4) 9
Left parietooccipital sulcus depth ratio® 0.10 (0.06—0.11) 0.10 (0.08—0.12) 42
Right cingulate sulcus grading 1.5(1.0-4.0) 2.0 (1.0-4.0) 91
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SUPPLEMENTAL TABLE 5
Ultrasound fetal brain parameters in patients with 1Al continued)
Variables Intra-amniotic infection (n=19) Sterile 1Al (n=22) Pvalue
Right cingulate sulcus depth ratio® 0.02 (0.10—0.03) 0.03 (0.02—0.04) .34
Left cingulate sulcus grading 1.0 (1.0—4.0) 25(1.0-4.0 .62
Left cingulate sulcus depth ratio® 0.03 (0.01—-0.04) 0.03 (0.01-0.07) 44
Right calcarine sulcus grading 4.0 (2.0—4.0) 40(2.5-5.0 79
Right calcarine sulcus depth ratio® 0.13 (0.09—0.14) 0.14 (0.08—0.16) .89
Left calcarine sulcus grading 4(2—-4) 4(3-5) .55
Left calcarine sulcus depth ratio® 0.13 (0.10—0.17) 0.13 (0.11-0.15) .30
Corpus callosum
Corpus callosum length (mm) 34.55 (31.65—37.00) 34.40 (31.60—37.10) M
Corpus callosum thickness (mm) 1.60 (1.50—1.80) 1.75 (1.50—2.00) .45
Corpus callosum total area (mm?) (n=9/15) 0.634 (0.483—0.797) 0.730 (0.633—0.823) 87
Witelson subregion 1 (mm?) (n=9/15) 0.040 (0.026—0.042) 0.027 (0.017—-0.042) .88
Witelson subregion 2 (mm?) (n=9/15) 0.110 (0.074-0.113) 0.107 (0.081—0.131) .94
Witelson subregion 3 (mm?) (n=9/15) 0.130 (0.101—0.170) 0.159 (0.156—0.169) 44
Witelson subregion 4 (mm?) (n=9/15) 0.066 (0.060—0.096) 0.085 (0.068—0.098) .38
Witelson subregion 5 (mmg) (n=9/15) 0.071 (0.051-0.090) 0.076 (0.056—0.084) .67
Witelson subregion 6 (mmz] (n=9/15) 0.048 (0.045—0.062) 0.054 (0.046—0.066) .63
Witelson subregion 7 (mm?) (n=9/15) 0.212 (0.115—0.236) 0.216 (1.177—-0.231) .83
Data are presented as median (interquartile range) for quantitative variables or number (percentage) for qualitative variables, unless otherwise indicated. The results were adjusted for head
circumference, percentile, fetal sex, and noncephalic presentation. The adjustment for head circumference was not included in the cephalic bismetrics, depth ratios, and sulcus operculization.
Occipitofrontal diameter was considered instead of head circumference in the corpus callosum length adjustment.
AP, anteroposterior; 4l intra-amniotic inflammation.
? Depth ratios: insular or sulcus depth (mm) to biparietal diameter (mm)
Murvillo. Antenatal brain injury in fetuses presenting with preterm labor with intact membranes or preterm prematire rupture of membranes. Am ] Obstet Gynecol 2024.
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SUPPLEMENTAL TABLE 6

Amniotic fluid biomarkers concentrations according to the presence of 1Al

Variables Intra-amniotic infection (n=19) Sterile 1Al (n=22) Falue
Neuron-specific enolase (pg/mL) 15,073.25 (9160.3—21,230.6) 6983.45 (3946.4—20,966.9) 61
Protein $100B (pg/mL) 3573.9 (1307.4—17,158.3) 1657.8 (758.8—2533.2) .02
Glial fibrillary acidic protein (ng/mL) 1.39 (0.63—3.88) 0.82 (0.51—4.25) 53
Detectable glial fibrillary acidic protein (%) 63.16 72.73 .51

Data are presented as median (interquartile range) for quantitative variables, unless otherwise indicated. The Pvalues were adjusted for percentile, fetal sex, gestational age at amniocentesis, and
preterm premature rupture of membranes at admission

1AL intra-amniotic inflammation.

AIncluding only the sample levels of detactable glial fibrillary acidic protein.
Murillo. Antenatal brain injury in fetuses presenting with preterm labor with intact membranes or preterm premature rupture of membranes. Am | Obstet Gynecol 2024.

SUPPLEMENTAL TABLE 7
Correlation between amniotic fluid interleukin 6 concentrations and brain
structures and amniotic fluid biomarkers in preterm labor with intact
membranes and preterm premature rupture of membranes groups

Pearson correlation
Brain structures coefficient P value
Transcerebellar diameter (mm) —0.25 .02
Cerebellar vermian height (mm) —0.16 16
Insular depth ratio® 0.03 75
Left Levene ventricular index (mm) —0.10 46
Fourth ventricular width (mm) —0.07 .60
Sylvian fissure depth ratio” -0.17 A3
Right parieto-occipital sulcus depth ratio” —0.28 .01
Right cingulate sulcus depth ratio® —0.25 .04
Corpus callosum length (mm) —0.19 10
Corpus callosum total area (mm?) —0.26 039
Witelson subregion 1 (mm?) 0.10 43
Witelson subregion 2 (mmz) —0.16 22
Witelson subregion 3 (mm?) —0.25 .048
Witelson subregion 4 (mm?) —0.16 22
Witelson subregion 5 (mm?) —0.22 .09
Witelson subregion 6 (mm?) —0.25 048
Witelson subregion 7 (mm ) —0.30 .019
Amniotic fluid neuron-specific enolase (pg/mL) 0.86 .019
Amniotic fluid protein S100B (pg/mL) 0.40 .09
Amniotic fluid glial fibrillary acidic protein (ng/mL) 0.93 01
* Depth ratios: insular or sulcus depth (mm) to biparietal diameter (mm).
Murillo. Antenatal brain injury in fetuses presenting with preterm labor with intact membranes or preterm premature
rupture of nembranes. Am ] Obstet Gynecol 2024.

1.624 American Journal of Obstetrics & Gynecology MONTH 2024

131



DISCUSION

132



DISCUSION

Tanto en el Estudio 1 como en el Estudio 2, todas las pacientes que presentaron infeccién intra-

amnidtica, presentaron inflamacidn asociada. Es por ello que a partir de ahora, para simplificar

la nomenclatura, al grupo que incluye pacientes con infeccidn y/o inflamacion intra-amniética,

lo denominaremos siempre como el grupo con inflamacion intra-amnidtica. Formaran parte de

este grupo tanto pacientes con infeccidon intra-amnidtica asociada a inflamacién, como

pacientes con inflamacion estéril.

Los principales resultados de la presente tesis se resumen en los siguientes puntos:

1.

Los fetos de pacientes con APP o RPM pretérmino presentan una hipertrofia miocardica
concéntrica y una disfuncion diastdlica subclinica con tiempos diastélicos alargados y
sistdlicos acortados, pero con una funcién sistdlica y un gasto cardiacos conservados.
Igualmente, se ha observado una sobreexpresién en liquido amniético de los
biomarcadores de sobrecarga y dafio cardiaco troponina | y NT-proBNP.

Estos signos de remodelado y disfuncién cardiaca subclinica son mas pronunciados en
los fetos que presentan inflamacién intra-amniética.

Los fetos de pacientes con APP o RPM pretérmino presentan una alteracién en la
maduracion cortical (cisura de Silvio y parieto-occipital derecha menos profundas) y
una reduccién en el area total del cuerpo calloso a expensas de las regiones medio-
posteriores. Ademas, en el grupo de APP o RPM pretérmino con inflamacién intra-
amnidtica se ha observado una reduccién del cerebelo fetal.

Se ha observado una sobreexpresién en liquido amnidtico de los biomarcadores de
daio cerebral proteina SB100 y ENE.

Estos hallazgos de afectacion cerebral son mds pronunciados en los fetos que presentan

inflamacidn intra-amnidtica.
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1. REMODELADO Y DISFUNCION CARDIACA Y CEREBRAL FETAL

1.1 Cambios ecograficos cardiovasculares y cerebrales fetales en amenaza de parto
pretérmino y rotura prematura de membranas pretérmino. Influencia de la inflamacion

intra-amniotica.

El tipo de remodelado cardiaco y de disfuncién que se reporta en el Estudio 1 es totalmente
concordante con los cambios cardiovasculares observados en estudios de niflos y adultos
nacidos prematuros: una hipertrofia cardiaca concéntrica con reduccién de las cavidades
ventriculares sin cardiomegalia y una disfuncidn subclinica, principalmente diastélica (161-163,
165). Estos resultados sugieren que los cambios cardiovasculares descritos en nifios y adultos
nacidos prematuros tienen, en parte, un origen prenatal y, por tanto, que la programacion fetal

cardiovascular también existe en pacientes con APP y RPM pretérmino.

En el Estudio 1 observamos, en pacientes con APP o RPM pretérmino, un indice Tei alargado a
expensas de una reduccién del tiempo de eyeccidn y un indice de relajacion isovolumétrica
alargado. Este hallazgo es concordante con una hipertrofia miocdrdica, que dificulta la
relajaciéon cardiaca, pero favorece la contraccién. Estos resultados van en linea con los
observados por Letti Miller y cols., que describen en fetos con RPM pretérmino un indice Tei

alargado a expensas de un tiempo de eyeccién acortado (211).

Sin embargo, nuestros resultados difieren de los observados por otros autores como Romero y
cols. (209) y Di Naro y cols. (210), los cuales describen una alteracion de la funcion diastdlica
del ventriculo izquierdo y derecho, respectivamente, en fetos de madres con RPM pretérmino,
siendo mas pronunciados en aquellos fetos expuestos a infeccion intra-amnidtica. Ambos
autores describen un corazén que presenta una relajacién ventricular aumentada con menor
contribucién del llenado activo (contraccidn auricular). Estos autores sugieren que se trata de
un escenario similar al observado en el shock séptico del adulto. Las diferencias con nuestro
estudio podrian explicarse porgue no son estudios comparables, ni en la poblacion de estudio
ni en la metodologia utilizada. Asi, incluyen pacientes con corioamnionitis clinica, hecho que
podria explicar que los hallazgos fetales fueran mas comparables con los del shock séptico del
adulto. Ademas, no incluyen pacientes con APP ni el estudio de la morfologia cardiaca en su
exploracion ecocardiografica. Romero y cols. Unicamente realiza un estudio Doppler pulsado

diastdlico, mientras que DiNaro y cols. valoran la deformacién y la contractilidad miocardica,
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pero no la morfologia cardiaca. La fortaleza de nuestro estudio es que estudia el remodelado
cardiaco y la disfuncion cardiaca antes de la apariciéon de la corioamnionitis clinica, en una etapa
subclinica y mas frecuente. Asimismo, realiza una caracterizacion exhaustiva no sélo de la

funcidn sino también de la morfologia cardiaca.

Los resultados del Estudio 1, también difieren de los reportados por Aye y cols. (121), que no
observan diferencias a nivel cardiovascular en fetos que nacerdan prematuros. Sin embargo, de
nuevo, su poblacién de estudio no es comparable con la nuestra ya que incluye partos
pretérmino espontaneos e indicados médicamente a diferencia de nuestro estudio que
Unicamente tiene en consideracidn los partos pretérmino espontaneos. Ademas, la edad
gestacional media que reportan en el momento del parto es de 34 semanas de gestacién, a
diferencia de nuestro grupo con inflamacién intra-amnidtica, que presenta una mediana de
edad gestacional en el momento del parto de 31 semanas. Por lo tanto, la prevalencia de

infeccién o inflamacidén intra-amnidtica en su poblacién es posiblemente baja (72, 73).

Los hallazgos del Estudio 2 a nivel de reduccién del cuerpo calloso y del cerebelo y del retraso
en la maduracion cortical son totalmente concordantes con parte de los cambios postnatales
descritos en nacidos prematuros de estudios previos (179, 180, 178), por lo que parece logico

atribuir parte de los cambios postnatales a la etapa prenatal.

Existen pocos estudios que hayan evaluado la neuroimagen de fetos de madres con APP o RPM
a pesar de que existe evidencia de la asociacion de la APP o la inflamacion intra-amnidtica con
peor neurodesarrollo, independientemente de la edad gestacional al parto como ya se ha
descrito en el punto 4.3.1 (Programacién fetal neuroldgica y prematuridad). Los dos estudios
gue existen sobre neuroimagen fetal en este contexto (256, 257) estan realizados ambos con
resonancia magnética y mayoritariamente evallian parametros que no se han evaluado en el
Estudio 2, como el volumen de liquido cefalorraquideo, volumen cerebral y conectividad
neuronal, por lo que a pesar de que se sugiere que existe afectacion cerebral fetal en estos

casos (en linea con los resultados presentados), los resultados son poco comparables entre si.

Stori y cols. si que evaluaron especificamente el volumen cerebelar sin encontrar diferencias

entre grupos (256). Esta discrepancia con nuestros resultados, donde se evidencia una
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reduccion del didmetro transverso del cerebelo y de la altura del vermis, podria deberse a
varios factores: primero, la cohorte evaluada en el trabajo de Stori y cols. es heterogénea: se
mezclan pacientes con RPM pretérmino y pacientes asintomaticas con antecedentes de parto
pretérmino. Ademas, no subclasifican segun la existencia o no de inflamacidén intra-amniética.
Por otro lado, el estudio con resonancia magnética se realizé alrededor de las 26 semanas de
gestacion, mientras que la neurosonografia del Estudio 2 se realizé de media a las 29 semanas.
Dado que el cerebelo presenta su etapa mds importante de crecimiento a partir de las 28
semanas de gestacion, es ldgico pensar que no se encontrasen diferencias a las 26 semanas,
pero si a las 29 semanas. Ademas, la concordancia con la reduccién del volumen cerebelar
postnatal ya descrito y que el aumento del crecimiento del cerebelo lo hace especialmente

vulnerable a insultos infecciosos/inflamatorios (278), refuerza nuestro resultado.

Respecto al desarrollo cortical, éste es el primer estudio que evalua el desarrollo cortical fetal
en pacientes con APP o RPM pretérmino. Nuestros resultados van en linea con los reportados
en nifios prematuros, describiendo una reduccion de la profundidad de la cisura de Silvio junto
con una insula mas profunda (279,280). La alteracidn en el desarrollo cortical se ha asociado a
peor neurodesarrollo, autismo y disfunciones del lenguaje, hallazgos también asociados a la
prematuridad (281, 282). Ademas, estos cambios han podido observarse también en modelo

animal con infusién intra-amnidtica de lipopolisacaridos (283).

Respecto al cuerpo calloso, tampoco existen estudios previos en humanos que evallen su
estructura en fetos de madres con APP, RPM pretérmino o inflamacidn intra-amnidtica. A pesar
de ello, nuestros resultados son concordantes con la reduccion del cuerpo calloso,
especialmente de la parte posterior, observada a nivel postnatal en nifios nacidos prematuros
(179) y también con los hallazgos en modelo animal tras administraciéon intra-amnidtica de
lipopolisacaridos (284). Las alteraciones estructurales del cuerpo calloso se han relacionado con
peor neurodesarrollo neonatal (285) y también con desérdenes del lenguaje en adolescentes

nacidos prematuros (286).

Concretamente en el Estudio 2, el cuerpo calloso presenta una reduccion de las areas medio-
posteriores con las dreas anteriores y la longitud total preservadas. Esta afectacidn
especialmente posterior es concordante con los hallazgos en prematuros y probablemente

tenga su explicacidon en el desarrollo fisioldgico del cuerpo calloso fetal. Durante los primeros
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meses de embarazo el cuerpo calloso crece en longitud, mientras que el grosor aumenta en
direccidon anteroposterior mas adelante, durante el tercer trimestre, momento en el cual se da

el insulto de la APP o RPM pretérmino (287-289).

1.2 Cambios bioquimicos en liquido amnidtico en amenaza de parto pretérmino y rotura

prematura de membranas pretérmino. Influencia de la inflamacién intra-amniotica.

Una de las fortalezas del Estudio 1 es confirmar la disfuncién cardiaca observada en las
ecocardiografias fetales también en el liquido amnidtico. Asi, las pacientes con APP o RPM
pretérmino presentan una sobreexpresion en liquido amnidtico de NT-proBNP y troponina |,

considerados biomarcadores de disfuncidon cardiaca (218-220, 223, 224).

En condiciones fisiolégicas, las concentraciones de NT-proBNP disminuyen conforme avanza la
gestacion (215). Aunque la edad gestacional en la obtencion de la muestra fue similar en los
grupos con APP o RPM pretérmino y en el grupo control, no detectamos NT-proBNP en este
ultimo, posiblemente porque sus concentraciones estaban por debajo del limite de deteccidn
de la técnica utilizada. A pesar de esta limitacion, si observamos la sobreexpresion de NT-
proBNP en pacientes con APP o RPM pretérmino, especialmente en el grupo con inflamacién
intra-amnidtica. Resultados contrarios se han reportado por Irani y cols. que no encontraron
diferencias en las concentraciones de NT-proBNP en liquido amnidtico en fetos con vy sin
infeccion y/o inflamacién intra-amnidtica severa (221). Estas diferencias con nuestros
resultados podrian deberse a diferencias en la poblacién de estudio: solamente incluyeron
casos con dilatacion cervical de mas de 2 cm, dindmica uterina resistente a tocolisis o fiebre
materna. En el caso del Estudio 1, se excluyeron los casos de fiebre materna y se incluyeron
todas las APP y RPM, independientemente de la dilatacién cervical o la respuesta al
tratamiento. A diferencia del Estudio 1 donde se detectaron un 26% de fetos por debajo del
percentil 10 en el grupo con inflamacién intra-amnidtica, no hubo ningln caso de retaso de
crecimiento intrauterino en el estudio de Irani y cols. Dado que sus pacientes sin infeccion ni
inflamacién intra-amnidtica severa presentaban una edad gestacional al parto
significativamente menor que el grupo sin inflamacién intra-amniética del Estudio 1 (31
semanas vs. 37 semanas de gestacion, respectivamente), se reclutaron en unas condiciones mas

avanzadas o refractarias al tratamiento, y solamente se clasificaron en el grupo con
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infeccion/inflamacion aquellas con inflamacién intra-amnidtica severa, sus grupos de
comparacion probablemente sean mds similares entre si que los nuestros. Por ultimo, su
tamaio de muestra fue pequefio por lo que no puede descartarse un problema de potencia en

su estudio.

Respecto la troponina |, no existen estudios previos que hayan evaluado su comportamiento en
liguido amnidtico en pacientes con APP o RPM pretérmino, asi como tampoco existen curvas
de normalidad en liquido amnidtico. A pesar de ello, concentraciones en liquido amnidtico de
200-400 pg/mL de media se han relacionado con dafio e hipoxia miocardica (225). Las pacientes
con APP o RPM pretérmino de nuestro estudio presentaron concentraciones alrededor de 1100
pg/mL en el grupo sin inflamacidn intra-amnidtica y de 1400 pg/mL en el grupo con inflamacion
intra-amnidtica de media sugiriendo, incluso, mayor afectacién cardiaca que los estudios

publicados.

El aumento de ENE, proteina SB100 y GFAP en liquido amniético en las pacientes con APP o
RPM pretérmino, especialmente en el grupo de inflamacién intra-amnidtica refuerza y

complementa los resultados neurosonograficos descritos en el Estudio 2.

En cuanto a las concentraciones de ENE en liquido amnidtico, las concentraciones alrededor de
2.5 mcg/L determinadas en nuestras muestras de control son similares a las descritas en la
literatura (258). Las concentraciones en pacientes con APP reportadas de media a las 28
semanas de gestacion por Elimian y cols. fueron de alrededor de 9.5 mcg/L (261). Estas
concentraciones son concordantes con las observadas en el Estudio 2 en los grupos con APP o
RPM pretérmino (8.4 mcg/L en pacientes sin inflamacion intra-amnidtica y 11.8 mcg/L en
pacientes con inflamacién intra-amnidtica). En el estudio previo, Elimian y cols. también
observaron que las concentraciones de ENE se correlacionaban con lesiones cerebrales
postnatales, por lo que la sobreexpresion de ENE en las pacientes con APP o RPM pretérmino

parece traducir la existencia de dafio cerebral fetal.

A pesar de que la produccion de ENE no es exclusiva del tejido neuronal cerebral (también se
produce en érganos neuroendocrinos) y que puede aumentar en otras patologias fetales como

el retraso de crecimiento intrauterino (290) o defectos del tubo neural (262), la sobreexpresion
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gue observamos en el Estudio 2 no esta en relacion a estos factores, ya que se excluyeron fetos
con patologia fetal y los resultados estan ajustados por el peso fetal estimado en el momento

de la amniocentesis.

En referencia a las concentraciones obtenidas de proteina SB100 en liquido amnidtico, los
valores en nuestras muestras control son similares a los descritos por Friel y cols. en la gestacion
normal (mediana de 23.4 pg/mL (percentil 25-75:23.3-182.8 pg/mL) (267) vs. 74.8 pg/mL (44.6-
93.7 pg/mL) en el Estudio 2). Su aumento en pacientes con APP o RPM pretérmino,
especialmente en pacientes con infeccion y/o inflamacion intra-amnidtica también se ha
descrito en el estudio previo (267). A pesar de ello, las concentraciones detectadas en nuestras
pacientes con inflamacion intra-amnidtica fueron superiores a las descritas previamente. Las
diferencias podrian deberse a diferencias en la técnica utilizada o a distintos grupos de
comparacion. En ambos estudios es importante mencionar que el percentil 75 de los grupos
con inflamacién intra-amnidtica es llamativamente alto, de alrededor de 20000-30000 en el
estudio de Friel y cols. y de 48000 en el Estudio 2. Esto sugiere que existen ciertas pacientes en
este grupo con una afectacidn especialmente acentuada. A pesar de que las concentraciones
de proteina SB100 en liquido amnidtico pueden aumentar en otras patologias como la
preeclampsia y retraso de crecimiento intrauterino (266), en nuestro estudio no hubo
diferencias entre grupos en cuanto a la proporcién de preeclampsia y los resultados se ajustaron
por el peso fetal estimado en el momento de la amniocentesis, por lo que dichos factores no

pudieron influir en los hallazgos observados.

En cuanto a las concentraciones de GFAP en liquido amnidtico, dado que las concentraciones
normales reportadas en liquido amnidtico son de alrededor de 0.06 ng/mL y el limite inferior
de deteccion de nuestra técnica fue de 0.2 ng/mL, era esperable que la GFAP no fuera
detectable en la mayoria de las muestras control. A pesar de que concentraciones elevadas en
liguido amnidtico se han correlacionado con defectos abiertos de tubo neural o exitus fetal
(275), en nuestro estudio no se incluyeron fetos con esta patologia y tampoco hubo diferencias
en cuanto al porcentaje de exitus fetal. Las concentraciones de GFAP en liquido amnidtico en
pacientes con APP, RPM pretérmino o inflamacién intra-amnidtica no se habian evaluado
previamente. Concentraciones séricas por encima de 0.06 ng/ mL en neonatos se han

correlacionado con dafio cerebral en prematuros (276). La concentracion media de GFAP en
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liquido amnidtico del Estudio 2 de alrededor de 1 ng/mL, lo que sugiere correlacién con el dafio

cerebral que se ha descrito.

1.3 Hipdtesis fisiopatologica de los cambios cardiovasculares y cerebrales fetales
observados en pacientes con amenaza de parto pretérmino y rotura prematura de

membranas pretérmino pretérmino.

El remodelado cardiaco y la disfuncidn cardiaca subclinica descritos a nivel fetal en el Estudio 1
son claramente mas marcados en aquellos expuestos a inflamacién intra-amnética. Dichos
cambios cardiovasculares podrian tener un doble mecanismo. Por un lado, el dafio miocardico
directo debido a la presencia de inflamacidn intra-amnidtica y, por otro lado, el aumento de la
postcarga debido al aumento de resistencias placentarias. Todo ello conduciria a un corazén
con mas masa miocardica sin cardiomegalia (hipertrofia concéntrica) que permitiria al corazén
eyectar sangre mas de forma mas eficiente pero que requiere mas tiempo para relajarse. Todos
estos cambios permiten que la funcién principal del corazén (mantener un gasto cardiaco

apropiado para la correcta perfusidén del organismo) esté preservada.

Los hallazgos cardiovasculares fueron muy similares en el subanalisis realizado en el grupo con
inflamacién intra-amnidtica (infeccién asociada a inflamacion intra-amnidtica vs. inflamacion
estéril). Dado que todas las pacientes con infeccidon presentaron inflamacién intra-amnidtica,
posiblemente la causa principal de este dafio miocdrdico directo sea la respuesta inflamatoria
independientemente de si va asociada a infeccion. Este insulto cardiaco directo se ha
demostrado previamente en modelo animal. Asi tras la inoculacion intra-amnidtica de
lipopolisacaridos, se ha descrito una alteracion de los genes implicados en el desarrollo cardiaco
en primates (201), y una produccion aguda de citocinas proinflamatorias en el miocardio con
afectacién cardiovascular fetal (202, 205, 206). El aumento de las concentraciones de troponina
| observadas en liquido amnidtico parece derivado de fendmenos de dafio miocardico, dado
gue no existe patologia extracardiaca que justifique otra fuente de liberacién (222,223). Asi, el
aumento de troponina | intra-amnidtica en el grupo con inflamacién intra-amniética refuerza la

hipotesis de que existe dafio miocardico directo.
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Por otro lado, en estudios experimentales en modelo animal, la administracion intra-amnidtica
de lipopolisacaridos también se ha relacionado con un aumento en las resistencias placentarias
y un aumento de la postcarga cardiaca (202). Este aumento de presidon es uno de los
mecanismos principales que provocan hipertrofia cardiaca concéntrica sin cardiomegalia (184),
mismo patrén que el observado en el Estudio 1. La sobreexpresiéon de NT-proBNP en liquido
amnidtico probablemente se debe al fendmeno de sobrecarga cardiaca que parece existir en

estos fetos (216,219, 220).

No obstante, reconocemos que la inflamacidn intra-amnidtica no debe ser el Unico factor que
determine la disfunciéon cardiaca en pacientes con APP y RPM pretérmino ya que, en el grupo
sin inflamacion intra-amnidtica, también se han detectados signos de disfuncién cardiaca. Esto
sugiere que la inflamacion intra-amnidtica es un determinante importante para el remodelado
cardiaco, pero no el Unico. El origen de la disfuncién en el grupo sin inflamacién intra-amnidtica
es desconocido. Es un grupo heterogéneo de pacientes en el que no se han estudiado otras
causas de APP/RPM salvo la relacionada con la inflamacion/infeccion intra-amnidtica, por lo
qgue no podemos extraer conclusiones sobre la posible fisiopatologia de los cambios

cardiovasculares observados en este grupo.

En el Estudio 1, el porcentaje de fetos pequefios para edad gestacional fue superior en el grupo
con APP o RPM pretérmino. Esto podria haber interferido en nuestros resultados sobre el
remodelado cardiaco, pero es improbable por dos motivos: 1) el remodelado descrito en fetos
con retraso de crecimiento intrauterino consiste en corazones con geometrias mas globulares
Yy, en casos severos, hipertrofia asociada a cardiomegalia con cavidades ventriculares dilatadas
(184). El remodelado descrito en nuestra poblacidon es distinto. 2) Ademas, ajustamos los
resultados ecocardiograficos por percentil fetal inferior al percentil 10 con el objetivo de reducir

ese potencial factor de confusién.

Aunque existe evidencia de la presencia de remodelado cardiaco en poblaciones sometidas a
técnicas de reproduccion asistida, preeclampsia, hipertensidn crdénica, pacientes con VIH en
tratamiento retroviral y pacientes diabéticas (184), no encontramos diferencias en la
prevalencia de estas complicaciones en nuestra poblacidn de estudio por lo que no fue

necesario ajustar por dichos factores de confusién.
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Otro factor a valorar en la interpretacion de nuestros resultados es la administracion antenatal
de corticoides. Esta se ha asociado a enfermedad cardiovascular a largo plazo, especialmente
cuando el parto se demora mas de una semana y cuando se administran tandas repetidas de
corticoides (291). La administracion de betametasona intramuscular se ha asociado a una
disminucion transitoria de la frecuencia cardiaca fetal tras su administracidn en pacientes
gestantes (292). A pesar de ello, no se evidenciaron diferencias significativas en cuanto a
frecuencia cardiaca fetal entre nuestros grupos. Ademas, existe evidencia que reporta que el
remodelado cardiaco que presentan de forma postnatal los prematuros no estd influenciado

por la administracion de corticoides (291).

Respecto al Estudio 2, existen varios resultados que apuntan a un origen inflamatorio de los
hallazgos neurolégicos. Primero, los fetos del grupo con inflamacién intra-amniética presentan
cambios de imagen y bioquimicos mds pronunciados. Segundo, dado que en el subandlisis
realizado dentro del grupo con inflamacién intra-amniética (infeccion asociada a inflamacién
intra-amniodtica vs. inflamacién estéril) no se evidencian diferencias y que no se ha reportado
en nuestra cohorte ningun caso de infeccion sin inflamacién, podemos hipotetizar que la causa
principal de este dafio es la inflamacién intra-amniética (independientemente de si se asocia o
no a una infeccién). Por ultimo, la correlacién significativa entre las concentraciones de IL-6 y el
tamafio del cerebelo, profundidad de las cisuras y areas del cuerpo calloso refuerzan esta
hipotesis.

Ademas, la exposicion fetal en modelo animal a lipopolisacaridos se ha relacionado con dafio
cerebelar (293), retraso en el desarrollo cortical (285) y reduccion del cuerpo calloso (286), lo

cual refuerza esta hipotesis.

El hecho de que también existan cambios en el grupo de APP o RPM sin inflamacién intra-
amnidtica sugiere que la presencia de esta inflamacion es un determinante importante para el
remodelado cerebral, pero no el Unico que existe en casos de APP o RPM pretérmino.
Paralelamente al Estudio 1, las posibles causas que provocan estos cambios en el grupo sin

inflamacidén intra-amnidtica son, por el momento, desconocidas.
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Ademas de la inflamacion intra-amnidtica, existen otros factores a discutir sobre el remodelado
cerebral observado en pacientes con APP o RPM pretérmino que podrian ser considerados

factores de confusion.

Incluimos fetos con retraso de crecimiento intrauterino (no estructural ni genético) en los
grupos de comparacion del Estudio 2 dado que, en nuestra poblacién, el insulto
vascular/placentario forma parte de la etiopatologia del parto pretérmino espontaneo. En
nuestro estudio no encontramos diferencias en el estudio Doppler feto-placentario y la gran
mayoria de los fetos con peso por debajo del percentil 10 tenian el diagndstico de fetos
pequefios para la edad gestacional (definidos por un percentil entre el 3 y el 10 con estudio
Doppler feto-placentario normal). Dado que estos fetos pueden presentar cambios similares a
los descritos en nuestro estudio, incluyendo una cisura de Silvio menos profunda con una insula
mas prominente y una reduccion del cuerpo calloso (éste ultimo solamente en los fetos con
crecimiento intrauterino restringido), decidimos ajustar nuestros hallazgos por el porcentaje de

fetos con peso fetal estimado por debajo del percentil 10 (233-236).

No hubo diferencias entre grupos en cuanto a uso de técnicas de reproduccion asistida,
pacientes con preeclampsia, hipertension pregestacional, toma de farmacos antiretrovirales ni

diabetes, por lo que no fue necesario tenerlos en consideracién en el ajuste.

Las dosis repetidas de corticoides antenatales se han asociado postnatalmente a peor
neurodesarrollo, alteraciones conductuales y defectos audiovisuales, especialmente si no se
produce el parto en los dias posteriores a la administracion. La neuroimagen postnatal ha sido
menos estudiada que los cambios clinicos, pero se ha reportado una reduccion del perimetro
cefélico al nacimiento en relacién a dosis repetidas (294), un adelgazamiento cortical regional
en neonatos finalmente nacidos a término (295) y un aumento del volumen de la amigdala en
neonatos nacidos a término expuestos a altas dosis de corticoides a las 15 semanas de gestacién
(296). En el modelo animal fetal, los principales cambios se han demostrado en administracion
de dosis repetidas o en su administracion en fetos a término. Se han demostrado cambios
estructurales tras administracién de una dosis de corticoides en el estudio anatomopatoldgico
cerebral realizado unos dias tras la administracién, incluyendo una reduccién del didmetro
anteroposterior cerebral, una reduccién de la profundidad y de la superficie cortical y una

reduccidn del peso y del numero de neuronas del hipocampo (297,298). En el Estudio 2, la
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neurosonografia se realizd de media a las 48h del ingreso, por lo que la influencia de los
corticoides sobre los hallazgos cerebrales fetales observados es poco probable. Tampoco hay
estudios que evallen la posible influencia de los corticoides sobre los biomarcadores de dafio
cerebral en liqguido amnidtico, aunque se ha demostrado una reduccion en las concentraciones
de proteina SB100 en sangre de corddn en neonatos prematuros nacidos en los siguientes 7
dias tras la administracion de corticoides en comparacion con aquellos que no los recibieron o
aquellos que nacieron una semana mas tarde (299). En el modelo animal, se ha observado una
reduccidn en las concentraciones de GFAP en el sistema nervioso central tras dosis repetidas
de corticoides (300). Por lo tanto, la administracion de corticoides no justificaria la
sobreexpresion de biomarcadores de dafio cerebral en nuestro estudio. Ademads, la
amniocentesis se realizd en la mayoria de las pacientes antes de la administracion de
corticoides.

Dado que tanto el grupo con inflamacién intra-amnidtica como el grupo sin inflamacion intra-
amniodtica que sufrieron cuadros de APP o RPM estuvieron tratados en su totalidad con
betametasona, la posible contribucién de la misma a las diferencias entre estos dos grupos

queda también excluida.
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2. FORTALEZAS Y LIMITACIONES DE LOS ESTUDIOS

Las principales fortalezas de ambos estudios residen en su caracter prospectivo y el
reclutamiento de una cohorte exhaustivamente caracterizada, asi como una evaluacion
cardiovascular y neuroldgica completa que incluyen ecocardiografia, neurosonografia y

determinacion de biomarcadores de dafio cardiaco y neuroldgico en liquido amnidtico.

En todas las pacientes incluidas en los estudios ser realizaron estudios microbioldgicos
mediante cultivo de aerobios/anaerobios/micoplasma genital y, si existian dudas en los
resultados de cultivo, también mediante la secuenciaciéon del gen 16S sRNA. De la misma
manera se determind la concentracién de IL-6 en liquido amnidtico para identificar la

inflamacidn intra-amniatica.

La coherencia entre los resultados de biomarcadores de dafio cardiaco y cerebral y los hallazgos

ecograficos dan solidez a los resultados.

Sin embargo, ambos estudios presentan algunas limitaciones. Las pacientes ingresadas por APP
o RPM pretérmino que tuvieron lapso de tiempo desde el ingreso hasta el parto corto en las
cuales no se pudo realizar el estudio ecografico, asi como los casos de anhidramnios en los
cuales no pudo realizarse una amniocentesis, fueron excluidos. Ambas situaciones son, en
general, escenarios que podrian tener peor prondstico, mayor grado de inflamacion intra-
amnidtica o una prevalencia mas alta de infeccidn intra-amnidtica. A pesar de ello, es
desconocido si presentan el mismo perfil cardiovascular y neurolégico que las pacientes
incluidas en nuestra cohorte.

Por otro lado, a pesar de que el estudio de liquido amnidtico en nuestro estudio permite
identificar bacterias aerobias, anaerobias, hongos y micoplasmas, existen ciertas infecciones,
como las viricas, que son indetectables con las técnicas utilizadas (301).

Otra limitacién es en relacidon con la definicidon heterogénea de inflamacion intra-amnidtica,
dado que existen distintas definiciones en la literatura, incluyendo la elevaciéon de otras
citocinas intra-amnidticas distintas a la IL-6 (302, 303) y distintos puntos de corte publicados
(72, 73).

En relacidon con la evaluacién de las areas del cuerpo calloso, el software utilizado requiere de
una imagen dptima y nitida de toda la extensidn del cuerpo calloso. En el Estudio 2 solamente

pudo obtenerse dicha imagen para la valoracién del area del cuerpo calloso en el 69% de las
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pacientes con APP o RPM pretérmino. Esto es debido a que el anhidramnios y las
presentaciones fetales anémalas en casos de RPM vy la limitacién en la ecografia transvaginal
dada la bolsa rota o el cérvix corto limitaron tanto temporalmente como técnicamente la
neurosonografia. Por Ultimo, la evaluacion postnatal para valorar la persistencia de los cambios
descritos y su significado clinico no estd incluido en estos estudios. Sin embargo, el seguimiento

postnatal de estas cohortes se ha realizado y estd pendiente de explotar.
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3. IMPLICACIONES CLINICAS

Los estudios presentados en esta tesis doctoral demuestran que los cambios cardiovasculares
y neuroldgicos descritos postnatalmente en pacientes nacidos prematuros tienen, en parte, un
origen prenatal. Estos resultados abren una ventana de oportunidad para tratar de detectar de
forma muy precoz (prenatal) aquellos fetos con mayor riesgo cardiovascular o neuroldgico. La
identificacion de estos pacientes podria permitir iniciar estrategias preventivas o de
seguimiento de estos pacientes de alto riesgo, incluso de forma prenatal. Esto es especialmente
importante en este punto critico del desarrollo, dado que estd demostrado que el seguimiento,
acciones preventivas o la estimulacidon neuroldgica son altamente eficaces en los primeros afios

de vida y tendran un efecto a largo plazo.

En el caso del riesgo cardiovascular, una dieta de calidad por parte de la paciente gestante (304),
la lactancia materna (305) o la instauracidon de unos habitos de vida saludables (306) desde

etapas tempranas han demostrado reducir este riesgo.

En el caso del neurodesarrollo, la lactancia materna (305), una dieta saludable o el Mindfulness
de la madre durante la gestacion (183, 307) han demostrado mejorar el neurodesarrollo. Las
terapias de estimulacién neurolégica también han demostrado ser mas eficaces si se inician lo

mas precozmente posible, idealmente durante los primeros afios de vida (308).

A pesar de que estos estudios son solamente la primera evidencia de que estos cambios existen
y que permitirian instaurar prevencién o terapias precoces, se necesitan mds estudios para
valorar la trascendencia clinica de estos cambios a nivel postnatal, definir posibles marcadores
prenatales identificadores de esta poblacion de alto riesgo, asi como definir qué estrategias

serian las mas adecuadas en nuestra poblacion.
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4. FUTURAS DIRECCIONES EN LA INVESTIGACION

Los dos estudios presentados demuestran la contribucién prenatal a los cambios
cardiovasculares y neuroldgicos descritos postnatalmente en pacientes nacidos después de una
APP o RPM pretérmino. A pesar de ello, en el campo de la medicina fetal y de la programacion
fetal, es especialmente importante correlacionar estos hallazgos prenatales con los cambios
postnatales. Es por ello que el seguimiento cardiovascular a los 6 meses de vida y el neuroldgico
al afo de vida se ha llevado a cabo en nuestra cohorte de pacientes y esta pendiente de
analizarse y publicarse. Si esta correlacién se confirma, la identificacion de los mejores
predictores prenatales de mayor riesgo cardiovascular o peor neurodesarrollo permitirian
establecer una estrategia eficaz para la identificacién temprana de estos nifios. El seguimiento,
no sélo a medio plazo como ya se ha realizado, sino a largo plazo, sera clave para establecer la
verdadera relevancia clinica de este estudio y la posibilidad de un cribado prenatal. Finalmente,
el analisis de coste-eficacia de posibles acciones preventivas sobre estos nifios serd importante
antes de establecer un circuito clinico para esta poblacidn. Por otro lado, ahondar en el estudio
del grupo de APP o RPM sin inflamacidn intra-amnidtica para establecer otras posibles causas
de estos cambios también sera importante para identificar qué fetos de este grupo son los que

presentan mas riesgo cardiovascular o peor resultado neuroldgico.
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CONCLUSIONES

1. Los fetos de madres que presentan una amenaza de parto prematuro o rotura prematura de
membranas pretérmino presentan una hipertrofia cardiaca concéntrica junto con una
alteracion de la funcidn diastélica subclinica y una funcién sistdlica preservada

(compensada).

2. Los fetos de madres que presentan una amenaza de parto prematuro o rotura prematura de
membranas pretérmino presentan mayores concentraciones en liquido amniético en el

momento del diagndstico de troponina | y propéptido natriurético cerebral N-terminal.

3. Los cambios ecocardiograficos y de biomarcadores en liquido amnidtico son mads
pronunciados en los casos de amenaza de parto prematuro o rotura prematura de

membranas pretérmino que presentan infeccion y/o inflamacidn intra-amniéticas.

4. Los fetos de madres que presentan una amenaza de parto prematuro o rotura prematura de
membranas pretérmino presentan cambios cerebrales estructurales que incluyen una
reduccion de las dimensiones del cerebelo, menor profundidad de las cisuras de Silvio y
parieto-occipital y una reduccién del area total del cuerpo calloso a expensas de las zonas

medio-posteriores.

5. Losfetos de madres que presentan una amenaza de parto prematuro o rotura prematura de
membranas pretérmino presentan mayores concentraciones en liquido amnidtico en el
momento del diagndstico de proteina B fijadora de calcio S100, enolasa neuroespecifica y

proteina acidica fibrilar glial.

6. Los cambios neurosonograficos y de biomarcadores en liqguido amnidtico son mas
pronunciados en los casos de amenaza de parto prematuro o rotura prematura de

membranas pretérmino que presentan infeccion y/o inflamacidén intra-amnidticas.
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