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1. INTRODUCCION

1.1 Importancia clinica y repercusion en la salud de las cardiopatias

congénitas

Las cardiopatias congénitas (CC) afectan a 8 de cada 1000
recién nacidos; el registro Europeo de Malformaciones Congénitas sitla
las CC en la malformacion congénita mas prevalente. Anualmente en la Unién
Europea nacen 36.000 nifios con CC,y se estima que 3000 casos mas
mueren debido a la interrupcion legal de la gestacion, muerte intratdtero o

neonatal (1).

La prevalencia global de CC no cromosOmicas es de 7 por cada 1.000
nacimientos, de los cuales un 3,6% fueron muertes perinatales, 20%
diagnosticados prenatalmente, y 5.6% interrupciones voluntarias del embarazo.
Las CC no cromosomicas severas afectan a 2,0 de cada 1.000 recién nacidos,
de los cuales el 8,1% son muertes perinatales, 40% son diagnosticados
prenatalmente, y 14% interrupciones de la gestacion (1).

Los avances técnicos en la cirugia cardiaca, las técnicas de
diagnéstico y el manejo postquirdrgico han permitido mejorar el
prondstico de estos pacientes. La supervivencia global en los nifios con CC
sometidos a cirugia cardiaca es del 95%. El pronéstico de las CC viene
condicionado, en gran parte, por sus consecuencias en el desarrollo del
sistema nervioso central (SNC). EI retraso psicomotor, déficits de
aprendizaje, dificultades académicas vy, en definitiva, las dificultades de
integracion en una sociedad cada vez mas exigente se convierten en las

secuelas mas invalidantes de este grupo de pacientes.

1.2 Impacto neuroldgico de la cardiopatia congénita
Hasta un 50% de los nifilos con CC muestran alteraciones en alguna de
las areas del neurodesarrollo (2), estas incluyen un amplio espectro de déficits

neuroldgicos subsecuentes, incluyendo alteraciones motoras, cognitivas,
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conductuales, sociales y de atencion. La mayoria de estudios que han
evaluado las alteraciones neuroldgicas en los nifios con CC se han centrado en

los factores asociados a la cirugia reparadora (3)(4)(5)(6).

1.2.1 Desarrollo neuroldgico después de cirugia cardiaca

La morbilidad neurolégica después de la reparaciéon de las cardiopatias
congénitas (CC) en la infancia es bien conocida, en particular se asocia a
complicaciones derivadas de la circulacion extracorporea hipotérmica y el paro
circulatorio hipotérmico profundo, realizados durante la cirugia, estos conllevan
una reduccién del suministro de O2 y por lo tanto un defecto de perfusiéon
cerebral durante la intervencion (4), que consecuentemente puede dar lugar a

lesiones neuroldgicas.

No obstante, a pesar de las grandes mejoras llevadas a cabo en las
tltimas 2 décadas para disminuir las secuelas neurologicas relacionadas con la
cirugia cardiaca y los grandes esfuerzos para identificar los factores de riesgo
asociados a la cirugia, el porcentaje de alteraciones en el desarrollo
neurolégico de estos nifios no es nada desdefiable. Los factores de riesgo
asociados con la cirugia y conocidos actualmente explican solo ~30% de las

alteraciones observadas en el desarrollo neuroldgico de estos nifios (7).

El un estudio llevado a cabo en 2015 (8), en el que se evaluaron mas de
1700 nifios afectos de CC, la cohorte mas amplia evaluada hasta la fecha, se
estudio el desarrollo neurolégico entre los 6 y 30 meses tras cirugia cardiaca
abierta, entre 1996 y 2009. Se evalu el indice de Desarrollo Psicomotor (PDI)
y un Indice de Desarrollo Mental (MDI). Los resultados mostraron que el 63.5%
y el 36.1% los nifios sometidos a cirugia cardiaca presentan un PDI y un MDI,
respectivamente, mas de una desviacion estandar por debajo de la poblaciéon
normal. Mientras que el 36.8% y el 15.3%, presentan un PDI y un MDI més de
2 desviaciones estandar por debajo la poblacién normal. Este mismo estudio
mostraba como estos resultados eran independientes del afio de nacimiento,

como muestra la Figura 1.
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Los factores que contribuyeron desfavorablemente a estos resultados
son el bajo peso al nacer, la poca educacion materna, sexo masculino,
presencia de anomalias genéticas y/o extracardiacas.

Los autores concluian que a pesar de la mejoria de las técnicas
quirdrgicas y el soporte post-quirdrgico, el nivel de desarrollo neurolégico ha
mejorado de forma muy modesta y no significativa a lo largo de los afos.
Postulan varias explicaciones para estos hallazgos. Factores ambientales y
caracteristicas propias del paciente, tales como la prematuridad, la presencia
sindromes genéticos y el estatus socioeconémico, pueden ser determinantes
mas importantes de los resultados en el desarrollo neurolégico que las

estrategias de manejo intraquirargico o los cuidados postoperatorios.

Figura 1. indice de Desarrollo Psicomotor (PDI) e Indice de
Desarrollo Mental (MDI) en nifios con CC sometidos a cirugia cardiaca

abierta, por afio de nacimiento.
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1.2.2 Desarrollo neuroldgico al nacimiento

Durante afios se creydé que el neurodesarrollo andémalo se producia
exclusivamente como resultado del dafio asociado a la cirugia abierta y a los
distintos procedimientos de soporte asociados, sin embargo, durante la Ultima
década se ha descrito que en una proporcion relevante de casos existen
signos de alteraciones del neurodesarrollo de forma pre o perinatal, antes de

que se realice cualquier procedimiento quirdrgico (9)(10) (11)(12)(13).

En los Ultimos afios se han publicado diversos estudios que muestran
alteraciones neuroldgicas en recién nacidos con CC después del parto y antes
de la cirugia cardiaca. En uno de estos estudios se realizaba una exploracion
neurolégica completa a los recién nacidos con CC a los pocos dias de vida, los
resultados muestran que en mas de la mitad de los casos (56%) se
evidenciaron anomalias neuroconductuales y neurolégicas, que incluian
hipotonia, hipertonia, nerviosismo, asimetrias motoras, ausencia de succion,

convulsiones, microcefalia y macrocefalica (10).

Estudios basados en pruebas de neuroimagen también han puesto de
manifiesto alteraciones importantes en el SNC de manera prequirdrgica. En
un estudio realizado en 2007, en el que se realizaron pruebas de resonancia
magnética (RM) y espectrografia magnética nuclear (MRS) a 49 fetos con CC,
se evidenciaron alteraciones en la difusion cerebral y en 13 (32%) casos
lesiones en la substancia blanca, hallazgos similares a los encontrados en
neonatos prematuros y que pueden ser reflejo de un desarrollo cerebral

anormal intradtero (11).

Estudios mas recientes han relacionado esta alteracion neurolégica con
el patrén de oxigenacion cerebral dependiendo del tipo de CC. Un estudio
llevado a cabo en 58 fetos con CC, pone de manifiesto que todos los fetos con
CC muestran diferencias significativas en las biometrias cefalicas, la perfusion

cerebral, el desarrollo cortical y el metabolismo cerebral en comparacion con
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fetos controles; y que estos cambios son mas pronunciados en los fetos afectos
de CC que se asocian a una reduccion en el suministro de sangre oxigenada al
cerebro (14), apoyando la hipétesis de que, durante la vida fetal, la morfologia
anormal del corazon altera el flujo sanguineo dando como resultado el
suministro de sangre desaturada al cerebro, causando cierto grado de hipoxia

cerebral.

1.3 Cardiopatias congénitas. Resultados perinatales y patrones de

crecimiento prenatal.

Varios estudios han analizado el crecimiento uterino de los fetos con CC.
El precursor y principal de todos ellos, el Baltimore Washington Infant Study,
apunt6 que los recién nacidos con CC tiene un peso al nacimiento menor, y
esta diferencia se mantenia tras ajustar los datos por factores de confusion

maternos y fetales (15).

Un estudio posterior basado en la misma poblacién, estudio los patrones
de crecimiento segun el tipo de CC; observdé que los recién nacidos con
transposicion de grandes arterias tenian un peso normal al nacer, pero un
volumen cefélico menor en relacion con el peso al nacimiento. Mientras que los
recién nacidos con tetralogia de Fallot presentaban todas las biometrias de
menor tamafio, pero de manera simétrica. Los recién nacidos con corazén
izquierdo hipoplasico, en cambio, a pesar de presentar todas sus biometrias
menores, tenian un volumen cefalico desproporcionadamente pequefio en
comparacion con el resto de biometrias. Estos hallazgos sugieren que los
distintos patrones de circulacion fetal, derivados del tipo de CC, pueden

condicionar patrones anormales de crecimiento fetal (16).
Estudios posteriores se han llevado a cabo, siguiendo esta linea,

reportando hasta un 25% de recién nacidos con un peso al nacimiento por
debajo del percentil 10 (pequeios para la edad gestacional)(17) .
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1.4 Retraso de crecimiento intrauterino (RCIU). Etiopatogenia

El retraso de crecimiento intrauterino (RCIU), es el término utilizado para
describir un feto que no ha alcanzado su potencial de crecimiento debido a

factores genéticos o ambientales (18).

Tradicionalmente, se ha definido el RCIU como un peso fetal por debajo
del percentil 10 peso para la edad gestacional (19) (20). Actualmente se tienen
también en cuenta parametros Doppler (21)(22), de tal manera que en la
practica clinica se reserva el térmico RCIU para aquellos fetos con un peso
estimado por ecografia por debajo del percentil 10 asociado a un indice de
pulsatilidad (IP) del Doppler de la arteria umbilical por encima del percentil 95
para la edad gestacional y aquellos con peso por debajo del percentil 3
independientemente de las caracteristicas Doppler. Reservando el término
pequeio para la edad gestacional (PEG) para aquellos fetos cuyo crecimiento

se encuentran entre el percentil 3y el 10 con Doppler normal.

Se han descrito diversas causas para el desarrollo de RCIU, de origen
materno, placentario y fetal (23)(24)(25)(26).

1. Causa Fetal (27)
 Anomalias genéticas (5-20%): donde se incluye aneuploidias
(incluyendo triploidias), disomia uniparental, mutaciones de un
solo gen, delecciones o duplicaciones parciales.
» Infecciones fetales (5-10%): Citomegalovirus y toxoplasma son las
infecciones mas frecuentes en nuestro medio.
* Anomalias estructurales fetales
* Gestacién multiple
2. Causa materna
* Factores genéticos maternos

 Edades maternas extremas
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 Enfermedades maternas: tales como Diabetes, enfermedades
autoinmunes, enfermedad cardiovascular, enfermedad renal o
hipertension cronica.

» Toxicos: alcohol, drogas, tabaco, farmacos

e Técnicas de reproduccion asistida

» Bajo peso materno, escasa ganancia ponderal durante la
gestacion, malnutricion.

» Periodo intergenésico corto

3. Causa Placentaria
* Insuficiencia  (tero-placentaria  (causa mas  frecuente,

aproximadamente 30% del total de casos).

4. Causa idiopatica: fetos constitucionalmente pequefios y/o de causa

desconocida.
Hoy en dia se postula que la mayoria de los RCIU verdaderos son de

causa placentaria y que su origen puede tener lugar de forma precoz en la

gestacion (28).

1.4.1 RCIU e insuficiencia placentaria

El crecimiento fetal normal depende del potencial de crecimiento
genéticamente determinado y es modulado por factores maternos, fetales,
placentarios y extrinsecos (29). ElI RCIU supone un fracaso en alcanzar dicho
potencial. El diagnostico de dicha entidad se puede sospechar clinicamente,
pero su confirmacién se realiza mediante la ecografia prenatal, asi como su
seguimiento. Una vez establecido el diagnostico de RCIU es necesario
establecer un adecuado manejo fetal y materno con una estrecha

monitorizacion del bienestar fetal.
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En los RCIU secundarios a insuficiencia placentaria, la restriccion de
crecimiento intrauterino es debida a un inadecuado aporte de oxigeno y

nutrientes, como consecuencia de una insuficiencia utero-placentaria (28).

1.5 Placentacion normal.

En la gestacion normal, se producen una serie de cambios vasculares,
gue son claves para la correcta formacion placentaria. Gran parte de estos
cambios, se dan a nivel de las arterias especiales maternas del lecho
placentario. Estas presentan una serie de cambios fisioldgicos, que seréan
claves para la correcta formacion placentaria. Las paredes de dichas arterias
contienen una capa elastica de tejido muscular similar a la de otras arterias de
del organismo y, por lo tanto son vasoactivas. El embarazo requiere un aporte
sanguineo hasta en 10 veces mayor, para que esto sea posible las arterias
espirales deben transformarse en vasos de baja resistencia. Estos cambios
vasculares fisiolégicos tienen lugar gracias a la interaccion entre el trofoblasto y

los tejidos maternos.

El proceso tiene lugar en dos fases: la primera entre las semanas 6-12 de
gestacion y la segunda entre las semanas 16-20 de gestacion. En la primera
fase (figura 2) las células del trofoblasto alcanzan las arterias espirales
maternas, y penetran en su luz, formando acumulos intraluminales, que son
basicos las primeras semanas de gestacion, ya que regulan el aporte de
oxigeno al embridbn. En una segunda fase, las células del trofoblasto
reemplazan las células endoteliales de las arterias espirales e invaden la capa
media del vaso, destruyendo el tejido elastico, muscular y nervioso de esta capa
vascular. Las células del trofoblasto se incorporan en la pared vascular hasta

alcanzar el espesor del miometrio (Figura 3).

Este proceso de invasién trofoblastica, resulta en una transformaciéon de las
arterias espirales maternas, de vasos de pequefio calibre (alta resistencia) a
vasos de alto calibre (baja resistencia) capaces de proporcionar perfusion

placentaria adecuada para sostener el crecimiento fetal (30) (31)(32).
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Figura 2. Invasion del trofoblasto en las arterias espirales maternas

Figura 3. Segunda fase de la invasion del trofoblasto en las arterias
espirales maternas. El trofoblasto reemplaza las células endoteliales e invade
la capa media del vaso, destruyendo el tejido elastico, muscular y nervioso de
esta capa vascular. Las células del trofoblasto se incorporan en la pared

vascular hasta alcanzar el espesor del miometrio

1.6 Insuficiencia placentaria.

Una deficiente invasion trofoblastica de las arterias espirales en el
primero y principios del segundo trimestre parece estar en el origen de la
alteracion de la circulacion uteroplacentaria. La primera invasion del trofoblasto
tan solo alcanza uno o dos tercios de la capa de la decidua y la conversiéon de
la capa muscular de estos vasos no se consiguen. Consecuentemente la
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segunda invasion trofoblastica no se produce o es minima. Esto da lugar a una
perfusion placentaria anomala, que es restrictiva, hecho que se hace mas
patente a medida que avanza la gestacion y la demanda del feto aumenta
(Figura 4).

Figura 4. Placentacion normal y placentacion anémala (30)

Preeclampsia

. Myometrium . FCYRT Myometrium

Este hecho no solo se da en casos de RCIU, sino que la preclamsia, el
Obito fetal y el desprendimiento de placenta, también son manifestaciones de la

insuficiencia placentaria.

Se ha demostrado que en la preclamsia, los citotrofoblastos no adoptan un
fenotipo endotelial invasivo. Por esa razon, la invasion de las arterias espirales
es poco profunda y siguen siendo vasos de pequefio calibre, con alta resistencia
(30).

Esta placenta anOmala, responde a la hipoperfusion produciendo
factores que son liberados a la circulacion materna y fetal pudiendo causar
alteraciones sistémicas en la funcién celular endotelial (30)(33)(34)(32)(31)(35).
Las alteraciones del desarrollo placentario se han asociado a alteraciones en
los niveles de determinados factores angiogénicos.

1.7 Angiogénesis, factores angiogénicos y antiangiog énicos

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos

sanguineos a partir de capilares preexistentes. Es un fendomeno fisiolégico
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durante la embriogénesis, el crecimiento del organismo y la cicatrizacion (36)
(37). Sin embrago también juega un papel fundamental en procesos
patolégicos como el crecimiento tumoral o la formacion de metastasis (38) (39).
El proceso de placentacion normal requiere también de un proceso de

angiogénesis.

La angiogénesis es un proceso complejo que comprende varias etapas,
incluyendo la migracion y la proliferacion de les células endoteliales (36) (40).

La regulacion de la angiogénesis se lleva a cabo mediante un perfecto
equilibrio entre la produccion y la liberacién de diversos factores estimulantes
(factores angigogénicos) e inhibidores (factores anti-angiogénicos), que varian
en funcidon de las necesidades y el tipo de tejido. Un numero elevado de
enfermedades se caracteriza por alteraciones del proceso angiogénico, tanto

por insuficiencia como por exceso de angiogénesis.

Normalmente, en la mayoria de tejidos existe un predominio de factores
antiangiogénicos, bloqueando de esta manera el crecimiento. Delante
determinados situaciones o insultos, como la hipoxia, se desencadenan una
serie de procesos que estimulan la formacion de factores angiogénicos e
inhiben los antiangigénicos, promoviendo asi la formacion de nuevos vasos.

Entre los principales actores angigénicos se encuentra el vascular
endotelial growth factor (VEGF).

El Vascular endotelial growth factor (VEGF), también llamado Vascular
permeability factor (VPF), es una proteina dimérica aislada en distintos tipos
celulares, tiene una funcién agigogénica, actuando directamente en las células
endoteliales promoviendo su division, crecimiento y migracion. También es un
potente vasodilatador, incrementando la permeabilidad de los capilares a
diferentes tipos de macromoléculas (41) (42). El término de VEGF incluye a
varias proteinas entre las que se encentran el VEGF-A y el Placental growth
factor (PIGF) (43), las funciones de cada una de estas proteinas se encuentra

resumida en latabla 1.
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Tabla 1. Funcién de distintos tipos de VEGF

Tipo Funcion

VEGF-A * Angiogénesis
- Migracion células endoteliales
- Mitosis de células endoteliales
- Creacion de la luz de los vasos
sanguineos
- Creacion de fenestraciones de los
vasos
* Quimiotactico para macréfagos y
granulocitos
* Vasodilatacion
Importante para la vasculogénesis
« También necesario en isquemia,
inflamacion, cicatrizacion y cancer.

PIGF

Los miembros de la familia VEGF realizan su funcién en las células
diana a través de tres receptores localizados en las células endoteliales y otros
tipos celulares: VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3 (44). VEGF-A se une a
VEGFR-1 (Flt-1) y VEGFR-2 (KDR/FIk-1) (Figura 5) (45).

Figura 5. VEGF y su union a los distintos receptores

VEGF-A VEGF-C

Ligand | VEGF-B
\ VEGF-E VEGF-D

-

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Receptor
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La unidon de VEGF-A y PIGF a VEGFR-1 conduce a la proliferacion
celular, migracion y aumento de la permeabilidad celular dando como resultado
la vasculogénesis y la angiogénesis; la union de VEGF-A a VGFR-1, activa

también estos dos procesos, ademas de la linfangiogenesis embrionaria (44).

El mRNA pre-mensajero de VEGF-1, puede dar lugar mediante un
splicing alternativo al Soluble fms-like Tyrosine Kinase 1 (sFlt-1), una proteina
soluble sin dominio citoplasmatico, que actia como un potente antagonista del
VEGF y del PIGF, ya que se une a éstas proteinas y de esta forma evita la

interaccién de dichas proteinas con sus receptores (Figura 6) (46)

Figura 6. En el esquema de la izquierda se puede observar la union
normal de VEGF a su receptor VEGF-1 o Flt-1. En el esquema de la derecha

se representa como el factor antiangiogénicos sFlt-1 se une a VEGF i pIGF,

4 4

Citoplasma Flt-1 Flt-1

impidiendo asi su unién al receptor.

Membrana
celulor

La produccion de VEGF puede inducirse en células que no estan
recibiendo suficiente oxigeno. En casos de hipoxia se desencadena una serie
de procesos que estimulan la liberacion de VEGF, que se une a los receptores
de VEGF en las células endoteliales, desencadenando asi una via que

conduce a la angiogénesis.
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1.8 Relacion de los factores angigoogénicos con la insuficiencia

placentaria (preclamsia y retraso de crecimiento).

El proceso de placentacibn normal requiere un proceso de
angigogénesis fisiolégico, en el que juegan un papel importante diferentes
factores angigogenicos, entre ellos, los mas destacables VEGF, PIGF y sFlt-1.

Existe una amplia evidencia de que en gestaciones con insuficiencia
placentaria existe una desequilibro en la expresién de estos factores, asi como

de sus receptores (47) (48).

Como ya hemos comentado Las principales manifestaciones de la
insuficiencia placentaria son la preclamsia (PE) y el retraso de crecimiento
intrauterino (RCIU). La preclamsia (PE) es un cuadro clinico especifico del
embarazo, que cursa principalmente con hipertension y proteinuria, a parte de
otras afectaciones sistémicas y se manifiesta mas alla de las 20 semanas de

gestacion.

En la actualidad, hay evidencia que sugiere que el sindrome materno
que acompafa a la preclamsia es secundario a una placentacion anomala y
que dicha alteracion en la invasion del trofoblasto condiciona una hipoxia que
secundariamente produce un exceso de la expresion placentaria de sFlt-1 vy,
aunque sin estar aun del todo claro si el aumento de sFIt-1 es causa o
consecuencia de la alteracion de la invasion del citotrofoblasto en las arterias
espirales maternas. En todo caso jugaria un papel fundamental en la
etiopatogenia de la enfermedad placentaria empeorando la situaciéon de hipoxia
(49).

Se ha observado un aumento de los niveles de sFlt-1 circulantes
en suero de pacientes con preclamsia, asociado a un descenso de los niveles
de VEGF y PIGF, y que este desequilibrio en la sintesis placentaria de los
factores angiogénicos parece afectar también al endotelio materno

contribuyendo al desarrollo de la PE (50).

La Soluble endolgin (sEng), otra proteina antiangiogénica circulante que
inhibe la unién del VEGF a sus receptores, actia junto con sFltl induciendo

28



hipertension, proteinuria y lesion glomerular, tipicas lesiones de la PE, en ratas
(50). A de mas se ha demostrado que los niveles de sEng en suero, se
incrementan semanas antes de la aparicion de la PE en gestantes, este
aumento se acompafia de un incremento en el ratio de sFlt-1/PLGF, y sus
niveles se relacionan con la severidad del cuadro (51). Estas mismas

alteraciones se han observan en casos de RCIU (52) (53) .

Las alteraciones en los factores pro y antiangiogénicos, en los casos de
PE y RCIU estan presentes ya en el primer trimestre de la gestacion,
permitiendo la deteccién de estas pacientes de riesgo (54) antes de que se

presente clinicamente la enfermedad.

Estudios recientes indican que el ratio sFlt-1/PIGF es el marcador mas
atil para el diagnostico de preclamsia (55)(56) y lo que es mas importante,
determina las pacientes con mayor riesgo de resultados maternos o fetales
adversos (57). El incremento en los niveles de suero de sFlt-1 y la reduccion en
los niveles de PIGF, los cuales provocan un aumento en el ratio sFlt-1/PIGF,
pueden detectarse en la segunda mitad del embarazo en mujeres con riesgo a
desarrollar complicaciones derivadas de la insuficiencia placentaria, cuyos

diagnésticos no solo incluyen la PE, sino también RCIU o muerte fetal (53).

1.9 Relacion de los factores angiogénicos y las cardiopatias congénitas.

Modelos animales

Existen evidencias de modelos animales, de la implicacion de los

factores angiogénicos en la formacion cardiaca.

Estudios realizados con embriones de ratdbn mutados para el gen de
VEGF-A, demostraron una disfuncion cardiovascular, causante de la muerte de
estos a los 9 dias. Los embriones presentaban en heterocigosis un alelo
inactivado del gen VEGF-A, dando como resultados un 50% en la expresion de
este factor angiogénico, que resultd en una formacion vascular anémala letal
(58).
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Posteriormente se demostrd la importancia de la correcta expresion de
VEGF-A para la correcta morfogénesis cardiaca. En un estudio en embriones
de raton mutados se observé que la sobrexpresion de VEGF-A da como
resultado severas alteraciones en la formacion cardiaca, que resultan en la
muerte de estos embriones a los 12-14 dias. Los embriones mutantes
mostraban una compactacion andmala del miocardio, sobreproduccion de
trabéculas, y una septacion ventricular defectuosa, a de mas de anomalias en

la remodelacién del tracto de salida del ventriculo izquierdo (Figura 7) (59).

Figura 7. WT: embrion no mutado KI/KI: embrion mutado. Se puede
observar como el embrion KI/KI (B), estd hidropico y con un corazoén
hipertréfico (C) en comparacion con el WT (A) (D); (E y F) seccién de corazén
de embriéon KI/KI, las flechas sefialan una trabeculacibn menor en comparacion
con el del embrion WT (G y H) Las flechas sefialan un defecto del septo

ventricular en el embrién KI/KI.

En un estudio con embriones de pez cebra se observo que al bloquear
selectivamente el receptor de VEGF a las 17-42 horas después de la
fecundacion resulta en defectos funcionales y estructurales a nivel de la
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formacion de las valvulas cardiacas, sefialando asi un papel importante de los

receptores de VEGF en la formacion valvular cardiaca (60).

Estos estudios y otros realizados en la misma linea (61) (62) sugieren
que la sefalizacion de VEGF desempefia un papel critico a lo largo de todo el
proceso de formacién cardiaca y que sus niveles deben estar estrictamente

regulados para la correcta morfogénesis cardiaca (63).

1.10 Relacién de los factores angiogénicos y las cardiopatias congénitas.

Ultimos avances

Estudios recientes llevados a cabo por nuestro grupo, demostraron que
en gestantes portadoras de un feto con una CC, los niveles en suero de PIGF a
las 11-13 semanas estan disminuidos, sugiriendo una alteracién a nivel de la
angiogeénesis placentaria. Est4 alteracidon se observdé en caso de defectos
conotruncales y valvulares, pero no en casos de obstrucciones de salida del
ventriculo izquierdo (LVTO) o Sindrome de hipoplasia del ventriculo izquierdo
(64).

Siguiendo esta linea estudiamos los niveles de factores pro y anti-
angiogenicos entre las 18 y las 37 semanas en el suero de gestantes
portadoras de un feto con CC, encontrando al igual que en el estudio anterior
un descenso de los niveles de PIGF y un aumento de los de sFlt-1, en casos de
defectos conotruncales y valvulares, no asi en los casos de LVTO; en un
segundo tiempo analizamos los valores de sFlt-1 en sangre de corddén en
recién nacidos con CC, resultando también elevados y reafirmando una posible
alteracion intrinseca de la angiogénesis que conduce a la formacién anormal
del corazon de estos fetos y que probablemente también esta presente en las
células trofoblasticas (65).

En este mismo estudio investigamos la expresion de distintos factores
angigogenicos asi como marcadores de hipoxia tisular en tejido cardiaco de
fetos procedentes de interrupciones de la gestacion por CC y se compararon

con controles, observando un aumento significativo en los niveles de VEGF-A 'y
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sFlt-1 en los fetos con CC, y mostrando asi la primera evidencia de un proceso

angigogénico anormal en tejido cardiaco fetal humano.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En estudios previos realizados en gestaciones afectas de CC, nuestro
grupo relaciond por primera vez la presencia de un disbalance angiogénico en
las mujeres con un feto afecto de cardiopatia congénita. Observamos valores
disminuidos de PIGF en suero materno a las 11-13 (64) y a las 18-37 semanas
de gestacion (66), asi como valores aumentados de sFlt-1, lo que indica que la
placenta en casos de feto afecto de CC presentaban una alteracion de la
angiogénesis. Esta conclusion derivd a preguntarnos dos hipotesis, en primer
lugar si estas pacientes, en consecuencia presentaban mayor riesgo de
complicaciones derivadas de la insuficiencia placentaria y en segundo lugar los
efectos de dicho ambiente anti-angiogénico a nivel fetal, tanto en lo que se
refiere al crecimiento fetal como en lo referente al mayor riesgo de

neurodesarrollo anbmalo que presentan estos nifios.

Es por todo ello, que nuestro grupo, y especialmente una de las
directoras de esta tesis, la Dra. Llurba, con una amplia experiencia
investigadora en el campo de las complicaciones derivadas de la insuficiencia
placentaria, nos propusimos evaluar la posible relacion entre las CC y la
insuficiencia placentaria, lo que llevo a la realizacion del primer estudio de esta

tesis.

A partir de los resultados de este estudio, en el que se determina una
mayor incidencia de complicaciones relacionadas con la insuficiencia
placentaria, tales como la PE y el RCIU, en las gestaciones con fetos afectos
de CC; quisimos evaluar qué papel juega la placenta en los cambios
biométricos de los fetos con CC tanto a nivel cerebral como corporal, asi como
determinar si existe un deterioro en estas biometrias durante toda la gestacién
y si estos cambios estan relacionados con los distintos tipos de oxigenacion

cerebral en las distintas CC.

Ademas, en este segundo estudio planteamos confirmar la presencia de

unas biometrias cefalicas mas pequefias en estos casos ya que actualmente, y
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gracias a los avances técnicos en la cirugia cardiaca, las técnicas de
diagnostico y el manejo postquirdrgico han permitido mejorar el pronéstico de
estos pacientes, pero sin embargo, no se ha conseguido disminuir el riesgo de
desarrollar complicaciones neurologicas a medio y/o a largo plazo. Hasta un
50% de los niflos con CC muestran alteraciones en alguna de las areas del
neurodesarrollo (2). La mayoria de estudios que han evaluado las alteraciones
neurolégicas en los nifios con CC se han centrado en los factores asociados a
la cirugia reparadora (3). Durante afios se crey0 que el neurodesarrollo
anomalo se producia como resultado del dafio asociado a la cirugia abierta y
procedimientos de soporte asociados, sin embargo, recientemente se ha
descrito que en una proporcion relevante de casos existen signos de
alteraciones del neurodesarrollo de forma pre o perinatal, antes de que se

realice cualquier procedimiento quirargico (9) (10).

A pesar de la importancia y la frecuencia de estas complicaciones, asi
como de la evidencia acumulada sobre la relacion de las CC con
neurodesarrollo andbmalo, no se conoce las causas por las que se produce esta
lesion ni los factores de riesgo que determinan mayor repercusion en el
neurodesarrollo, campo en el que desde hace afios esta trabajando nuestro
grupo. Por tanto en este segundo estudio, queriamos responder a la pregunta
de si la presencia de unas biometrias cefalicas mas pequefias al nacimiento o
en el tercer trimestre reportadas por otros grupos (67) estaba ya presente en el
segundo trimestre y también como evolucionaba a lo largo de la gestacion para
determinar mejor que condicionantes determinan su aparicion, como tipos de
cardiopatia y su relacion con los parametros de evaluacién Doppler cerebral y

placentarios.

Por ultimo, teniendo en cuenta estudios anteriores, en los que habiamos
estudiado la expresion de distintos factores angiogénicos, anti-angiogénicos y
distintos marcadores de hipoxia en tejido cardiaco de fetos con CC (66),
encontrando un desbalance antiangiogénico en este tejido, que apuntaba a un
disbalance angiogénico intrinseco que podia haber contribuido a la patogénesis

de la malformacién, quisimos estudiar si esta disregulacion se produce también
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en las vias angiogénicas implicadas en el desarrollo vascular cerebral,

pudiendo asi causar un mayor riesgo de lesion neuroldgica en estos fetos.
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3. HIPOTESIS

3.1 Hipdtesis principal

La hipotesis de nuestro estudio es que, en los fetos con cardiopatia
congénita, existe desregulacion de las vias relacionadas con la angiogénesis
gue afectaria diversos sistemas como la placenta y el sistema nervioso central.
A nivel placentario condicionaria cierto grado de insuficiencia placentaria que
daria lugar a un mayor riesgo de preclamsia materna y restriccion de
crecimiento fetal. Y a nivel neuroldgico, la presencia de una alteracion del
desarrollo vascular y del aporte de oxigeno cerebral muy precoz que

contribuiria al mayor riesgo neuroldgico que presentan estos nifios.

3.2 Hipotesis especificas

1. Las mujeres embarazadas que llevan un feto con CC tienen un mayor
riesgo de presentar complicaciones secundarias a insuficiencia
placentaria, tales como PE, eclampsia, sindrome HELLP, muerte fetal

intrattero y RCIU.

2. Existen cambios en los parametros biométricos y Doppler placentario y

cerebrales en los fetos con CC de forma precoz.
3. En las CC se produce una desregulacion en las vias de angiogénesis

implicadas en el desarrollo cerebral que pueden determinar un mayor

riesgo de deterioro neurologico.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal

Profundizar en la relacion entre la existencia de un cierto grado de
insuficiencia placentaria y las complicaciones perinatales y del desarrollo en los

fetos con cardiopatia congénita.

4.2 Objetivos secundarios

1. Describir las complicaciones secundarias a insuficiencia placentaria

presentes en las gestaciones con fetos con CC.

2. Evaluar la relacién entre el desarrollo cefalico durante el periodo fetal y
la insuficiencia placentaria segun el grado de oxigenacién cerebral

determinado por el tipo de CC.

3. Estudiar la expresion de distintos factores angigogénicos vy
antiangiogénicos y de hipoxia cronica en dos areas distintas de tejido
cerebral (I6bulo frontal y ganglios basales) de fetos humanos euploides

cony sin CC.
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5. ESTUDIOS

Esta tesis es el resumen de tres trabajos realizados siguiendo una
misma linea de trabajo en relacion al papel de los factores angigogénicos en el
desarrollo neurolégico de los fetos de CC. En este capitulo se enumeran los

tres trabajos, asi como su estado de publicacion.

5.1 Estudio 1: Complicaciones derivadas de la insuficiencia placentaria en
gestantes portadoras de fetos con cardiopatia congénita
(Anexo 1)

Aina Ruiz, Queralt Ferrer, Olga Sanchez, Irene Ribera, Silvia Arévalo, Onofre
Alomar, Manel Mendoza, Lluis Cabero, Elena Carreras, Elisa Llurba

J Matern-Fetal Neonatal 2016 Oct; 29 (20):3271-5

Doi: 10.3109/14767058.2015.1121480

Estado: Publicado
Factor de impacto: 1.674

5.2 Estudio 2: Cambios longitudinales en las biometrias y la
hemodinamica cerebroplacentaria en fetos con cardiopatia congénita.
(Anexo 2)

Ruiz A, Cruz-Lemini M, Masoller N, Sanz-Cortés M, Ferrer Q, Ribera |, Martinez
JM, Crispi F, Arévalo S, Gomez O, Pérez-Hoyos S, Carreras E, Gratacos,
Llurba E.

Ultrasound Obstet Gynecol 2016 May 23.

Doi: 10.1002/u0g.15970.

Estado: Publicado
Factor de impacto: 4.254
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5.3 Estudio 3: Expresion cerebral de distintos genes angiogénicos en las
cardiopatias congénitas.
(Anexo 3)

Olga Sanchez, Aina Ruiz-Romero, MD; Carmen Dominguez, Queralt Ferrer,

Irene Ribera, Jaume Alijotas, Silvia Arévalo, Lluis Cabero, Elena Carrerras,
Elisa Llurba

Estado: pendiente de aceptacion.
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6. METODOS

6.1 Estudio 1: Complicaciones derivadas de la insufi ~ ciencia placentaria en

gestantes portadoras de fetos con cardiopatia congénitas

Se realiz6 un estudio de cohortes retrospectivo en gestaciones
consecutivas con CC en la Unidad de Medicina Fetal del Hospital Universitario
de Vall d'Hebron, entre diciembre de 2003 y diciembre de 2014. Sélo los fetos

con CC severas se incluyeron en el estudio, y se clasificaron en 3 grupos (66):

1. Defectos valvulares auriculo-ventriculares: defectos del septo
interventricular, defectos del septo auriculo-ventricular, anomalias de

Ebstein y atresia tricuspidea.

2. Anomalias conotruncales: Transposicion de grandes arterias,
tetralogia de Fallot y ventriculo derecho de doble salida.

3. Obstrucciones de salida del ventriculo izquierdo (LVOT): Estenosis
de la véalvula Adrtica, Coartacién de Aorta, Sd. Shone e hipoplasia

de ventriculo izquierdo.

La distribucion en funcion del grupo se encuentra resumida en la tabla 2.
Las anomalias cardiacas no estructurales tales como tumores o
arritmias, los defectos cardiacos leves y las anomalias del sistema venoso

fueron excluidos.
Los resultados perinatales de las gestantes con un feto afecto de CC

fueron comparados con mujeres con los de 6025 gestantes de bajo

riesgos, seguidas en nuestro centro entre 2012 y 2013.
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Tabla 2. Clasificacion y distribucion de los casos en los 3 grupos de CC

1. Defectos valvulares auriculo -ventriculares 104
Defectos septales 36
Defectos del septo auriculo-ventricular 19
Anomalia de Ebstein 6
Atresia tricuspidea 10
Atresia pulmonar con septo ventricular integro 20
Transposicion de grandes arterias corregida 5
Ventriculo izquierdo de doble entrada 8
2. Anomalias Conotruncales 102
Transposicion de grandes arterias 62
Tetralogia de Fallot 23
Ventriculo derecho de doble entrada 14
Tronco arterial comun 2
Ventana aorto-pulmonar 1
3. Obstruccién de salida del ventriculo izquierdo (LVOT) 73
Estenosis Adrtica 3
Coartacion de Aorta 43
Interrupcioén de arco Adrtico 1
Atresia mitral 8
Hipoplasia de ventriculo izquierdo 18
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6.1.1 Variables del estudio

Se recogieron las siguientes variables:

a. Variables demograficas: edad, peso, talla, IMC, raza, habito tabaquico,
método de concepcidn, paridad.

b. Antecedentes médicos y obstétricos: Hipertension cronica, Diabetes,
preclamsia, RCIU, muerte fetal intrautero.

c. Variables referentes a la gestacion: Numero de fetos, estudio genético,
interrupcion voluntaria de la gestacion.

d. Variables ecograficas: tipo de CC, biometrias fetales, peso fetal
estimado, Indice de pulsatilidad (IP) de la arteria umbilical, IP de la
arteria cerebral media, IP de las arterias uterinas.

e. Complicaciones de la gestacion: preclamsia, eclampsia, Sd. Hellp, RCIU,
desprendimiento de placenta (DPPNI), muerte fetal intrauterina.

f. Variables referentes al parto: semanas de gestacion al parto, tipo de

parto, peso del recién nacido, peso de la placenta.

6.1.2 Analisis estadistico

Para la comparacion de las diferentes variables cualitativas vy
cuantitativas se utilizaron las pruebas de Chi-cuadrado (X2), la prueba exacta
de Fisher, o la prueba U de Mann-Whitney, segin conviniera. Se consideraron
estadisticamente significativos valores de P < 0,05.

Las pruebas T-Student no pareada, U de Mann-Whitney, Kruskal-Wallis
y la prueba de comparacion mdltiple post-test de  Dunn
se utilizaron para determinar las diferencias entre grupos en la tasa de

preclamsia.
Con el objetivo de poder realizar una comparacion independiente de la
edad gestacional, los pesos fetales al nacimiento fueron normalizados

utilizando Z-scores

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa Prisma
GraphPad Software (GraphPad, versibn 5.0b, San Diego, CA) vy
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el Statistical Package for Social Sciences software (SPSS 17.0;
Chicago, IL).

6.2 Estudio 2: Cambios longitudinales en las biometrias y la

hemodinamica cerebroplacentaria en fetos con cardiopatia congénita.

Se realizd un estudio retrospectivo de casos de fetos con CC
diagnosticados en 2 centros terciarios de Barcelona: Hospital Universitari Vall
d'Hebron y BCN Natal. La poblacion de estudio fueron mujeres embarazadas
que acudieron a las unidades de cardiologia fetal de los respectivos hospitales
para la realizacion de una ecocardiografia fetal entre junio de 2010 y diciembre
de 2014. Se incluyeron todas aquellas pacientes con el diagnostico de CC
mayor. Como criterios de exclusion se consideraron: embarazos con edad
gestacional < 20 semanas o0 > 25 semanas, malformaciones extracardiacas
asociadas, presencia de anomalias cromosémicas, arritmia asociada, afeccién
materna que podria afectar la hemodinamica fetal, como la diabetes, la
enfermedad de la tiroides o la preclamsia, el embarazo mdltiple y la anemia

fetal.

Con el fin de analizar el efecto en el desarrollo cerebral segun el patron
de oxigenacion dependiendo del tipo de CC, se estratificd la poblacion de
estudio en tres grupos, utilizando la misma clasificacion previamente publicada
(67)(14):

* Grupo 1: Bajo contenido de sangre placentaria (sangre oxigenada, rica
en nutrientes), se incluyen en este grupo obstrucciones severas del
tracto de salida del ventriculo izquierdo (LVOT) con flujo reverso en el
istmo aortico (y por lo tanto con una perfusion sanguinea cerebral
retrograda a través del ductus arterioso) y la transposicion de
grandes arterias (TGA) con el flujo sanguineo aértico originado en el

ventriculo derecho (Figura 8).
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e Grupo 2: Contenido intermedio de sangre placentaria y sistémica
(desoxigenada, pobre en nutrientes) debido a derivaciones
intracardiacas (defectos septales, defectos conotruncales distintos de la
TGA 'y CC complejas) (Figura 9) .

* Grupo 3: Alto contenido de sangre placentaria, se incluyen CC en las
gue la sangre que perfunde el cerebro proviene del ventriculo izquierdo
a través de una Aorta formada correctamente, es decir CC derechas,
tales como estenosis pulmonar, atresia tricispide, anomalia de Ebstein

y atresia pulmonar (Figura 10).

El protocolo del estudio fue aprobado por los comités de ética de ambos
hospitales y se obtuvo el consentimiento por escrito de todas las

gestantes que participaron en el estudio.

Figura 8 Obstruccion severa del tracto de salida del ventriculo
izquierdo (LVOT) (68). Se puede observar el nulo flujo de sangre placentaria
(color rojo) a través de la Aorta y como el aporte sanguineo cerebral es mixto
de sangre oxigenada (roja) y desoxigenada (azul), y se produce de manera
reversa a través del istmo aortico desde el Ddctus arterioso.
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Figura 9. Tetralogia de Fallot. (68). Irrigacion del cerebro a través de la
Aorta, obsérvese el contenido intermedio de sangre placentaria (roja) y
sistémica (azul) debido a derivaciones intracardiacas (defectos septales,

defectos conotruncales distintos de la TGA y CC complejas)

Figura 10. Atresia tricuspidea (68). La sangre que perfunde el SNC es
sangre con un alto contenido de sangre placentaria, se incluyen CC en las que
la sangre que perfunde el cerebro proviene del ventriculo izquierdo a traves de

una Aorta formada correctamente,
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6.2.1 Variables del estudio:

Se recogieron las siguientes variables:

a. Variables demogréficas: edad.

b. Variables perinatales: preclamsia, semanas de gestacion al parto, tipo
de parto.

c. Variables neonatales: sexo, peso del recién nacido, percentil de peso del
recién nacido, talla al nacimiento, perimetro cefélico al nacimiento, Apgar
y phmetria.
La talla al nacimiento y el perimetro cefalico se convirtieron en Z-Scores

(Zs), utilizando datos normalizados publicados (69).

6.2.2 Evaluacion ecografica

La edad gestacional en el momento de la exploracion se calculé en base
a la longitud craneo-caudal (CRL) obtenida en la ecografia de cribado del
primer (70).

Se realiz6 una ecografia completa en cada feto utilizando un Voluson E8
(GE Healthcare Ultrasound, Milwaukee, WI, EE.UU.) o Siemens Sonoline
Antares (Siemens Medical Systems, Malvern, PA, EE.UU, ambas maquinas de
ultrasonidos equipadas con un transductor curvado convexo de 9-2 MHz.

El examen ecocardiografico se realiz6 de acuerdo con las guias clinicas
de la International Society of Ultrasound in Obstetrics and Gynecology (71). Se
evaluaron en dos dimensiones asi como mediante el Doppler pulsado y el
Doppler color: el eje y el situs cardiaco, la presencia de derrame pericardico, la
morfologia ventricular, venoatrial, atrioventricular y las conexiones
ventriculoarteriales, el tamafio y las relaciones de salida del ventriculo izquierdo
y derecho, los arcos ductal y adrtico, el septo auricular e interventricular y el

flujo a través de las valvulas auriculoventriculares y semilunares.

El diagndstico prenatal de CC se confirmé en el posparto mediante una

ecocardiografia 0 mediante la autopsia en casos de muerte neonatal.
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Los parametros biométricos fetales evaluados fueron: el diametro
biparietal (BPD), la circunferencia cefalica (HC), la circunferencia abdominal
(AC) y la longitud femoral (FL), que fueron transformados en percentiles para la
edad gestacional (72)(73).

El peso fetal estimado fue calculado de acuerdo con el método de
Hadlock et al. (74); y tanto el peso fetal estimado como el peso al nacer fueron

calculados utilizando las curvas de referencia local (75).

Todos los pardmetros Doppler se evaluaron en ausencia de movimientos
fetales con suspension materna voluntaria de la respiracion. Las mediciones de
los parametros de Doppler pulsado se realizaron automaticamente a partir de
tres 0 mas ondas consecutivas, con un angulo de insonacién tan cerca de 0°

como fue posible.

Se evaluaron los siguientes parametros Doppler:

+ Indice de Pulstilidad (IP) de la Arteria umbilical (UA): su medicion se
realizé en un asa libre del cordon umbilical.

e |IP de la Arteria cerebral media (MCA): se midi6 en un corte
transversal del craneo fetal a nivel de su origen en el poligono de
Willis (76).

» Ratio cerebroplacentario (CPR): se calculé dividiendo el IP de la MCA
por el IP de la UA (77).

e |IP medio de la arteria uterina (UtA): se evalu6 con la sonda colocada
en el cuadrante inferior del abdomen, en un angulo medial, se
identificO mediante Doppler color su cruce con la arteria iliaca externa.
El IP medio de la UtA se calcula a partir de la media del IP de la

arteria uterina derecha e izquierda (78).

Los parametros se transformaron en Z Scores (Zs) y percentiles
considerando sus rangos de normalidad (76)(77)(78).

Cuando IP MCA y/ o CPR estaban por debajo del percentil 5 quinto, se
interpretd como signo de vasodilataciéon / redistribucién cerebral (77). EI IP
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medio de la UtA fue La Pl media considerado anormal por encima del percentil
95 (78).

6.2.3 Andlisis estadistico

Los datos se analizaron utilizando los paquetes estadisticos IBM SPSS
Statistics 21 y el Stata 13.1 (StataCorp College Station). Todos los parametros
se convirtieron en Zs utilizando datos normalizados publicados, a partir de una
poblacion de fetos sanos (72)(73)(76)(77)(78).

Un Zs de O corresponde a la media de los datos normales y los Zs de £ 1
y + 2 estan a 1 y 2 DS de la media, respectivamente. Las variables se han
expresado como media £+ DS o porcentaje (n). Los indices Doppler y los
parametros biométricos se compararon entre los grupos utilizando ANOVA de

un solo factor.

Para controlar los errores tipo 1 de inflacion, se realizaron
comparaciones post-hoc por parejas entre los grupos diagnésticos, aplicando
una correccibon de Bonferroni al valor p de cada test.

Las variables dicotbmicas se analizaron usando la x 2 y la prueba exacta de

Fisher, y se considerod estadisticamente significativa una p <0.05.

Para el andlisis de mediciones repetidas se utiliz6 un modelo mixto
lineal, con un componente de tendencia cuadratica para la edad gestacional
incluido en el efecto fijo. Se incluyé una intercepcion aleatoria y una pendiente
en el componente de efecto aleatorio. Las variables de los distintos grupos de
CC se incluyeron en el modelo y se comprobaron para la interaccion. Las

predicciones de efecto fijo se representaron frente a las semanas de gestacion.

6.3 Estudio 3: Expresion cerebral de distintos genes angiogénicos en las

cardiopatias congénitas.

Se obtuvieron muestras de tejido cerebral de fetos afectos de CC,
producto de interrupciones del embarazo. Todas las pacientes proporcionaron

65



su consentimiento por escrito para el almacenamiento y el uso de muestras de
tejido con fines de investigacion y todas las muestras se obtuvieron del Banco
de Tejido Fetal del Hospital Universitario de Vall d'Hebron. Durante la autopsia,
nueve regiones diferentes del cerebro fueron disecadas y almacenadas de

acuerdo a un protocolo de muestreo estandarizado.

Para nuestro estudio, se seleccionaron dos regiones cerebrales: (1)
corteza frontal o (2) ganglios basales e hipotalamo. Las muestras de estudio se
compararon con muestras de fetos sanos, sin CC (grupo CTRL). Todas las
muestras de control provienen de interrupciones terapéuticas del embarazo

entre 17 y las 22 semanas de gestacion en mujeres sin otra patologia.

6.3.1 Extraccién y PCR en tiempo real (RT-PCR) cuantificacion de mRNA

El tejido cerebral fetal, de la corteza frontal o de los ganglios basales y el

hipotalamo, se utilizaron para la extraccion total de ARN.

Las muestras de tejido encefalico congelado se extirparon (menos de
100 mg) usando mortero y maja, sumergidas en QIAzol Lysis Reagent (Qiagen)
y completamente homogeneizadas (20-40 s) con un homogeneizador (ULTRA-
TURRAX T 10 basic Disperser / Homogenizer, IKA Works).

El ARN total se extrajo y se traté con DNasa utilizando el tejido lipidico
RNeasy® (Qiagen) de acuerdo con el protocolo del fabricante. El rendimiento e
integridad de ARN se cuantificaron en un espectrofotdmetro NanoDrop ND-
2000 (Thermo Scientific). Se utiliz6 ARN (500 ng / reaccién) para la sintesis de
ADNCc con cebadores hexameros aleatorios (RevertAid H menos el primer kit de
sintesis de cDNA de hebra, Fermentas, St. Leon-Rot, Alemania). Los ensayos
de expresion génica TagMan inventariados (Tabla 3) y personalizados (sFlt-1)

se obtuvieron de Applied Biosystems.
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Las secuencias para cebadores sFlt-1 y sonda fueron las siguientes:
Forward,5'-GGGAAGAAATCCTCCAGAAGAAAGA-3';
Reverse,5-GAGATCCGAGAGAAAACAGCCTTT-3;

Y sonda, 5-AGTGCTCACCTCTGATTG-3' (79)

Los niveles de expresion de ARNm se normalizaron a los niveles de la
subunidad A de ARN-polimerasa Il dirigida a ADN humano (POL2A; ID de
ensayo Hs00172187 _m1l), y se us6 una muestra de control como calibrador. La
expresion relativa se calculé mediante el método Ct doble delta, utilizando el
software del sistema de deteccion de secuencias Prism 7000 (v1.2.3) de

Applied Biosystems.

Tabla 3. Ensayos de expresion genéica TagMan inventariados de
Applied Biosystems. HIF-1a, Hypoxia Inducible Factor 1l-alpha; HIF-2a,
Hypoxia Inducible Factor 2-alpha; VEGF-A, vascular endothelial growth factor
A; PIGF, placental growth factor.

Gen Ensayo TagMan

HIF1-a Hs00153153_m1l
HIF2-a Hs01026149 m1l
VEGF-A Hs00900055_m1
PIGF Hs00182176_m1

6.3.2 Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software GraphPad
Prism (GraphPad, version 5.0b, San Diego, CA, EE.UU.). Los resultados se
presentan como media mas DS. Se utilizé el test omnibus K2 de D'Agostino y
Pearson para determinar la distribucion normal de las variables. Cuando se
asumio la normalidad, los datos se analizaron por un lado con el test no
pareado de Student, y por otro lado se utilizé el test U de Mann-Whitney para
las variables no paramétricas. El umbral de p-valor utilizado para las diferencias

significativas fue inferior a 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1 Estudio 1: Complicaciones derivadas de la insufi

gestantes portadoras de fetos con cardiopatia congénitas

ciencia placentaria en

Durante el periodo de estudio, 1095 pacientes embarazadas fueron

remitidas a nuestra unidad por sospecha de CC. De estas, 83 fueron

perdidas de seguimiento, 51 eran embarazos multiples (80) y en 373

casos el feto presentaba una anomalia cardiaca distinta a las incluidas en el

estudio. De los restantes 588 fetos Unicos con CC estructural, 68 fueron

excluidos por anomalias cromosomicas y 35 por

acompafnarse de

malformaciones extracardiacas. En 206 casos se realiz6 una interrupcion

voluntaria de la gestacion. El diagrama de flujo de los casos se muestra en la

Figura 11.

Figura 11. Diagrama de flujo de la poblacién de estudio

congénita

. CC: cardiopatia

1095 gestantes portadoras de feto

afecto de CC

83 falta de
seguimiento

961 gestantes con feto Gnico
afecto de CC

51 gestaciones multiples,
con CC discordante

373 fetos excluidos por:

- Anomalias cardiacas no estructurales
- Defectos cardiacos menores

- Anomalias del sistema venoso

588 fetos con CC

68 defectos
cromosomicos

485 CC aisladas

35 malformaciones
extracardiacas

Poblacién de estudio
n= 279

206 interrupciones de la
gestacion
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Finalmente, se evaluaron los resultados perinatales de 279 gestaciones.
Las gestantes fueron clasificadas, segun el tipo de CC, en los tres grupos
anteriormente descritos: 104 defectos atrioventriculares (37,3%), 102
anomalias conotruncales (36,5%) y 73 LVOT (26,2%) (Tabla 2). Las
caracteristicas maternas y los factores de riesgo para PE y RCIU se muestran

en la Tabla 4, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos.

Tabla 4. Caracteristicas basales de los 3 grupos de CC.  A-V: Defectos
valvulares atrioventriculares, LVOT: Obstruccion del tracto de salida del
ventriculo izquierdo. RCIU: retraso del crecimiento intrauterino. Valores

mostrados como media = DS o porcentajes.

Parametros A-V Conotruncal LVOT Valor p
(n=104) (n=102) (n=73)
Edad (aiios) 30.89 (0.3) 31.2(0.2) 29.73 (0.9) 0.43
Peso ( Kg) 66.41 (2.5) 63.99 (3.2) 66.61 (3.2) 0.43
Altura (m) 1.63(0.1) 1.73 (0.3) 1.61(0.2) 0.35
indice masa corporal (Kg/m2) 24.51 (0.2) 25.52 (0.3) 24.88 (0.5) 0.98
Caucdsicas 86 (82.7%) 86 (84.3%) 68 (93.1%) 4.29
Fumadoras 14 (13.4%) 18 (17.6%) 10 (13.5%) 0.84
Concepcidén
Espontanea 99 (95.2%) 98 (96.1%) 71(97.3%) 0.78
Asistida 5 (4.8%) 4 (3.9%) 2 (2.7%)
Paridad
Nulipara 46 (44.3%) 52 (51.0%) 36 (49.3%) 0.60
Multipara 58 (55.7%) 50 (49.0%) 37 (50.7%)
Hipertension crénica 1(0.9%) 1 (0.9%) 1(1.4%) 0.76
Diabetes I/II 1 (0.9%) 2 (1.9%) 1(1.4%) 0.83
Historia obstétrica
Preclamsia previa 1(0.9%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.43
RCIU previo 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1(1.4%) 0.24
Muerte intradtero previa 2 (1.9%) 0 (0.0%) 2(2.7%) 0.28
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En global, sufrieron PE durante el embarazo 16 (5,7%) mujeres
portadoras de un feto con CC: 8 fueron leves (50%), 6 severos (37,5%) y 2
Sindromes de HELLP (11,5%). Los porcentajes de PE segun el subgrupo de
CC se muestran en la Tabla 5. Se observd una incidencia superior de PE en el
grupo de CC en comparacion con la poblacién normal (5,7% versus 1,2%, p <
0,0001) (OR 5,96; IC del 95%: 3,19 - 10,54).

También se encontraron diferencias significativas entre el subgrupo de
defectos valvulares auriculoventriculares y defectos conotruncales con respecto
a la poblaciéon normal (7,7% versus 1,2%; P < 0.0001) y (5.8% versus 1.2%, p =
0.0003), respectivamente. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre el grupo de LVOT y la poblacion normal (2,7% versus
1,2%; P = 0,254), ni entre los diferentes grupos de CC (7,7%
versus 5,8% versus 2,7%; P = 0,376).

Con respecto al percentil de peso al nacer, los fetos con CC presentan
un peso al nacer significativamente menor que la poblacién normal; el 21,1% y
el 9,7% de los fetos con CC tenian un percentil 10 y 3 respectivamente, de
peso al nacer, en comparacion con el 10% y 3% para la poblacion normal (OR
3,32; IC del 95%: 2,39-4,56 y OR 4,54; IC del 95%: 2,84 - 7,04). También se
observd una mayor incidencia de muerte fetal en el grupo de CC en
comparaciéon con poblacién normal (2,5% versus 0,4%) (OR 9,45; IC del 95%:
3.35 - 23.3).
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Tabla 5. Comparacion de los resultados perinatales maternos y
fetales en los distintos grupos de cardiopatias congénitas, y comparados
con el grupo control. PEG: pequefio para la edad gestacional (crecimiento en
percentil10); RCIU: retaso de crecimiento intrauterino, A-V: defectos valvulares
atrioventriculares, LVOT: Obstruccion del tracto de salida del ventriculo

izquierdo. ** valor p < 0.01 y ** valor p < 0.001 comparado con los controles.

Cardiopatias Congénitas
Grupo
Group 1 Group 2
Complicaciones control Todos Group 3 LVOT
A-V Conotruncales
(n=6035) (n=279) (n=73)
(n=104) (n=102)
Preclamsia
75(1.2%) | 16(5.7%) *** | 8(7.7%) *** 6(5.8%) *** 2(2.7%)
OR 5.96 (3.19-10.54)
PEG 59(21.1%)
603 (10%) 17(16.3%)* 21(20.6%) *** | 21(28.8%)***
OR 3.32(2.39-4.56) HAE
RCIU <p3
181 (3%) | 27(9.7%) *** 7(6.7%) 9(8.8%) ** 11(15%) ***
OR 4.54 (2.84-7.04)
Muerte intradtero
21(0.35%) | 7(2.5%) *** 4(3.8%) *** 2(1.9%) 1(1.4%)
OR9.45 (3.35-23.3)

7.2 Estudio 2: Cambios longitudinales en las biometrias y la

hemodinamica cerebroplacentaria en fetos con cardiopatia congénita.

Durante el periodo de estudio se realizaron 444 exploraciones en 119
fetos con CC. Con una mediana de 2 mediciones por cada feto (rango: 2-9).
Las variables demograficas, perinatales y neonatales se resumen en la Tabla
6.
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Tabla 6. Caracteristicas de los 3 grupos de CC, clasificados en

funcion del patron de oxigenacion cerebral.

Los datos se presentan como

media + DS o porcentaje (n). Grupo 1: bajo contenido de sangre placentaria;

Grupo 2: contenido intermedio de sangre placentaria y sistémica; Grupo 3: alto

contenido de sangre placentaria. PEG (pequefio para la edad gestacional)

definido como el peso al nacer por debajo del percentil 10. HC: circunferencia

cefélica
Group CC (n=119)
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Parametros Todos P
n=64 n=35 n=20
Edad maternal (afios) 33+5 32+6 32+6 32+5 0.230
Edad gestacional al parto
39.2+1.6 39.0+1.7 39.3+1.8 39.1+1.6 0.669
(semanas)
Tipo de parto
Vaginal 56.3(36) 51.4(18) 65.0(13) 56.3(67)
Férceps 23.4(15) 11.4(4) 20.0(4) 19.3(23) 0129
Cesarea 20.3(13) 37.1(13) 15.0(3) 24.4(29)
Preclamsia 4.7(3) 5.7(2) 5.0(1) 5.0(6) 0.975
Sexo
Masculino 60.9(39) 45.7(16) 65.0(13) 57.1(68) 0.253
Femenino 39.1(25) 54.3(19) 35.0(7) 42.9(51)
Peso al nacimiento (gr) 3243 +613 3037 +£570 3062 £ 577 3153 £ 598 0.202
Percentil peso nacimiento 47 £ 36 41 £ 32 36+34 44 + 35 0.424
PEG p10 57.8(37) 65.7(23) 40.0(8) 57.2(68) 0.201
PEG p5 51.6(33) 54.3(19) 35.0(7) 49.6(59) 0.497
Talla nacimiento (cm) 50.2+2.4 48.8+3.0 49.2+4.1 49.6+29 0.085
Talla nacimiento (Z-score) 0.39+1.14 -0.26+1.45 | -0.05+2.00 0.13+1.42 0.085
HC nacimiento (cm) 33.4+1.5 33.6+1.7 33.6+1.6 335+1.5 0.798
HC nacimiento (Z-score) -0.63+1.14 | -049+1.31 | -046+1.27 | -0.56+1.21 0.798
Apgar <7 a los 5minutos 4.7(3) 2.9(1) 0(0) 3.4(4) 0.599
pH arteria umbilical <7.10 1.6(1) 5.7(2) 0(0) 2.5(3) 0.338
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La distribucion de los tipos de CC en funcidn del patron de oxigenacion
cerebral se muestra en la Tabla 7. Sesenta y cuatro (53,7%) fetos se incluyen
en el Grupo 1 con una oxigenacion cerebral baja en contenido placentario, 35
(29,4%) en el grupo 2 con una oxigenacion cerebral mixta entre sangre
placentaria y sistémica y 20 (16,8%) en el grupo 3 con una oxigenacion

cerebral de alto origen placentario.

Tabla 7. Distribucion de los tipos de cardiopatia congénita (CC) en

la poblacion de estudio de acuerdo con el contenido esperado de sangre

placentaria.

Cardiopatias congénitas (n=119) n
Grupo 1: Bajo contenido de sangre placentaria 64
Transposicion de grandes arterias 33
Coartacion de Aorta 21
Estenosis adrtica 5
Ventriculo izquierdo hipoplasico 4
Sindrome de Shone 1
Group 2: Contenido intermedio de sangre placentaria y sistémica 35
Tetralogia de Fallot 13
Defecto del septo auriculo-ventricular 6
Ventriculo derecho de doble salida 4
Ventriculo Unico de doble entrada 2
Defectos del septo interventricular 3
Isomerismo 3
Truncus 2
Ventriculo derecho de doble salida + atresia mitral 1
Ventriculo Unico de doble entrada + arco adrtico hipoplasico 1
Group 3: Alto contenido de sangre placentaria 20
Estenosis pulmonar 8
Atresia Tricuspidea 7
Anomalia de Ebstein 4
Atresia pulmonar 1
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La comparacion entre los parametros biométricos y Doppler en la
primera exploracion, en los 3 grupos de CC, se muestran en la Tabla 8 y la
Tabla 9. No se observan diferencias significativas entre los grupos en la edad
gestacional a la primera exploracion ecografica, el peso fetal estimado ni en el

percentil de peso fetal estimado.

Los fetos con CC en el momento del diagnéstico, presentan una
biometrias cefalicas mas pequefias (BPD -1,32 £ 0,99 Zs, p9; HC -0,79 £ 1,02
Zs, p21); con un AC y FL normal (AC 0,49 + 0,88 Zs, p69; FL -0,04 + 0,49 Zs,
p48). En el 38% y en el 25% de los casos respectivamente, el DBP y la HC
estaban por debajo del percentil cinco. Las variables biométricas de inclusién
no mostraron diferencias significativas entre los grupos, con la excepcion de la
AC, que fue mayor en el grupo 3 en comparacion con el grupo 2
(p = 0,009).

Los parametros Doppler se mantuvieron dentro de los rangos de la
normalidad en los fetos con CC en el segundo trimestre: IP-UA Zs (-0,45 +
0,65, p33), IP-MCA Zs (-0,36 + 1,28, p36), CPR Zs (-0,29 = 1,37, p39) y IP-Ut
Zs (0,17 £ 2,20, p57). Sin embargo, el 18% de los casos de CC presentaron un
IP-MCA y un CPR por debajo del percentii 5 en la primera exploracion
ecografica. Cuando estos parametros se analizaron segun el tipo de patron de
oxigenacion cerebral, la UtA y la UA no mostraron diferencias entre los grupos;
mientras que el IP-MCA Zs y el CPR Zs fueron significativamente menores en
los grupos con un patron de oxigenacion cerebral alterado (p<0,001 y p=0,007,

respectivamente).
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Tabla 8. Comparacion de los parametros biométricos en la primera
exploracion en los fetos con CC clasificados en grupos segun el patron
esperado de oxigenacién cerebral . Los datos se muestran como media + DS.
Grupo 1: bajo contenido de sangre placentaria; Grupo 2: contenido intermedio
de sangre placentaria y sistémica; Grupo 3: alto contenido de sangre
placentaria. CC: cardiopatia congénita, EG: edad gestacional, BPD: diametro
biparietal, HC: circunferencia cefalica, AC: circunferencia abdominal, FL:

longitud femoral. * Valor p <0,05 con respecto al Grupo 1; 1 valor p <0,05 con

respecto al Grupo 2.

Grupo CC (n=119)

Parametros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Todos p
n=64 n=35 n=20
EG primera eco 240143 22.5+3.1 23.9+45 23.6t4.1 0.176
(semanas)
PFE (gramos) 769 + 626 589 + 366 759 + 494 717 + 546 0.307
PFE percentil 20+ 28 15+29 25+30 19+28 0.529
Variables biométricas

BPD (mm) 58.1+12.0 54.4+10.5 57.6+12.6 56.9+11.7 0.315
HC (mm) 210.7+43.1 199.0 £ 36.6 207.2 ¥43.3 207.7+41.3 0.408
AC (mm) 193.8£45.8 172.7 £ 33.8 191.3 +41.7 187.1+42.6 0.056
FL (mm) 41.9+10.7 37.9+8.9 40.8 £10.9 40.6 +10.3 0.190
BPD Z-score -1.41+0.92 -1.27+1.03 -1.10+1.15 -1.32+0.99 0.467
HC Z-score -0.90+£0.99 -0.61 +0.98 -0.72+1.16 -0.79+1.02 0.395
AC Z-score 0.56+0.91 0.15+0.77 0.87+0.75% 0.49+0.88 0.009
FL Z-score -0.04 £0.47 -0.08 +0.54 0.02+0.52 -0.04+£0.49 0.743

78




Tabla 9. Comparacion de los parametros Doppler en la primera
exploracion en los fetos con CC clasificados en grupos segun el patron
esperado de oxigenacién cerebral . Los datos se muestran como media + DS.
Grupo 1: bajo contenido de sangre placentaria; Grupo 2: contenido intermedio
de sangre placentaria y sistémica; Grupo 3: alto contenido de sangre
placentaria. CC: cardiopatia congénita; IP: indice de pulsatilidad; UA: arteria
umbilical, MCA: arteria cerebral media, CPR: Ratio cerebro-placentario, UtA:
arterias uterinas. * Valor p <0,05 con respecto al Grupo 1; £ valor p <0,05 con

respecto al Grupo 2.

Grupo CC (n=119)

Parametros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Todos p
n=64 n=35 n=20
Variables Doppler

IP UA 1.17+£0.20 1.25+0.18 1.16 £0.15 1.18£0.19 0.206
IP MCA 1.59+0.32 1.74+0.23 | 2.08+0.51*% 1.72+£0.39 <0.001
CPR 1.38+0.44 1.45+0.32 1.81 +0.55%* 1.48 £0.47 0.008
IP UtA 1.62+4.39 1.04 £0.27 1.06+£0.13 1.37+£3.29 0.742
IP UA Z-score -0.47 £0.68 -0.39+0.67 | -0.45+0.55 - 0.45 £0.65 0.888
IP MCA Z-score -0.83+£1.09 -0.21+0.89 | 0.75+1.50*% -0.36 £1.28 <0.001
CPR Z-score -0.62+£1.40 -0.31+1.11 | 0.65+1.19* -0.29 £1.37 0.007
UtA Pl Z-score 0.23+2.83 0.03+£1.09 0.25+0.46 0.17+2.20 0.936
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Posteriormente se realizaron modelos lineales mixtos para estudiar la
evolucion a lo largo de la gestacion de las distintas medidas biométricas y los
parametros Doppler. Los resultados se muestran en la Tabla 10 y en distintas

figuras.

En la Figura 12 se muestra el comportamiento longitudinal de los
distintos parametros biométricos en los fetos con CC; 444 observaciones
fueron realizadas en 119 fetos. Tal y como muestra la figura podemos observar
que los fetos con CC tienen unas biometrias cefélicas mas pequefias que la
poblacién general en el momento del diagndstico, mostradas en la figura con
las lineas de color verde (BPD) y amarillo (HC). Los valores de BPD en el
momento del diagnostico se sitian en -1,32 + 0,99 Zs (percentil 9); y los de HC
en -0,79 + 1,02 Zs (percentil 21); Podemos observar también que ésta
tendencia se mantiene a lo largo de toda la gestacion, confirmandose al
nacimiento, con una HC de -0,56 + 1,21 Zs (percenti 31). No
Se observaron diferencias significativas entre los grupos de estudio en el
andlisis longitudinal de las biometrias cefalicas o corporales durante toda la

gestacion.

Tabla 10. Resumen de los datos de los modelos lineales mixtos
para medidas repetidas de datos biométricos y parametros Doppler en
fetos con CC. Todos los parametros se muestran en Z-scores. EG, edad
gestacional; ES, error estandar; IC, intervalo de confianza; BPD, diametro
biparietal; HC, circunferencia cefalica; AC, circunferencia abdominal; FL,
longitud femoral; PI, indice de pulsatilidad; UA, arteria umbilical; MCA, arteria
cerebral media; RCP, ratio cerebroplacentario; UtA, arterias uterinas.
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Parte mixta Parte aleatoria
Variables Intercepcion EG EG Paciente Residuo
(semanas) (semanas)? (ES) (ES)
BPD Estimado —1.7413 0.0729 —0.0026
95% ClI (—2.1813; - (0.0063; (—0.0049; - 0.74 0.61
1.3014) 0.1394) 0.0004) (0.06) (0.03)
p - 0.0318 0.0204
HC Estimado —1.5664 0.1222 —0.0035
95% Cl (—2.0304; - (0.0519; (—0.0059; - 0.77 0.64
1.1025) 0.1925) 0.0012) (0.06) (0.03)
p - 0.0007 0.0032
AC Estimado 0.2758 0.0403 —0.0016
95% CI (—0.1885; (—0.0312; (—0.0040; 0.62 0.66
0.7402) 0.1118) 0.0007) (0.05) (0.03)
p - 0.2691 0.1779
FL Estimado -0.4649 0.0821 -0.0033
95% Cl (—0.8238; — (0.0266; (—0.0051; - 0.44 0.52
0.1060) 0.1375) 0.0014) (0.04) (0.02)
p - 0.0037 0.0005
IPUA | Estimado —1.6915 0.1956 —0.0052
95% Cl (—2.1316; - (0.1312; (—0.0073; - 0.41 0.51
1.2515) 0.2600) 0.0031) (0.04) (0.02)
p - <0.001 <0.001
IP Estimate 0.2517 —0.0815 0.0035
MCA 95% Cl (—0.6798; (—0.2226; (—0.0011; 0.76 1.06
1.1832) 0.0596) 0.0081) (0.09) (0.05)
p - 0.2577 0.1319
CPR Estimate 0.3932 —0.1133 0.0038
95% Cl (—0.5829; (—0.2611; (—0.0010; 0.78 1.02
1.3693) 0.0345) 0.0086) (0.09) (0.05)
p - 0.1330 0.1164
IP UtA | Estimate —1.6565 0.1970 —0.0027
95% Cl (—2.5102; - (0.0590; (—0.0074; 1.05 0.78
0.8028) 0.3351) 0.0019) (0.10) (0.05)
p - 0.0052 0.2503
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Figura 12. Analisis longitudinal de los parametros biométricos en los
fetos con CC. Todos los parametros se muestran en Z-scores. BPD, diametro
biparietal; HC, circunferencia cefalica; AC, circunferencia abdominal; FL,

longitud femoral
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En la Figura 13 se muestra el comportamiento longitudinal de las
distintas variables Doppler; 391 exploraciones se realizaron en 90 fetos con
CC. Podemos observar como tanto la UA como las UtA Zs aumentan con la
edad gestacional, que son mas pronunciados en el caso del Doppler de las
UtA. Al final del embarazo, el 61% de las mujeres tienen un IP medio de las

UtA por encima del percentil 95.

Por otro lado, la MCA y el CPR Zs mostraron una tendencia, aunque no

significativa a aumentar a medida que avanza la gestacion.
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Figura 13. Analisis longitudinal de los parametros Doppler en los
fetos con CC. Todos los parametros se muestran en Z-scores. PI, indice de
pulsatilidad; UA, arteria umbilical; MCA, arteria cerebral media; RCP, ratio

cerebroplacentario; UtA, arterias uterinas.
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La comparacion del IP MCA Zs en los 3 distintos grupos de CC a lo largo
de la gestacion se muestra en la Figura 14 . EL IP MCA Zs es mas bajos en el
grupo con un peor nivel esperado de oxigenacion cerebral (Grupo 1) y este
grupo mostré un aumento significativo con edad gestacional (p=0,02), mientras
gue el comportamiento de los otros 2 grupos se mantuvo estable durante la
gestacion. La comparacion del IP UtA Zs entre los 3 grupos de CC a lo largo de
la gestacion se muestra en la Figura 15. Los IP UtA Zs fueron mas altos en el
grupo con una tedrica mejor oxigenacion cerebral (Grupo 3). Podemos
observar también que todos los grupos muestran un aumento cuadratico

significativo con la edad gestacional (p = 0,005).
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Figura 14. Analisis longitudinal del indice de pulsatilidad de la
arteria cerebral media (IP MCA) en los fetos con CC, clasificados en 3
grupos en funcion del patron de oxigenacion cerebral. Los parametros se
muestran en Z-scores. Grupo 1: bajo contenido de sangre placentaria; Grupo 2:
contenido intermedio de sangre placentaria y sistémica; Grupo 3: alto contenido

de sangre placentaria.
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Figura 15. Analisis longitudinal del indice medio de pulsatilidad de
las arterias uterinas (IP UtA) en los fetos con CC, clasificados en 3 grupos
en funcion del patron de oxigenacion cerebral. Los parametros se muestran
en Z-scores Grupo 1: bajo contenido de sangre placentaria; Grupo 2: contenido
intermedio de sangre placentaria y sistémica; Grupo 3: alto contenido de

sangre placentaria.
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7.3 Estudio 3: Expresion cerebral de distintos genes angiogénicos en las

cardiopatias congénitas.

Finalmente, en el tercer estudio se analizo el tejido cerebral de 15 fetos
con CC y 12 fetos sin CC (CTRL). No se observaron diferencias en las
caracteristicas maternas, en la edad gestacional ni en el modo de parto entre
los grupos (21.07 + 0.35 versus 20.79 = 0.49 semanas, CC vs. CTRL,
respectivamente).

La presencia de CC fue diagnosticada por ecografia prenatal y
confirmada en la autopsia. Los tipos de defectos cardiacos se enumeran en la
Tabla 11.
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Tabla 11. Tipos de defectos cardiacos congénitos analizados en el
grupo de estudio. HLHS, Sindrome del corazén izquierdo hipoplasico; TGA,

Transposicion de grandes arterias.

NUmero de casos (%)

Defecto del septo interventricular 4 (27)
HLHS 5 (33)
Atresia tricuspidea 2 (13)
Tetralogia de Fallot 2 (13)
TGA 2 (13)

La expresion geénica en la corteza frontal de los fetos con CC y los fetos
CTRL se presenta en la Figura 16 . No se observaron cambios significativos en
la expresion de ARNm de HIF-1 «, HIF-2 o, VEGF-A y PIGF entre los grupos.
Sin embargo, la expresion de sFlt-1 expresion fue mas elevada en los fetos con

CC en comparacion con los controles (48%, p = 0,0431).

Figura 16. HIF-1 a, HIF-2a, HVEGF-A y PIGF, en la corteza frontal de tejido
cerebral fetal en fetos con CC (columnas negras) y fetos controles
(columnas blancas). Las diferencias se han analizado mediante la prueba T
de Student o la prueba no paramétrica de U Mann-Whitney, segun
corresponda. Los datos se presentan como media £ DS. *p < 0.05. HIF-1aq,
Hypoxia Inducible Factor 1-alpha; HIF-2a, Hypoxia Inducible Factor 2-alpha;
VEGF-A, vascular endothelial growth factor A; PIGF, placental growth factor.

MRNA relative expression
(ref. gene Pol2A)

HIF-1a HIF-2a VEGF-A PIGF sFlt-1
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Respecto a los ganglios basales y al hipotalamo la expresiéon de HIF-2 o,
VEGF-A y sFlt-1 fue significativamente mas alta en los fetos con CC que en el
grupo control (98%, p = 0,0456, 60%, p = 0,0432 y 72%, p = 0,0369). En
cambio el factor pro-angiogénico PIGF no mostro cambios significativos. Por
otro lado, no se observaron cambios significativos en la expresion de mRNA de

HIF-1 « entre los dos grupos de estudio Figura 17 .

Figura 17. HIF-1 a, HIF-2a, HVEGF-A y PIGF, en los ganglios basales y el
hipotalamo de tejido cerebral fetal en fetos con CC (columnas negras) y
fetos controles (columnas blancas). Las diferencias se han analizado
mediante la prueba T de Student o la prueba no paramétrica de U Mann-
Whitney, segun corresponda. Los datos se presentan como media + DS. *p <
0.05. HIF-1a, Hypoxia Inducible Factor l-alpha; HIF-2a, Hypoxia Inducible
Factor 2-alpha; VEGF-A, vascular endothelial growth factor A; PIGF, placental
growth factor.
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8. DISCUSION
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8. DISCUSION

8.1 Estudio 1: Complicaciones derivadas de la insufi  ciencia placentaria en

gestantes portadoras de fetos con cardiopatia congénitas

En este primer estudio se evalla la incidencia de las complicaciones
derivadas de la insuficiencia placentaria en las gestantes, portadoras de un feto
con CC. Nuestros datos muestran, por primera vez, una incidencia
significativamente mayor de preclamsia, RCIU y muerte fetal en estos casos en
comparacion con la poblacién normal, por ese motivo merecié su publicacion

en la revista The Journal of Maternal-Fetal & Neonatal Medicine

Se trata del primer estudio publicado en el que se estudian este tipo de
complicaciones en gestaciones portadoras de fetos afectos de CC, y en el que
se reporta una mayor incidencia de estas, sugiriendo una relacion entre la

insuficiencia placentaria y las CC.

Estudio previos habian reportado un mayor riesgo de complicaciones
obstétricas en mujeres embarazadas con cardiopatia coronaria
(81)(82)(83)(84). Entre las complicaciones mas prevalentes destacan los
problemas hipertensivos.

En un estudio llevado a cabo en 1302 gestaciones, en pacientes con CC,
las complicaciones obstétricas mas prevalentes fueron las complicaciones
hipertensivas en un 12,2%. En este mismo estudio se describe 4% de
mortalidad perinatal (84). En otro estudio en el que se incluyeron 599
embarazos en mujeres con diversos tipos de cardiopatias, congénitas y
adquiridas, la incidencia de complicaciones hipertensivas fue del 4%, y de
estas en un 2% evoluciono a preclamsia.

El primer estudio, que encontramos en la literatura, en el cual se apunta
hacia una posible relacion entre la alteracion placentaria y las CC, se llevo
acabo en 209 gestantes con una CC y 70 gestantes sanas. Se observé una
mayor incidencia de complicaciones obstétricas y perinatales en gestantes con
CC respecto a las gestantes controles (58.9% vs 32.9%, P<0.0001) y (35.4%

vs 18.6%, P=0.008) respectivamente. Describen un 5,7% de casos preclamsia
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y un 16,3% de fetos pequefios para la edad gestacional (85). En este mismo
estudio se analizaron los flujos Utero placentarios mediante Doppler a nivel de
la arteria umbilical y se observé un aumento estadisticamente significativo del
indice de pulsatilidad (IP) y del indice de resistencia en dicha arteria en
gestantes con CC respecto a las gestantes controles, y a de mas la alteracion
de estos parametros Doppler se asocié a un resultado perinatal adverso,
sugiriendo como hemos dicho una posible asociacion entre la alteracion

placentaria y las CC.

Estudios en animales han demostrado la implicacion de los factores
angiogénicos en la embriogénesis del corazén. Asi, por ejemplo, una delecién
heterocigética del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) causa la
muerte del embrion debido a su incapacidad para formar el arbol vascular
(86)(87); o el bloqueo de los receptores VEGF en embriones de peces cebra,
resultdé en un defecto funcional y estructural en el desarrollo de las valvulas
cardiacas, lo que sugiere que estos receptores estan involucrados en la

formacion de dichas valvulas (60).

Como ya hemos comentado en la introduccion el Placental Growth
Factor (PIGF) es una glicoproteina de la familia VEGF, y la Soluble fms-like
Tyrosine Kinase 1 (sFlt-1) es un potente antagonista tanto del VEGF como del
PIGF (88). En la literatura encontramos descrita una disminucion del PIGF en
sangre materna a las 11-13 semanas de gestacion en gestaciones en las que
se ha desarrollado una preclamsia (89). Un estudio llevado a cabo por nuestro
grupo demostré que también encontramos una disminucion del PIGF a nivel
sérico, en las mismas semanas de gestacion, en gestantes portadoras de fetos

con defectos cardiacos valvulares y conotruncales (64).

Siguiendo esta linea, estudios posteriores, llevados a cabo también por
nuestro grupo, describieron una disminucion del PIGF sérico materno y un
aumento de sFlt-1 a las 18-37 semanas de gestacion en la sangre de gestantes

con fetos afectos de cardiopatias valvulares o conotruncales (66).
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En el presente estudio se describe una mayor incidencia de
complicaciones derivadas de la insuficiencia placentaria, como son la
preclamsia y el RCIU, en gestaciones con fetos afectos de una CC. El aumento
de estas complicaciones en estas mujeres apoya la hipotesis de que existe una
desregulacion intrinseca de las vias relacionadas con la angiogénesis que
afectaria tanto a nivel placentario como a nivel cardiaco, condicionando a la

vez una mala formacion del sistema cardiaco y de la placenta.

Se observé una incidencia significativamente mayor de preclamsia en
pacientes con defectos valvulares y conotruncales, este hallazgo coinciden con
nuestros estudios previos, en los que el aumento de niveles de PIGF y la
disminucién de los niveles de sFlt-1 en sangra materna fue significativamente
mayor en estos dos tipo de defectos cardiacos. Estos hallazgos apuntan hacia
la existencia de una via fisiopatolégica comun que conduciria al desarrollo de la
preclamsia durante la gestacion y al desarrollo de algunos tipos de CC. El
hecho de que el aumento de complicaciones relacionadas con la insuficiencia
placentaria sea significativo en las malformaciones conotruncales y valvulares;
y no asi en los defectos de obstruccion de salida del ventriculo izquierdo
(LVOT), se explicaria por el origen distintos de estas patologias, pues sabemos
que el origen de los LVOT es complejo y multifactorial (64). A de mas el hecho
de que la incidencia de preclamsia no fuera significativamente mayor en este
grupo, apoya el hecho de que exista una placentacion adecuada en estos
pacientes.

En nuestra poblacion de estudio, hubieron un 2,5% de muertes fetales
intrauterinas sin causa aparente y 1 de cada 5 recién nacidos con CC presentd
un bajo peso al nacimiento. Aunque la asociacion entre las CC complejas, el
bajo peso al nacimiento y la muerte fetal es bien conocida (15), sus causas
siguen siendo poco claras.

Existen varias teorias al respecto, las mas globalmente aceptada,
postula que estas biometrias menores tipicas de los fetos con CC, son
consecuencia de una disminucién de la distribucion de oxigeno y del flujo

sanguinea a nivel corporal, causada por la morfologia anormal del corazén de
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los fetos con defectos cardiacos, que condiciona unos circuitos vasculares

distintos de los que tiene un feto con un corazén normal.

Sin embargo, nuestro estudio muestra que el peso al nacer es
independiente de la severidad de la CC y de la hemodinamica del flujo
sanguineo intrautero, siendo en los 3 grupos estudiados, significativamente
menor que en la poblacién normal, sin mostrar diferencias entre los distintos
tipos de CC. Ademas, encontramos en la literatura reportada la relacion entre
niveles disminuidos de PIGF en sangre materna y un percentil bajo de peso al
nacimiento en neonatos con CC; hecho que apoya que una placentaciéon
anomala podria contribuir a disminuir el potencial de crecimiento de los fetos
con CC.

Este estudio reporta, por primera vez, un mayor riesgo de preclamsia en
mujeres portadoras de un feto con CC. Nuestros datos sugieren que estas
mujeres tienen un riesgo aumentado de complicaciones obstétricas y
perinatales relacionadas con la insuficiencia placentaria, y apoya asi la
hipotesis de que existe una relacion entre las CC y una placentacion anémala,

abriendo una ventana las futuras investigaciones en este sentido.

8.2 Estudio 2: Cambios longitudinales en las biometr jasyla

hemodinamica cerebroplacentaria en fetos con cardiopatia congénita.

El objetivo de nuestro segundo estudio fue el de evaluar, en fetos con
CC, la relacién entre el desarrollo cefalico durante el periodo fetal y la
insuficiencia placentaria segun el grado de oxigenacion cerebral determinado

por el tipo de cardiopatia.

Nuestros datos confirman que los fetos con CC tienen unas biometrias
cefalicas menores en el segundo trimestre de embarazo, respecto a los fetos
sanos. Sin embargo, las principales aportaciones de este estudio han sido que

por primera vez describimos como estas biometrias cefélicas, permanecen
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significativamente por debajo de la normalidad a lo largo de toda la gestacion y
gue la hemodinamica placentaria no muestra un deterioro significativo hasta el

final del embarazo, siendo este deterioro independiente del tipo de CC.

Las CC se asocian con una prevalencia relativamente alta de lesiones
cerebrales en pruebas de neuroimagen y un riesgo significativo de retraso del
desarrollo neuroldgico (90). Aunque la asociacion entre las CC complejas y un
neurodesarrollo anormal estda bien establecida, sus causas siguen siendo

inciertas.

Se ha postulado que estas biometrias patoldgicas especificas de las CC
son debidas a la disminucion de la oxigenacion y a la alteracion del flujo
sanguineo cerebral que sufren los fetos con CC, secundariamente a la
morfologia anormal de su corazén. Dependiendo del tipo de CC, las estructuras
a través de las cuales se va a producir la irrigacion cerebral se van a ver
alteradas, de la misma manera, que debido a esta morfologia anémala la
sangre oxigenada procedente de la placenta, en vez de ir de manera
preferencial hacia el sistema nervioso central, puede verse dirigida hacia otros
territorios, como en el caso de la transposiciéon de grandes arterias (TGA), o
puede mezclarse con sangre desoxigenada antes de llegar al cerebro, como en

la tetralogia de Fallot.

Se ha descrito una relacion directa entre la reduccién de la oxigenacion
cerebral y el deterioro del crecimiento cefalico en los fetos con CC, utilizando la
cardioresonancia magnética en contraste de fase (91).

Mas recientemente se ha publicado, por parte del grupo del Hospital
Clinic de Barcelona, con el que hemos colaborado en este trabajo, que en el
tercer trimestre del embarazo, los fetos con CC presentan cambios
significativos en las biometria cefalicas, la perfusion cerebral, el desarrollo
cortical y el metabolismo cerebral, evidenciando alteraciones mas severas en
aguellos casos con una esperada reduccion estricta de la oxigenacién cerebral
debido a el tipo de CC, como en los LVOT o la TGA (14).
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En nuestro estudio observamos una disminucion mas significativa de los
valores del IP de MCA y del CPR en el grupo de CC con menor grado de
oxigenacion cerebral (grupo 1), no obstante, hay que destacar que todos
grupos de CC, independientemente del patron de oxigenacion cerebral, tienen
unas biometrias cefalicas menores en comparacion con los datos de
normalidad (69), confirmando asi lo publicado en estudios anteriores al nuestro
(67) (92). Hay que destacar, que nuestro estudio demuestra, por primera vez,
que estos cambios a nivel de las biometrias cefalicas persisten a lo largo de
toda la gestacion, y se mantienen estables, sin observarse un agravamiento al
final del embarazo. Desde nuestro punto de vista, este hecho sugiere que la
causa del neurodesarrollo anémalo en los nifios con CC, pues estar presenta

desde el inicio de la gestacion.

Uno de los hallazgos mas interesantes de nuestro estudio, es el hecho
de que tanto el IP de la AU como el IP medio de las empeoran al final de la
gestacion, y hasta un 61% de casos muestran un IP medio de las UtA-PI por
encima del percentil 95, este hecho indica una alta resistencia en los vasos
uterinos (UtA), sugiriendo cierto grado de deterioro placentario en estas
gestaciones. En estudios recientes, llevados a cabo por nuestro grupo, ya
hemos postulado hacia una placentacion anormal en las gestaciones con fetos
con CC, a través del estudio de los factores angigogéncios en sangre materna.
Los datos del presente estudio, corroborarian esta hipoétesis, al mostrar una
resistencia aumentada en los vasos uterinos, traduciendo asi una insuficiencia
placentaria en estos casos. Esta placentacion anédmala podria tener un papel
importante tanto en la etiologia y formacion de este corazén anémalo, como en
el desarrollo del sistema nervioso central y por lo tanto en el neurodesarrollo de
estos fetos (64)(66).

Como ya hemos explicado las mujeres con CC, durante la gestacion
presentan mas complicaciones obstétricas y perinatales que las mujeres sanas
(85). Ademas, en nuestro primer estudio hemos demostrado que existe una
incidencia significativamente mayor de preclamsia, RCIU restriccion y muerte
fetal en aquellas gestaciones portadoras de un feto con CC. En

En el presente estudio, el 5% de las mujeres desarrollaron preclamsia y
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aproximadamente el 50% de los recién nacidos con CC tenian
un peso por debajo del percentil 5 al nacimiento, corroborando los datos del

primer estudio.

Sabemos que cambios en las concentraciones plasmaticas de los
factores angiogénicos y antiangiogénicos asi como de sus ratios en la madre
implican un mayor riesgo de desarrollar preclamsia o recién nacidos pequefios
para la edad gestacional (50) (57). Ademas, nuestro grupo, en estudios
anteriores, ha reportado niveles reducidos en suero materno de PIGF i sFltl en
pacientes con fetos portadores de defectos cardiacos valvulares vy
conotruncales (64) (65). Y también hemos descrito una correlacién entre
valores maternos disminuidos de PIGF y un menor percentil de peso al nacer
en los recién nacidos con CC (65).Todos estos hallazgos sugieren que el
deterioro placentario presente en estas gestaciones, contribuye a disminuir el

potencial de crecimiento los fetos con CC.

Utilizando la cardioRM se ha descrito una menor saturacion de oxigeno
en la vena umbilical de fetos con CC, hecho que puede reflejar alteraciones a
nivel de la placenta (91) (93). A de més, en un estudio llevado a cabo con
placentas procedentes de gestaciones con fetos con CC, se ha observado una
alta incidencia de anomalias placentarias, tanto en patologia placentaria como
en su histopatologia, pudiendo afectar tanto al crecimiento, al desarrollo, al
parto o a los resultados perinatales (94).

Globalmente, todos estos estudios sugieren que las CC pueden estar
asociadas con una alteracién intrinseca de la placentacibn que es mas

pronunciada al final de la gestacion, con la consiguiente hipoxia placentaria.

Actualmente, no se realiza de manera sistematica un screening de
preclamsia o insuficiencia placentaria en las gestaciones con CC. Basandonos
en los datos de los dos estudios presentados hasta el momento en esta tesis,
recomendamos de manera periodica realizar un examen del crecimiento fetal y

de los parametros Dopplers a todos los fetos con CC; asi como un screening
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sistematico de preclamsia a todas las gestantes portadoras de un feto con CC,

como parte del seguimiento prenatal rutinario en estas pacientes.

Probablemente existen vias patolégicas distintas a la propia anatomia y
hemodindmica anormal de los corazones con CC, que expliquen el desarrollo
neuroldgico prenatal anormal en estos fetos. Una de las vias alternativas

propuestas seria la formacién anémala de los vasos sanguineos.

En un estudio llevado a cabo por McQuillen et al., en el que se estudio
mediante RM a 62 neonatos con CC, se describe un 39% de lesiones
cerebrales radiol6gicamente aparentes, y en su mayoria con afectacion de la
sustancia blanca (3). Esta alta incidencia de lesiones de sustancia blanca, es
notable en esta poblacion y difiere de los hallazgos encontrados en neonatos
con lesiones hipoxicos-isquémicas por otras causas. Donofrio y Massaro
afirman que esta diferencia, entre las lesiones cerebrales de los neonatos con
CC y aquellos que han sufrido una lesidn hipoxico-isquémica de otra causa,
sugiere que las lesiones cerebrales adquiridas prenatalmente, de los fetos con
CC, pueden estar relacionadas con un desarrollo anormal del lecho vascular
cerebral de dichos fetos, que los haria méas susceptibles a estas lesiones (68).

Licht et al. (95) , utilizando una puntuacion de maduracion basada en
cuatro parametros, que incluyen: la mielinizacion, la inflexiébn cortical la
involucion de las bandas de migracién de las células gliales y la presencia de
tejido de la matriz germinal, encontr6 un retraso en el desarrollo cerebral
intrattero de aproximadamente 1 mes en neonatos con LVOT y TGA. A su vez,
Beca et al. (96) reportaron un 20% de lesiones de sustancia blanca antes de la
cirugia en neonatos con CC y que la severidad de la inmadurez cerebral al
nacer en predice el nivel de deterioro del desarrollo neurolégico a los 2 afios de

edad, en estos nifos.

Se ha planteado la hipotesis de que el desarrollo cerebral anémalo
debido a la CC, puede aumentar la vulnerabilidad del cerebro a la inestabilidad
hemodindmica perioperatoria y a las lesiones intraoperatorias hipoxico-

isquémicas (8). La escasa mejoria en los resultados neuroldgico de los nifios

98



con CC en los ultimos afios, a pesar del gran avance en la mejora de la
supervivencia, las estrategias de prevencion quirdrgicas y el manejo de estos
pacientes, refuerza esta hipétesis; evidenciando el hecho de que deben existir
factores innatos de los pacientes, asi como una maduracion cerebral anormal,
que superan el impacto que las distintas estrategias preventivas actuales
puedan tener en la proteccion del cerebro de estos nifios y determinan el grado
de desarrollo neurolégico.

Nuestros hallazgos muestran, que el bajo peso al nacer de los neonatos
con CC es a expensas de HC y BPD, con el AC y el FL que permaneciendo
dentro de los rangos de la normalidad y estables durante toda la gestacion;
estos valores indican que la insuficiencia placentaria, a pesar de estar presente
como indica un patron de mayor resistencia en los flujos placentarios (AU y
AUT), no es el principal contribuyente del bajo peso al nacer de estos
neonatos, sino que un patrén patoldgico comun y co-existente de angiogénesis
anormal puede explicar una formacion anormal de vasos, como via comun en
todos los sistemas de los fetos con CC, incluyendo el corazén, el cerebro y la

placenta.

Este estudio, tiene varias limitaciones, que debemos comentar,
En primer lugar, debido a la naturaleza retrospectiva del estudio, no se

obtuvieron todos los parametros Doppler en todos los pacientes.

En segundo lugar, un menor tamafio cefalico, por si solo, no equivale
necesariamente a un retraso en el desarrollo neurologico. Y dado que no
hemos evaluado el neurodesarrollo en estos nifios, solo podemos especular en
cuanto a una posible relacion entre unas biometrias cefélicas pequefias y un
retraso del desarrollo neurologico. Sin embargo, se ha demostrado que el
Doppler cerebral fetal y las biometrias cefalicas en el momento del diagndstico
son predictores independientes del desarrollo anormal al nacimiento, haciendo
hincapié en el valor predictivo de estos hallazgos (92), y por lo tanto

reafirmando nuestros resultados.
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En tercer lugar, a pesar del gran nimero de examenes realizados y
casos incluidos en el estudio, el tamafio de la muestra de cada subgrupo de CC
puede seguir siendo demasiado limitado para sacar conclusiones. Ademas, los
casos en nuestro estudio con los tipos mas severos de CC, como el sindrome
de hipoplasia del corazén izquierdo (LVOT), eran pocos. Asi pues, la inclusion
de casos graves podria haber aumentado las diferencias observadas en los
distintos tipos de CC.

En conclusion, los fetos con CC tienen una cabeza menor
desde el segundo trimestre del embarazo, que se mantiene pequefia durante
toda la gestacion; y una tendencia hacia una mayor resistencia en las UtA y
la UA. Estos datos puede indicar la coexistencia de un neurodesarrollo
anomalo relacionado con las CC y con cierto grado de insuficiencia placentaria.
Nuestros datos confirman la aparicion temprana de mecanismos que podrian
contribuir a un déficit del neurodesarrollo y abren asi una ventana a la
investigacion de vias para la prediccion y la prevencion del neurodesarrollo

anormal en los fetos con CC.

8.3 Estudio 3: Expresion cerebral de distintos genes angiogénicos en las

cardiopatias congénitas.

Finalmente, y a tenor de los resultados de los trabajos anteriores,
en este trabajo quisimos dar un paso mas estudiando la expresion de distintos
factores angiogénicos y antiangiogénicos en el tejido cerebral de fetos con CC,
asi como la expresion de distintos marcadores de hipoxia cronica; con el
objetivo de comprobar si existe una desregulacion en las vias angiogénicas
involucradas en el desarrollo cerebral, que consecuentemente confiere un

riesgo aumentado de lesidn cerebral a estos fetos.

Los datos de Este estudio representan la primera evidencia de
angiogénesis anormal en el tejido cerebral de fetos humanos con CC;
mostrando un aumento de la expresion de VEGF-A y sFlt-1. En concreto, la
expresion de sFlt-1 se muestra incrementada entre 1,5 y 1,7 veces en las
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muestras cerebrales de fetos con CC, en comparacion con los controles, tanto
a nivel de la corteza frontal como de los ganglios basales y el hipotdlamo.
Ademas, observamos una sobreproduccion de HIF-2a en las muestras
procedentes de los ganglios basales y el hipotalamo, probablemente

secundario a una hipoxia crénica.

Hasta el momento, varios estudios han demostrado la relacion entre los
defectos cardiacos y un retraso en el desarrollo neurolégico. Aunque
inicialmente se ha atribuido este neurodesarrollo anémalo a la cirugia cardiaca
postnatal (5), como ya hemos comentado a lo largo de esta tesis, que,
actualmente, tenemos evidencia de que otros mecanismos fisiopatoldgicos
estan implicados. Mediante técnicas de neuroimagen se ha demostrado a nivel
cerebral una alta prevalencia de alteraciones prenatales, asi como un volumen
cerebral reducido, retrasos en la maduracién y en la circulacion, en fetos con
CC en el tercer trimestre de la gestacion (97)(90)(98). Y tal y como hemos
presentado en el segundo estudio de esta tesis mediante ecografia, los fetos
con CC tienen unas biometrias cefalicas disminuidas desde el segundo

trimestre de la gestacion (99).

En nuestro tercer estudio, hemos obtenido tejido cerebral del cortex
frontal, de los ganglios basales y del hipotdlamo, debido a que estas regiones
son responsables respectivamente de las habilidades cognitivas y motoras,
que son las principales areas que se encuentran afectadas en los nifios con CC
(100)(101).

Por otro lado, tal y como hemos descrito en el primer estudio de esta
tesis (102) y en trabajos previos llevados a cabo por nuestro grupo (64) (65),
existe una relacion entre las CC y una placentacion andmala. En el primer
estudio de esta tesis describimos una incidencia mayor de complicaciones
relacionadas con la insuficiencia placentaria, como son la preclamsia, el RCIU y
la muerte neonatal en las gestaciones con fetos con CC, comparado con la
poblacién normal. Siguiendo esta linea, recientemente un gran estudio ha
confirmado la asociacion entre las CC y las anomalias placentarias, este

estudio ha investigado el peso de las placentas, conocido indicador de la
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funcién placentaria, en gestaciones con fetos afectos de CC; observando que el
peso de las placentas es significativamente menor en tres subtipos de
neonatos con CC (103).

La desregulacion de la angiogénesis en la placenta y en la circulacion
materno-fetal ha surgido como uno de las caracteristicas fisiopatolégicas del
desarrollo de la insuficiencia placentaria y de sus consecuencias, la preclamsia
y el RCIU (89) (104). La angiogénesis anormal también se ha relacionado con
otras afecciones obstétricas y fetales como la miocardiopatia periparto y los
defectos cardiacos fetales, abriendo nuevos retos para
nuestra comprension de la afectacion angiogénica en la funcién cardiovascular

materna y el desarrollo cardiaco fetal (65) (105).

En los fetos con defectos cardiacos, se cree que el deterioro neuroldgico
es consecuencia de la disminucién de la distribucion de oxigeno y del flujo
sanguineo al cerebro debido a una morfologia anormal del corazén. Un vinculo
directo entre la reduccion de la oxigenacion cerebral y el deterioro del
crecimiento cerebral en los fetos con CC se ha reportado recientemente
utilizando la cardioRM en contraste de fase (91). Los fetos con CC presentaron
cambios significativos en las biometrias cefalicas, la perfusion cerebral, el
desarrollo cortical y el metabolismo cerebral, con signos de alteraciones mas
severas en casos con una reduccion esperada en la oxigenacion cerebral en el
tercer trimestre del embarazo (14). Ademas el segundo estudio de esta tesis ha
demostrado unas biometrias cefalicas disminuidas en todos los tipos de CC en
el segundo trimestre del embarazo y como estos cambios persisten a lo largo
de toda la gestacion, sin empeorar hacia el final del embarazo (99) , lo que
sugiere que la causa del desarrollo anormal del cerebro de estos fetos podria
estar ya presente desde el inicio del embarazo. De hecho, Abu-Rustum et al.
han descrito recientemente que las alteraciones del volumen de la cabeza
podrian ser detectadas en las primeras 11-14 semanas de gestacion en fetos
con CC (106).
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Siguiendo la linea de nuestro segundo estudio y como ya hemos
comentado, diferentes vias patogénicas deben existir, a parte de la propia
morfologia anémala del corazén, que conducen al desarrollo cerebral anormal
de manera prenatal, y una de ellas, segun nuestras investigaciones, podria ser

la formacion intrinsecamente anormal de vasos cerebrales.

Donofrio y Massaro afirman que la diferencia, entre las lesiones
cerebrales de los neonatos con CC y aquellos que han sufrido una lesion
hipoxico-isquémica de otra causa, sugiere que las lesiones cerebrales
adquiridas prenatalmente, de los fetos con CC, pueden estar relacionadas con
un desarrollo anormal del lecho vascular cerebral de dichos fetos (68). Licht et
al. utilizando una puntuacion de maduracion basada en cuatro parametros,
encontré un retraso en el desarrollo cerebral intradtero de aproximadamente 1
mes (95); y a su vez, Beca et al. reportaron que la severidad de la inmadurez
cerebral al nacer predice el nivel de deterioro del desarrollo neurolégico a los 2
afios de edad (96),

Otra posible explicacion es que estos casos han sufrido lesiones
vasculares debido a una formacion vascular anormal, que retrasaria la
maduracion y el crecimiento. Se ha planteado la hipotesis de que el desarrollo
cerebral anémalo debido a las CC, puede aumentar la vulnerabilidad del
cerebro a la inestabilidad hemodinamica perioperatoria y a las lesiones
intraoperatorias hipéxico-isquémicas (8). A partir de los resultados de este y
otros estudios, podemos especular que la formacién anormal de vasos es una
caracteristica comun en todos los sistemas fetales de los fetos con CC,

incluyendo el corazon, la placenta y el cerebro.

Hasta la fecha, los modelos animales con CC no han sido lo
suficientemente adecuados, para entender los déficits neurolégicos observados
en este tipo de pacientes. Por un lado, casi todos los modelos genéticos de
ratbn resultan en la letalidad embrionaria (107)(108)(109). Por otro lado,
algunos modelos animales grandes se han utilizado para entender la patologia
cerebral de las CC, de CHD, pero estos estudios se han visto limitados por las

técnicas quirdrgicas (110)(111)(112). Por lo tanto, con el fin de comprender
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mejor los déficits neurologicos observados en los pacientes con CC, se deberia
desarrollar un modelo en el que sélo aparecieran defectos cardiacos intradtero
y permitir el nacimiento y posterior desarrollo postnatal (113). Sin embargo,
utiizando un modelo experimental de ratdén, con inactivacion temprana
homocigota del VEGF en el cerebro embrionario, fue posible describir que el
VEGTF, via secrecion local por progenitores neurales y/o neuronas (114), Induce
la angiogénesis cerebral y proporciona sefiales instructivas para la correcta
organizacion espacial de la vasculatura (115). Ademas, en un modelo cerebral
infartado se encontré una sobreexpresion del mMRNA y de los niveles de VEGF
y del PIGF en diferentes tipos celulares de (116). Los efectos neuroprotectores
de PIGF también se han descrito usando un modelo in vitro de lesion isquémica
cerebral en ratas (117). Recientemente, Luna et.al, han descrito que la
deficiencia de PIGF se asocia con un deterioro del desarrollo vascular cerebral
en un modelos de ratones PIGF - / - (118). En nuestro estudio, aunque no se
encontraron diferencias en la expresion de PIGF, si se observdé una la
expresion leve de PIGF y una sobreproduccion de sFlt-1 en los casos con CC
comparados con los controles, que sefialan que existe un cierto ambiente anti-
angiogénico en ambos areas del cerebro, que podria conducir a una formacién

y ramificacion anormal de los vasos cerebrales de los fetos con CC.

Nuestro estudio demuestra que una expresion del mRNA de
VEGF-A aumentada significativamente en los ganglios basales y el hipotalamo
en los fetos con CC en comparaciéon con los controles (60%, p = 0,0432).
Resultados anteriores han demostraron la importancia de la regulacion estricta
de la expresion de VEGF-A durante el desarrollo cardiaco (59). Y sabemos
que la expresion del gen para VEGF-A estad estrechamente controlada y se
estimula bajo condiciones de hipoxia, a través de mecanismos

transcripcionales y post-transcripcionales (119)(120).

En este estudio también hemos evaluado la presencia de marcadores de
hipoxia en el tejido cerebral fetal de los fetos con CC, analizando la expresion
de HIF-1a y HIF-2a. La expresiéon de HIF-2a, un marcador de hipoxia, se
incrementd en los ganglios basales y el hipotdlamo. Estos datos concuerdan

con un estudio de autopsia realizado por Glauser et al., en el que se encontré
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que el 45% de los bebés con Hipoplasia del corazén izquierdo (LVOT) tenian
lesiones isquémicas hipdxicas y / o hemorragia intracraneal (121). Ademas,
estudios in vitro previos demostraron que HIF-2a activa preferentemente la
expresion de VEGF (122). En nuestro estudio, el aumento de la hipoxia
inducible es compatible con los estudios hemodinamicos Doppler que apuntan
hacia el hecho que un cierto grado de hipoxia cerebral podria estar presente en
los cerebros de fetos con CC (14).

Hay varias explicaciones para estos hallazgos: En primer lugar, los fetos
con CC podrian tener una placentacion intrinsecamente alterada que podria
causar cierto grado de hipoxia fetal, pudiendo estar relacionado con un
desarrollo anormal tanto a nivel cardiaco como cerebral. Alternativamente, la
expresion de los distintos factores angiogénicos en el tejido cerebral demuestra
que, aunque la hipoxia puede inducir la angiogénesis, no se observa una
sobreexpresion de PIGF. Sin embargo la expresion de sFlt-1 si se incrementé
en la corteza basal y frontal, independientemente de la expresion de los genes
de hipoxia. Estos hallazgos y el hecho de que se observaron resultados
similares en el cerebro y en la sangre de estos casos, sefialan que la
angiogénesis anormal podria ser una de las vias patdgenas intrinsecas que

conducen a un desarrollo cerebral anormal.

Como limitaciones de este estudio, Reconocemos que los datos
histol6gicos de estos cerebros podrian haber ofrecido informaciéon importante
en relacion a la interpretacion de esta potencial asociacion, y que futuros
estudios que incluyan esta informacion serian muy interesantes. Finalmente,
comentar que los cambios en la expresidbn génica no son casuales, sino
secundarios al propio ambiente creado por la CC, sin embargo, como la
evaluacion de estos factores se hizo en el segundo trimestre del embarazo, y
no durante el proceso de embriogénesis, no podemos determinar con certeza si
el desequilibrio angiogénico es el causante del desarrollo anormal del cerebro o

mas bien es una consecuencia del defecto cardiaco.
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Que tengamos constancia, este es el primer estudio que evalia la
relacion entre la angiogénesis cerebral y el desarrollo neurolégico anémalo en
las CC. Nuestros resultados sugieren que las CC determinan una angiogénesis
intrinsecamente andmala y una situacion de hipoxia crénica que pueden
estar presentes en el cerebro fetal. Nuestros resultados coinciden con los de
estudios observacionales previos que de forma consistente mostraron que
prenatalmente existen unos factores de riesgo neurolégicos en las CC.
Estudios adicionales podrian ser de interés para dilucidar en qué medida esta

implicada la angiogénesis en el desarrollo del cerebro de los fetos con CC.
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9. FUTURAS DIRECCIONES
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9. FUTURAS DIRECCIONES

Durante los afos en los que se ha completado esta tesis, ha cobrado
importancia la hipotesis de que el desarrollo cerebral anémalo debido a las CC,
puede aumentar la vulnerabilidad del cerebro a la inestabilidad hemodinamica
perioperatoria y a las lesiones intraoperatorias hipoxico-isquémicas. No
obstante a pesar de la importancia y la frecuencia de las complicaciones
neuroldgicas, no se conocen las causas por las que se producen estas lesiones

ni los factores de riesgo que determinan mayor repercusion.

A pesar de la evidencia acumulada sobre la relacion de las CC con
neurodesarrollo anémalo, los estudios realizados desde una perspectiva clinica
se basan en series pequefias. Por este motivo, las direcciones futuras de este
grupo de investigacion se basaran en intentar establecer si existen diferentes
espectros de dafo neurolégico segun el tipo de CC y lo que es mas importante,
identificar los mecanismos que producen este dafio neuroldégica de manera
temprana, para poder desarrollar herramientas clinicas que permitan establecer
el riesgo de dafio neurolégico en un paciente concreto y por tanto poder
establecer en un futuro estrategias preventivas y terapéuticas. Solo cuando los
mecanismos que producen el dafio cerebral se comprendan, sera posible

postular métodos que mejoren el resultado neuroldgico de estos nifios.

Para ello, nuestro grupo esta actualmente llevando a cabo un estudio
prospectivo, multicéntrico, que tiene como titulo Desarrollo de métodos
predictivos basados en la integracion de factores prenatales y postnatales para
la deteccion de neurodesarrollo anémalo en cardiopatias congénitas (Children
NEURO-HEART Study).

Se trata de un estudio dotado con una beca por el Instituto de Salud
Carlos Il (P113/01449) en el que aparte de nuestro centro, el Hospital de la Vall
d’Hebron de Barcelona, participan 5 centros espafioles: Hospital Universitario

12 de Octubre de Madrid, Hospital Universitario La Paz de Madrid, Hospital
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Universitario La Fe Valencia, Institut Universitari Dexeus Barcelona y el

Hospital Clinic-Maternitat-San Joan de Deu de Barcelona.

Este estudio estda basado en los resultados obtenidos en las
investigaciones expuestas en esta tesis, y pretende evaluar el desarrollo
neuroldgico de los nifios con CC, asi como definir una asociacién entre factores
pre y post-natales y un neurodesarrollo anbmalo en estos pacientes, con el

objetivo de poder desarrollar algoritmos predictivos y estrategias preventivas.
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10. CONCLUSIONES

1. Las gestantes portadoras de un feto con CC presentan una mayor
incidencia de complicaciones relacionadas con la insuficiencia

placentaria, tales como preclamsia, RCIU y muerte intraltero.

2. Estos datos confirman que la presencia de un disbalance angiogénico
placentario en estas pacientes condiciona mayor riesgo de
complicaciones de la gestacion y por tanto creemos necesario el

correcto despistaje de dichas complicaciones en estas pacientes.

3. Los fetos con CC tienen unas biometrias cefalicas menores desde el
segundo trimestre del embarazo, que se mantiene pequeiias durante
toda la gestacion, independientemente del tipo de CC. Nuestros datos
confirman la aparicion temprana de mecanismos que pueden conducir a

un peor neurodesarrollo en los nifios con CC

4. El aumento progresivo de las resistencia en las UtA i la UA a lo largo de
la gestacion, sugiere un grado progresivo de insuficiencia placentaria en
las gestaciones con fetos con CC, hecho que concuerda con el mayor

riesgo a desarrollar complicaciones placentarias en estos casos.

5. En el tejido cerebral de los fetos con CC existe una regulaciéon anémala
global de la angiogénesis, con una tendencia positiva hacia un ambiente
anti-angiogénico, hecho que sugiere que los fetos con CC tienen una
angiogénesis intrinsecamente anormal, que puede contribuir a una
perfusidbn cerebral andmala, asi como a un desarrollo neurolégico

posterior anormal.
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12. ANEXO

12.1 Anexo 1: Trabajos publicados

12.1.1 Estudio 1: Complicaciones derivadas de la insuficiencia placentaria en

gestantes portadoras de fetos con cardiopatia congénitas
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Abstract

Keywords

introduction: Recent studses pointed to an intrinsically angiogenic imbalance in CHD in the  Congenital heart defects, intrauterine growth

maternal and foetal circulation suggestive of impaired placentation.

restriction, pre-eclampsia

Obyectives: To assess whether pregnant women with a CHD foetus are at greater risk of
placenta-related complic

Methods: Perinatal results of women with a COH foetus were compared with those of a nonr
selected population followed up at our centre. Multiple pregnancies and chromosomal
asbnormalies were excluded from the analyss.

Results: About 279 preg ies with CHD foetuses were ncluded Mothers were classified in
three groups according to the foetal cardeac defect 104 (37.3%) atrioventnicular defect,
102 {36.5%) conotruncal anomalies and 73 [26.2%) left-ventricular outflow tract obstruction
A significantly higher ncidence of pre-eclampsia was observed in the CHD group compared
with the normal population (5.7% wersus 1.2% p«<0.0001) [OR 5.96 {95% CI - 3.19-10.54)]
About 9.7% of foetuses with CHD had < 3rd birth weight percentile compared with 3% for the
normal population [OR 3.32 (95% C1 - 2.39-4.56)). A higher incidence of stillbirth was also
observed in the CHD group compared with the normal population [25% 0.4%) [OR 9.45
(95% Cl - 3.35-21.3)).

Conclusions: Women carnyng a foetus with CHD have a high risk of pre-edlampsia and
intrauterine growth restriction. The relationship between CHD and placenta-related compl-
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cations could be an encouraging topic for future research.

Introduction

Congenital heant disease (CHD), a major cause of infant
mortality, occurs in approximately 8 per 1000 live births
[1.2]. it constitutes one of the most common congenital
anomalies and accounts for 20% of stillbirths [3).

Evidence from amimal models suggests that impaired
angiogenesis is related to abnormal heart development [4-6).
We recently reported that maternal serum PIGF was decreased
at 11-13 weeks of gestation in isolated major foetal heart
defects, which indicates impaired placental angiogenesis [7).
Furthermore, higher anti-angiogenic  expression  (sFlt-1,
VEGF-A, sEng) was observed in foetal heart tussue and
cord blood of foetuses with CHD compared to controls, and
lower PIGF and higher sFlt-1 levels were found in maternal

Address for cotres) ce: Elisa Llurba, Maternal-Foetal Medicine
Unst, Department of Obstetrics, Vall d'Hebron University Hospetal,
Unsversitat Autonoma de Barcelona Psg. Vall d'Hebeon, 129139 08035
Barcelona, Spain. Tel: 434934893085, 434687742699, E-mal:
elusa llurbad vhar.ocg
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serum at 18-37 weeks of gestation, thereby indicating that
these foctuses may have intrinsic altered angiogenesis leading
to abnormal formation of the heart [3].

Abnormal  angiogenesis in  the placenta  determines
impaired remodelling  of maternal  spiral  arteries  and
placental underperfusion that may ulumately lead to the
development of intrauterine growth restriction {(IUGR) and
maternal pre-eclampsia (PE), major causes of maternal and
perinatal  morbidity and mortality [8-11].  Angiogenic
factors are known to be implicated in the pathogenesis
of these complications. Changes in plasma concentrations
of angiogenic and anti-angiogenic factors, or their ratios,
in the mother imply a higher risk of her delivering a
small-for-gestational age neonate and/or developing PE
[12,13]. Raised sFltl and low circulating PIGF levels have
been observed in both PE [12-16) and ssolated IUGR
[15.17.18).

Adequate uteroplacental blood flow is necessary for
normal pregnancy outcome. Pregnant women with CHD
have significantly more obstetric and offspring complications
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than healthy women; these include a 4-fold increase i the
incidence of pre-eclampsia and [UGR [19-22], which has
been attnbuted to abnormal placentation in the context of
cardiac dysfuncuion [23).

We hypothesized that pregnant women carrying a foetus
with CHD are at greater nsk of impaired placenta-related
complications due to an angiogenic imbalance. In an attempt
o explore this hypothesis. we conducted a retrospective study
in women carrying a foetus with CHD. the main aim of which
was to determine the incidence of impaired placental
complications such as PE, eclumpsia. HELLP syndrome.
stillburth and IUGR.

Materials and methods
Study population and inclusion criteria

A retrospective cohort study was conducted on consecutive
gestations with foetal CHD at the Foetal Medicine Unit of the
Vall d'Hebron University Hospital between December 2003
and December 2014,

Only foctuses with major CHD (atnoventricular valve
defects. conotruncal abnormalities and left-ventnicle outflow
uwact obsuuctions) were included n the swdy [3]. Non-
structural cardiac anomalies such as wmours or archythmias,
minor cardiac defects or venous system anomalies were
excluded. CHD included in cach group are shown in Table 1.

When a CHD was suspected, a detailed foetal anatomy
scan was performed and the mothers were offered foetal
karyotyping and/or Array-CGH tests if required. The defini-
uve diagnosis of CDH was based either on prenatal exam-
mations by a foetal cardiologist and foetal medicine specialist
or postnatal evaluation. Demographic information, maternal
medical and obstetric history, ultrasound findings, biometnies
and Doppler evaluation, genelic screening. pregnancy out-
come and neonatal results were obtamned and entered in a
complete database. Data collected from muluple sources
mncluding maternity, neonatology. cytogenetic and pathology

Table 1. Classaficanon and dutnbution of cases m the three CHD
groaps.

N
At lar valve defs 4
Septal defects 16
Atnoventricular septal defects 19
Ebstein's anomaly 6
Trcuspid valve atresia 10
Pulmonary atresia with intact ventncular septum 20
Congenatally comected P of great 5
Duwble indet left ventncle 8
Conotruncal anomalies 102
Transposition of the great artenes 62
Tetralogy of Fallot 2
Double - outlet nght ventricle 14
Common artenal trunk 2
Aocto-pulmonary window 1
Leftoventncle outflow tract obstructions (LVOT) n
Aoctic valve stenosis k)
Coarctation of the aarta 43
Aottic Ar¢ interruption 1
Mitral atresia s
Hypoplastic Left sindrome 18

J Mators Fotal Nevaatal Mod Ealy Osline: 1-§

units were used to screen for adverse pennatal outcomes,
malformations and chromosomal abnormalities.

The main outcome was the development of placental
imparment  complications:  (a)  pre-eclampsia (PE). (b)
HELLP syndrome, (c) sullbirth and (d) IUGR compared
with the normal population [24]. Pre-eclampsia was defined
according to the diagnostic critena of the Amencan College
of Obstetricans and Gynaecologists [25) and IUGR as birth
weight <10th percenule for gestational age.

Perinatal results of women with a CHD foetus were
compared with those of a non-selected population of 6025
delivenes with information available followed up at our centre
from 2012 o 2013,

Statistical analysis

Inter-group comparnisons of maternal charactenstics were
made using the chi-squared or Fisher's exact tests for
categorical variables and the Mann-Whitney U test for
continuous vanables, The p value threshold used for sigmfi-
cant differences was 0.05.

Student's unpaired rtest or Mann-Whitney U test, as
appropriate, or the Kruskal-Wallis test and Dunn's muluple
comparison post-test were used to determine the significance
of mter-group differences in the pre-eclampsia rate. Z-scores
were calculated for the birth weight percentile.

Statistical analyses were made using the GraphPad Prism
software (GraphPad, version 5.0b, San Diego, CA) and
Statistical Package for Social Sciences software (SPSS 17.0.
Chicago, IL).

Results

Over the study penod, 1095 pregnant patients were referred to
our unit for a suspected foetal heart defect; of these, 83 were
lost to follow-up, 51 had multple pregnancies [26] and 373
were carrying foetuses wath heart anomalies other than those
of the inclusion cnteria. Of the remaning 588 singleton
foetuses with a structural heart disease, 68 were ruled out for
chromosomal abnormalities and a further 35 for concomitant
major extracardiac abnormalities. In addion, pregnancy was
terminated in 206 cases with isolated CHD. The flow chart of
the study is shown in Figure 1.

Finally. perinatal outcome was evaluated in 279 pregnan-
cies. Mothers were classified in three groups according to
foetal heart defect type: atnoventricular defect in 104 (37.3%).
conotruncal anomabies in 102 (36.5%) and LVOT in 73
(26.2%) (Table 1). Maternal charactenstics and PEAIUGR risk
factors [24) for each group are summarized in Table 2.
No differences were found among groups.

Overall. PE occurred in 16 (5.7%) women carrying a foctus
with CHD: 8 were mild (30%), 6 severe (37.5%) and 2
HELLP syndromes (11.5%). PE rates according to heart
defect subgroup are shown in Table 3. A significantly higher
incidence of PE was observed in the CHD group compared
with the normal population (5.7% versus 1.2%. p<0.0001)
(OR 5.96. 95% CI: 3.19-10.54). Differences were also found
between the atrioventricular valve defect and conotruncal
anomaly subgroups and the normal population (7.7% versus
1.2%, p<0.0001) and (5.8% wversus 12%. p=0.0003),
respectively. However, no significant differences were found
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between the LVOT group and normal population (2.7% versus
1.2%, p = 0.254), nor among the different CHD groups (7.7%
versus 5.8% versus 2.7%; p=0.376).

With respect to buth weight percentile. CHD foctuses had
significantly lower birth weights than the normal population;
21.1% and 9.7% of foetuses with CHD had < 10th and 3rd
birth weisght percentiles, respectively. compared with 10% and
3% for the normal population (OR 3.32; 95% CL: 2.39-4.56
and OR 4.54; 959 CL 2.84-7.04). A higher incidence of
stillbirth was also observed in the CHD group compared with
the normal population (2.5% versus 0.4%) (OR 9.45; 95% CL
3.35-23.3).

Discussion

To our knowledge, this is the fust study to evaluate the
incidence of placental complications in women carrying a
foetus wath CHD. Our data show significantly higher
incidences of pre-eclampsia, IUGR and stillbirth in these
cases compared with the normal population.

Some studies reported that pregnant women with CHD
have a higher nsk of obstetric complications [19-22).
Petronella et al. described high ressstance in wteroplacental
blood flow throughout pregnancy n women with CHD
compared with healthy women. In addition, higher incidences
of obstetric and offspring complications such as pre-eclamp-
sia (5.79) and small-for-gestational-age foetuses (16.3%)
were observed [23], which suggests a relationship between
impaired placentation and CHD.

Ammal studies demonstrated the implication of angiogenic
factors in heart embryogenesis, a heterozygous deletion of
vascular endothehial growth factor (VEGF) causes death of
the embryo owing to its nability 1o form the vascular tree
[9.27). In zebra fish embryos. the blockage of VEGF
receptors resulted in a functional and structural defect in
heant valve development, suggesting that these receptors are

Pre-eclampsia and foctal heart discase 3

(PIGF) 1s a glycoprotein of the VEGF family, and the soluble
form of fms-like tyrosine Kinase-1 (sFl-1) 15 a potent
antagonist of both VEGF and PIGF [28). Reduced matemal
serum PIGF at 11-13 weeks of gestanon was reported in
pregnancies that developed pre-eclampsia [29] and in patients
with foetuses with valve and conotruncal heart defects [7).
Furthermore, decreased matemal serum PIGF and increased
sFlt-1 at 18-37 weeks of gestation in these types of defect
were observed [3).

The higher nsk of pre-eclampsia and IUGR in these
women supports the hypothesis that there may be intnnsically
angiogenic impairment of both the placenta and foetal heart.
A higher incidence of pre-eclampsia was observed in patients
with valve and conotruncal defects, which may point to &
common pathophysiological pathway leading to pre-eclampsia
and some types of CHD. The origins of conotruncal and valve
malformations may differ from those of the LVOT. Since
LVOT defects have complex mulufactonal aetiologies (7). the
fact that the incidence of pre-eclampsia was not significantly
higher would appear to support adequate placentation in these
patients.

In our cohort, 2.5% of trautenine foetal deaths were
unexplained and 1 in 5 CDH newboms had low birth weight.
Although the association of complex CHD. low buth weight
and foetal death is well known [30,31], their causes remain
unclear. Discase-specific biometrics are thought to be a
consequence of diminished oxygen distnbution and blood
flow to the body caused by abnormal heart morphology in
foetuses with heant  defects. However, burth weight s
independent of CHD severity and blood flow hemodynamics
tn utero. Furthermore, a correlation between lower materal
PIGF levels and birth weight percentile in CHD infants has
been reported (REF). suggesting that placental impairment
contributes 1o dimimished growth potential of foctuses
with CHD.

The study has some limitations resulung  from its

involved in heart valve formation [5]. Placental growth factor  retrospective  design.  Although  patients  underwent
1095 women with a foetus with
suspected CHD

81 incomplete 51 mutiple pregnancies
data with discordant CHD fostus
|
373 lostuses exchuded for
- Noavstructural cardiac ancmales 588 foctuses with CHD
« Minor defects
« VMenous system anomalies
| ]
¥ mracardac
6 drromosomal defects 439 iolated CHO " 5
1
Study pepulation 208 pregrancy
P WrTiNMOnG

Fagure 1. Flow chant of the study population accordmg to selection crtena. CHD, congenital beart disease.
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Table 2. Bascline charactenstics of the congenital heart discase groups.

Paramcters A=V (n = 104} Conotruncal (n = 102} LVOT (0= 73)  p value
Age (years) .89 (03 312(02) 2973 (0.9) 041
Weight ikg) 6641 (15) 639932 6661 (3.2) 043
Height (m) R 1.63 (D.1) 173 (03 161102) 0.33
Body mass index ikg/m”) 2451 (02) 2552(0%) 24 88 10.5) 098
Caucasian 86 (827%) 86 (834 3%) 68 (93.1%) 429
Smoker 14 (13.4%) I8 (17.6%) 10 (13.5%) 084

Conception
Spoatancous 99 (95.2%) 98 (96.1%) 71 (97.3%) 078
Assisted 5(48%) 4(39%) 2(27%)

Panty
Nulliparous 46 (44.3%) 52 (51.0%) 36 (49.3%) 0.60
Parous 58 (55.7%) 50 (49.0%) 37 (50.7%)

Chroaic hypertension 1 (09%) 1(09%) 1 (14%) 0.76
Daabetes V11 1 (09%) 2(19%) 1{14%) 083

Obstetnic history
Previous pre-eclampsia 1 (09%) 0(00%) 0(0.0%) 043
Previous IUGR 0 (D0%) 0 (00%) 1{14%) 024
Previous stillbirth 2(19%) 0 (0D0%) 22.7%) 028

A=Y, atnoventricular valve defects, LVOT, left-ventrcle outflow obstruction; IUGR, intrauterine growth
restriction. Data are shown as mean + SD o percentage (#)

Table 3. Companson of masernal and foetal outcome in cases of ¢

to beart defect, and wath controls

| heart di (CHD), ¢l

fied into groups according

Coagcmul heart duscases

Control group Group 1AV Group 2 conotruncal  Geowp 3 LNOT
Complications (n « 6035) All (# =« 27) (n e 10d) {n = 102) (n = 73)
Pre-eclampsia OR 596 (3.19-1054) 75 (1.2%) 16 (5.7%)*** $(72%)%* 6 (58%)%* 227%)
SGA OR 3.32 (2.39-4.56) 603 (10%) 59 (2L1%)*** 17 (16.3%)* 21 20.6%)*** 21 (28.8%)***
IUGR <p3 OR 4.54 (2.84-7.04) 181 (3%) 27 (9.7%)* T67%) 9 (S.8%)** 11 (15%)**
Stillbarth OR 9.45 (3.35.21.3) 21 (0.35%) 7 2.5%)*** 4 (A8F)** 2(1.9%) 1(14%)

SGA, small for gestational age; IUGR, intrauterine growth restriction; A-V, atnoventricular valve defects; LVOT, left.venincle

outflow ohstruction.
*p value <D0S.
**p value <001.
*+*p value <0.001 compared with controls.

echocardiographic assessment. no uterine artery  Doppler
indices were recorded. Furthermore, no histological informa-
ton on placental charactenistics was available. Doppler and
histological study of the placenta might have provided some
sight into the interpretation of our results. Thus, future
studies seeking this information are warranted.

Conclusions

This study is the fust w report a higher nsk of pre-
eclampsia in women carrying a foetus with CHD. Since our
data suggest that these women have an increased nsk of
maternal and offsprning-related placental complications, the
relationship between CHD and placenta-related complications
might constitute an encouraging hypothesis for  future
research.
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12.1.2 Estudio 2: Cambios longitudinales en las biometrias y la hemodinamica

cerebroplacentaria en fetos con cardiopatia congénita.
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ABSTRACT

Objectives To deternune the longitudinal bebavior of
fetal biometric measures and cerebroplacental hemody-
namics throughout gestation in fetuses with congemtal
beart disease (CHD).

Methods Fetal biometry and Doppler bemodynamics
(uterine artery (UtA), wnbilical artery (UA) and fetal
middle cerebral artery (MCA)) were measured serially in
a cohort of consecutive fetuses diagnosed with CHD.
Evaluations were made at various tone pomts, from
diagnosis (20-25 weeks) to delivery, with at least two
measurements per fetus that were at least 2 weeks apart.
Fetuses were classified into three groups according to
the pattern of blood supply to the bramm (placental vs
systemuc) that would be expected on the basis of the type
of CHD. All parameters were transformed into Z-scores.
A linear mixed model to analyze repeated measurements
was constructed for each parameter to assess its behavior
throughout gestation.

Results Four hundred and forty-four sltrasound exam-
mnations were performed m 119 CHD fetuses, with a
median of two measurements per fetus. The fetuses pre-
sented a small head at diagnosis (biparietal diameter
(BPD) Z-score, —1.32=0.99; bead circumference (HC)
Z-score, —0.79 = 1.02), which remaied small throughout
gestation. UtA and UA pudsatility indices (PI) showed a

significant increase towards the end of pregnancy, whereas
no significant changes were observed in MCA-PI or cere-
broplacental ratio (CPR) unth gestational age. Both MCA
and CPR presented significant differences i longitudi-
nal behavior between CHD groups, while BPD and HC
did not.

Conclusions CHD fetuses have a relatwely small head
from the second trimester of pregnancy, regardless of
the type of CHD anomaly, and increasing resistance i
the UtA and UA as pregnancy progresses, suggestwe of
ncreasing degree of placental imparrment. Our findogs
indicate the early onset of mechanisms that could lead to
poorer newrodevelopment later in life. Copyright © 2016
ISUOG. Published by Jobn Wiley & Sons Lid.

INTRODUCTION

Congenital heart disease (CHD), a major cause of infant
mortality and morbidity, occurs in approximately 6-12
per 1000 live births'. From an obstetric viewpoint, it
constitutes one of the most common congenital anomalies
and accounts for approximately 8% of sullborn infants
without chromosomal abnormalities®. While advances in
early diagnosis and postnatal management have increased
survival in children with CHD?, worrying long-term
outcomes, particularly neurodevelopmental disability,
have emerged as a key prognostic factor in the counseling
of these pregnancies™.
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A recent study showed that a high proportion of
fetuses with CHD have a smaller head and increased
brain perfusion by the second trimester of pregnancy®.
Additonally, a substanual percentage of newborns
with CHD have signs of brain injury on magnetic
resonance imaging (MRI)*7* and reduced cranial size”'%,
suggesting early onset of the mechanisms leading to poorer
neurodevelopment later in life.

It has been hypothesized that altered cerebral perfusion
is one of the main contributors to abnormal neurodevelop-
ment in fetuses with CHD. However, although abnormal
bead size was more pronounced in fetuses with compro-
mised blood delivery to the brain, it was also present
in milder forms of CHD, suggesung that there could
be additional mechanisms that contribute to abnormal
neurodevelopment in CHD cases™'!.

We have reported that maternal serum placental growth
factor {PIGF) is decreased at 11-13 weeks of gestation
in cases of wsolated major fetal heart defects, which
indicates impaired placental angiogenesis'?. Furthermore,
higher antiangiogenic expression, charactenzed by soluble
fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1), vascular endothelial
growth factor A and soluble endoglin, was observed
in heart ussue and cord blood of fetuses with CHD
compared to controls, and lower PIGF and higher sFlt-1
levels were found in maternal serum at 18-37 weeks of
gestation, thereby indicaung that these cases may have
altered placental angiogenesis'’,

We sought to ascertain whether an impairment in fetal
head and body growth develops throughout gestation and
whether these changes are related to the expected type
of oxygen brain supply in CHD cases. Moreover, we
hypothesized that placental perfusion could be related to
changes in fetal head and body size in cases of CHD.

SUBJECTS AND METHODS
Study population

This was a retrospective study of cases with CHD
identified prenatally at one of two tertiary centers:
BCNatal and Hospital Unwversitant Vall  d’Hebron,
Barcelona, Spain. The study population consisted of
pregnant women referred to the fetal cardiology units
for fetal echocardiography from June 2010 to December
2014, Diagnosis of major CHD was the inclusion
criterion. We considered as exclusion criteria gestational
age < 20weeks or > 25weeks ar referral, associated
extracardiac malformation, chromosomal abnormality,
associated fetal arrhythmia, maternal condition that might
affect fetal hemodynamics, such as diabetes, thyroid
disease or pre-eclampsia, muluple pregnancy and fetal
anemia. The study protocol was approved by both
hospitals’ ethics commuttees.

Maternal age, gestauonal age at delivery, mode of
delivery, presence of pre-eclampsia, sex, birth weight,
birth-weight centile, birth length, head circumference
(HC) at birth, Apgar scores and umbilical artery (UA)

Copyright © 2016 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd
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pH were recorded. Birth length and HC were converted
nto Z-scores using published normative data™.

In order to analyze the effect of cerebral hemodynamics
according to the expected main pattern of blood supply
to the brain (placental (oxygenated, nutrient-rich) vs
Sy ic (deoxyge d, nutrient-poor)) in different types
of CHD, we stratified the study population, using a
previously published classification®'? as follows:

e Group 1: expected low placental blood content,
including severe left outflow tract obstruction with
reversed flow in the aortic isthmus (and thus retrograde
cerebral blood perfusion from the ductus arteriosus),
and transposition of the great arteries (TGA) with
the aortic blood flow ornginating from the right
ventricle.

Group 2: expected intermediate placental and systemic

blood content owing to intracardiac shunt (septal

defects, conotruncal defects other than TGA and
complex CHD).

o Group 3: expected high placental blood content, in
which brain perfusion originated from the left ventricle
via a correctly formed aorta {nght CHD), including pul-
monary stenosis, tricuspid atresia, Ebstein’s anomaly
and pulmonary atresia.

Ultrasound evaluation

Gestatonal age at ultrasound examination was calcu-
lated from the crown-rump length at first-trimester
screening'®. A complete ultrasound examination was per-
formed in each fetus using a Voluson ES (GE Healthcare
Ultrasound, Milwaukee, W1, USA) or Siemens Sono-
line Antares (Siemens Medical Systems, Malvern, PA,
USA) ultrasound machine equipped with a 9-2-MHz
convex curved transducer. Fetal echocardiographic exam-
mation was performed according to the International
Society of Ultrasound in Obstetrics and Gynecol-
ogy guidelines'. Briefly, cardiac axis and situs, peri-
cardial effusions, ventricular morphology, venoatrial,
atrioventricular and ventriculoartenial connections, size
and relanonships of left and right ventricular out-
flow tracts, ductal and aortnc arches, atrial and
mnterventricular septum and flow through atrioven-
tricular and semilunar valves were evaluated using
two-dimensional, color and pulsed Doppler ultrasound.
Prenatal diagnosis of CHD was confirmed on postna-
tal echocardiography or at autopsy in cases of neonatal
death.

Fetal biometric parameters biparietal diameter (BPD),
HC, abdommnal circumference (AC) and femur lengeh (FL)
were assessed and transformed into centiles for gestational
age' ™', Estimated fetal weight was calculated according
to the method of Hadlock et al.'?; both estimated fetal
weight and birth-weight centile were calculated using local
reference curves™®. Doppler recordings were made in the
absence of fetal movements with voluntarily suspended
maternal breathing. Measurements of pulsed Doppler

Ultrasound Obstet Gynecol 2017; 49: 379-386
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parameters were taken automatically from three or more
consecutive waveforms, with an angle of insonaton as
close as possible to 0°. The UA was evaluated in a free
loop of the umbilical cord®!. The fetal middle cerebral
artery (MCA) was measured in a transverse view of
the skull at the level of us ongin from the crcle of
Willis*!. Cerebroplacental ratio {CPR) was calculated by
dividing MCA by UA pulsaulity index (PI)*%. Uterine
artery (UtA) was evaluated with the probe placed on the
lower quadrant of the abdomen, angled medially, with
identification by color Doppler imaging of the apparent
crossover with the external iliac artery. Mean UtA-PI was
calculated as the average PI of right and left arteries®’.
Doppler parameters were transformed into Z-scores and
centiles accurdinE to their normal ranges®' 2%, MCA-PI
and/or CPR < 5™ cenule was interpreted as a sign of
brain vasodilation/redistribution®?. Mean UtA-PI = 95™
centile?” and UA-PI > 95™ centile?! were considered to be
abnormal.

Statistical analysis

Data were analyzed using the IBM SPSS Staustics 21 (IBM
Corp., Armonk, NY, USA) and Stata 13.1 (StataCorp,
College Stauion, TX, USA) statstical packages. All
parameters were converted into Z-scores using published
normative data from a large population of healthy
fetuses! - 1%:21-23 A Z.score of 0 was at the mean of
the normal data and Z-scores of 1 and +2 were
at 1 and 2 SD from the mean, respectively. Varnables
were expressed as mean£SD or percentage. Doppler
indices and biometric parameters were compared among
groups using one-way analysis of variance (ANOVA).
To control for Type-1 error inflation, post-hoc pairwise
comparnisons among diagnostic groups were carned out,
by applying a Bonferroni correction to the P-value of

381

Z-score

16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42
Gestanonal age (weeks)

Figure 1 Longirudinal behavior of biometric parameters bipaneeal
di { ), head arcumference (------ ), abdominal
circumference [=eesseee ) and femur length {— — = ) i fetuses with
congenital heart d - All parameters shown as Z-scores with

quadratic it applxed.

each test. Dichotomous variables were analyzed using the
2 -test and Fisher's exact test, with P < 0.05 considered
statstically significant.

A linear muxed model was performed to analyze
repeated measurements, with a quadratic trend com-
ponent for gestational age included in the fixed effect.
A random ntercept and slope were included in the
random-effect component. CHD grouping vanables were
mcluded in the model and tested for interaction.
Fixed-effect predictions were plotted against gestational
weeks for better readability.

RESULTS

Four hundred and forty-four observations were recorded
for 119 fetuses with CHD, with a median of two (range,

Table 1 Characteristics of study group of 119 fetuses with congenital beart disease, classafied according to expected pattern of blood supply

to the brain
Parameter Group 1 in=64) Group 2 (n=135) Group 3 (n=20) All jn= 119} p*
Maternal age [years) EEE 3 izzé 32+6 328 0.230
GA at delivery (weeks) 319.2+16 3190217 393+18 91+16 0.669
Mode of delivery 0.129

Spontancous vagmal 36(56.3) 18(51.4) 13(65.0) 67 156.3)

Forceps 15(23.4) 40114} 4 (20.0) 2319.3)

Cesarean section 13(20.3) 13(437.1) 3(15.0) 29 124.4)
Pre-eclampsia 3(4.7) 2(5.7) 1{5.0 615.0) 0975
Male sex 39 (60.9) 16 (45.7) 13 (65.0) 68 (S7.1) 0.253
Barth waght {g) 3243+613 3037 =570 30621577 3153+ 598 0.202
Birth-weight cennile 47436 41432 3634 44435 0424
Barth Jength [cm) 502424 48.8+3.0 492+4.1 496+£29 0.085
Barth-length Z-score 039+1.14 ~-026=145 -0.08+2.00 D.13+142 0.085§
Barth HC {cm) 334+15 33617 336%16 335+15 0.798
Barth HC Z-score ~0.63+1.14 ~049+1.31 ~0.46 4127 ~0.56+1.21 0.798
S.mun Apgar score < 7 34.7) 1(2.9) 00 413.4) 0.599
UApH<7.10 1(1.6) 2(5.7) 0 312.5) 0.338

Data are gaven as mean £ 5D or w (%). Group 1: expected low phicental blood content; Group 2: expected intermedsate placental and

systemic blood content; Group 3: expected high placental blood content. Small-for-gestational age defined as birth weight < 10" centile.

* Analysis of vanance ANOVA| with past-hoc Bonferroni correction for parrwise comparisons. GA, gestational age; HC, bead

crcumference; UA, umbilcal artery.

Copyright © 2016 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd
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2-9) measurements for each. Delivery data for the study
group are summarized in Table 1.

Distribution of CHD types according to expected
pattern of blood supply to the brain is shown in Table 2.
There were 64 (53.8%) fetuses with an expected low
placental blood content (Group 1), 35 (29.4%) with
an expected intermediate placental and systemic blood
content (Group 2) and 20 (16.8%) with expected high
placental blood content (Group 3).

Comparison of biometric and Doppler parameters at
the first examination in all 119 cases of CHD, classified
into groups according to the expected pattern of brain
blood supply, is shown in Table 3. No significant
differences were observed among groups with respect
to gestational age at first ultrasound, estimated fetal
weight and weight centile. CHD fetuses presented a
small head (BPD Z-score, —1.3220.99, 9 centile;
HC Z-score, —0.79+1.02, 21* centile) but normal AC
(Z-score, 0.49+0.88, 69" centile) and FL (Z-score,
—0.04 +0.49, 48" centile) at diagnosis. In 38% and
in 25% of cases, respectively, BPD and HC were
below the 5™ centile. Biometric variables at inclusion
showed no significant differences among groups, with
the exception of AC Z-score, which was higher in
Group 3 compared with Group 2 (P =0.009). Doppler
parameters were within normal range in CHD fetuses in
the second trimester: UA-PI Z-score (—0.45 = 0.65, 33"
centile), MCA-Pl Z-score (—0.36+1.28, 36™ cenule),
CPR Z-score (—0.29+1.37, 39" cenule) and UtA-PI
Z-score (0.17 £2.20, 57 centile). However, 18% of
CHD cases presented MCA-PI and CPR values below the

Rusz et al.

Table 2 Distnibunion of types of congenital heart disease (CHD) in
study population of 119 affected fetuses, according to expecred
partern of blood supply to the brain

CHD growpltype of CHD n

Group 11 Expected low placental blood content 64
Transposstion of the great arteries 33
Coarctanon of the aorta 21
Aortic stenosis 5
Hypoplastx left heart syndrome Kl
Shone syndrome 1

Group 2: Expected mtermediate placental 3s

and systemic blood content
Tetralogy of Falloe
Atnovensrxcular sepeal defect
Double-outlet rght ventrxche
Double-mlet smgle ventricle
Interventricular sepeal defect
Isomerism
Truncus arteriosus
Double outlet right ventricle + mitral atresia
Double inlet single ventricle + hypoplastic aornic arch
Group 3: Expected high placental blood content
Pulmonary stenosss
Tricusped atressa
Ebstein’s anomaly
Pulmonary atresia

e kN R I N N

5™ centile at the first examination. When these parameters
were analyzed according to the type of brain blood
supply, UtA-PI and UA-PI showed no differences among
groups; however, MCA-PI Z-score and CPR Z-score were
significantly lower in the impaired brain blood supply

Table 3 Comparison of biometric and Doppler parameters at first ultrasound examinanon (US) in fetuses with congenital beart disease,
classified mto groups according to expected partern of blood supply to the brain

Parameter Growp 1 (n=64) Growp 2 (n=135) Group 3 (n=20) Allin=119} P
GA at US {weeks) 240£43 2.5%3.1 239£45 23641 0.176
EFW {g) 769+ 626 589+ 366 759 +494 717+ 546 0.307
EFW centile 20428 15+29 25430 19428 0.529
Biometric vanables
BPD (mm) §8.1£120 $44£105 $76x12.6 $69%11.7 0.318
HC mm) 210.7 £43.1 1990366 207.2+433 20771413 0408
AC |mm) 1938 £458 1727338 1913417 187.1£426 0.056
FL {mm) 4194107 37.9+89 408 £109 40.6+103 0.190
BPD Z-score ~1.41£092 -127£1.03 =110+ 11§ -1.322099 0.467
HC Z-sore -0.90£099 -0.61 =098 -072x1.16 -0.79=1.02 0.395
AC Zscore 0.56£091 0.15£0.77 0.87 £0.75% 049088 0.009
FL Z-score ~0.04£047 ~0.08 £0.54 0.024£0.52 ~0.04 =049 0.743
Doppler vanables
UA-PI 1L17£020 125018 116015 1L18+0.19 0.206
MCAM 1.59%0.32 1.74 023 208=0.5113 1.72+0.39 «< 0.001
CPR 138044 1.45+032 1.81£0.55¢ 148 £047 0.008
UeA-PI 1621439 1.04£027 106 £0.13 1.37+£3.29 0.742
UA-PI Z-wcore ~047+068 ~0.392067 ~0.45£0.55 -045=0.65 0.888
MCA-PI Z-score ~0.83 % 1.09 ~021=0.389 0.75 = 15013 ~0.36=1.28 «< 0.001
CPR Z.score ~0.624 1.40 -031x1.11 0.65=1.19%% ~0.29%1.37 0.007
LeA-Pl Z-score 0.23+283 0.03+1.09 025046 0.17+£2.20 0936

Data are given as mean £ 5D, Group 1: expected low placental blood content; Group 2: expected intermedsate placental and systemic blood
content; Group 3: expected high placental blood content. * Analysis of vanance (ANOVA| with past-froc Bonferrom correction for parwise
comparisons. { P-value < 0.05 with respect to Group 1. $P-value < 0.05 with respect to Group 2. AC, abdominal circumference; BPD,
biparictal diameter; CPR, cerebroplacental ratio; EFW, estimated fetal weght; FL, femur length; GA, gestational age; HC, head
carcumference; MCA, fetal maddle cercbral artery; PL; pulsatility index; UA, umbihcal artery; UtA, utenne artery,

Copyright © 2016 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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Table 4 Summary of linear mixed models for repeated measures of biometric and Doppler parameters in f with congenital heare d
Buod purt Random part
Intercept GA fweeks) GA fweeks)®
Viarsable (Z-score) (Z-2core) (Z-score) Withim pateert (SE} Resadual (SE}
BPD 0.74 {0.06) 0.61 (0.03)
Estimate {95% Cl) -1.7413 0.0729 ~0.0026
|=2.1813; ~1.3014) 10.0063; 0.1394) {=0.0049; ~0.0004)
r — 0.0318 0.0204
HC 0.77 {0.06) 0.64 (0.03)
Estimate {95% CI) ~1.5664 0.1222 ~0.0035§
[=2.0304; ~1.1025) 10.0519; 0.1925) {~0.0059; ~0.0012)
r — 0.0007 0.0032
AC 0.62{0.05) 0.66 (0.03)
Estimate {95% Cl) 0.2758 0.0403 -0.0016
(~0.1885; 0.7402) [=0.0312; 0.1118) |=0.0040; 0.0007)
r — 0.2691 0.1779
FL 0.44{0.04) 0.52 (0.02)
Estimate {95% CI) ~0.4649 0.0821 -0.0033
|~0.8238; ~0.1060) 10.0266; 0.1375) {=0.0051; ~0.0014)
r — 0.0037 0.0005
UA-PI 0.41{0.04) 0.51(0.02)
Estimate {95% Cl) ~1.6915 0.1956 -0.0052
|~2.1316; ~1.2515) 10.1312; 0.2600) {~0.0073; ~0.0031)
r — «<0.001 «<0.001
MCA-PI 0.76 {0.09) 1.06 (0.05)
Estimate {95% Cl) 0.2517 -0.0815 0.0035
(=0.6798; 1.1832) 1-0.2226; 0.0596} [=0.0011; 0.0081}
r — 0.2577 0.1319
PR 0.78 {0.09) 1.02 (0.05)
Estimate [95% CI) 0.3932 -0.1133 0.0038
(—0.5829; 1.3693) |=0.2611; 0.0345) 1=0.0010; 0.0086)
r —_ 0.1330 0.1164
Mean UtA-PI 1.05 {0.10) 0.78 (0.05)
Estimate {95% Cl) -1.6565 0.1970 -0.0027
1=2.5102; —0.8028) 10.0590; 0.3351) 1=0.0074; 0.0019}
r — 0.0052 0.2503

AC, abdommal circumference; BPD, biparietal diameter; CPR, cerebroplacental ratio; FL, femur length; GA, gestational age; HC, bead
crcumference; MCA, fetal maddle cercbral artery; PL; pubsatility index; SE, standard error; UA, umbilical artery; UtA, uterine artery.
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Figure 2 Longitudinal behavior of Doppler parameters umbihical
artery pulsathity index (P1) ( ), middle cerebral artery PI
femenne ), cerebroplacental ratio () and mean utenine artery Pl
{= = = ) i pregnancies with fetal congenstal heart disease. All
parameters shown as Z-scores with quadratic it applied.

groups (Groups 1 and 2) (P <0.001 and P=0.007,
respectively).

Results of the linear mixed models for repeated
measurements of biometric and Doppler parameters in
CHD fetuses are shown in Table 4. No differences

Copyright © 2016 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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Figure 3 Longirudinal behavior of middle cerebeal artery pulsatiliry
mdex (MCA-PI) in fetuses with congenatal beart disease, classified
mto groups according to expected pattern of brain blood supply.
Group 1: low placental blood content (- -); Group 2: inter-
meduate placental and systemic blood content |-~ - - J; Group 3:
high placental blood coatent [~ — - ). Data shown as MCA-PI
Z-score with quadranc fic applied.

among study groups were observed in the longitudinal
analysis of head or body biometrics throughout
gestation. Figure 1 shows the longitudinal behavior of bio-
metric parameters in fetuses with CHD; 444 observatons
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Figure 4 Longitudinal behavior of mean uterine artery pulsanlity
mdex (UtA-PI} in fetuses with congenstal heart discase, classified
mto groups according to expected pattern of bran blood supply.
Group 1: low placental blood content { ); Group 2: mter-
medsate placental and systemic blood content | J; Group 3:
high placental blood content ( }. Data shown as UtA-PI
Z-score with quadranic it applied.

were recorded in 119 fetuses. The small head at diagnosis
in CHD fetuses remained small throughout gestaton
(Figure 1) and was confirmed at birth (HC Z-score,
—-0.56 £ 1.21, 31* cenule).

Figure 2 shows the longitudinal behavior of Doppler
vartables; 391 observations were recorded mn 119
fetuses. Both UA-PI and UtA-Pl Z-scores showed
quadratic increases with gestational age, which were more
pronounced in the UtA Doppler. At the end of pregnancy,
61% of these women showed a mean UtA-Pl above
the 95™ centile. In contrast, MCA-PI and CPR Z-scores
showed a non-significant trend towards increasing with
gestation.

Comparison of MCA-PI Z-scores in the three CHD
groups throughout gestation s shown in Figure 3.
MCA-PI Z-scores were lower in the group with an
expected severe impairment of blood supply to the brain
(Group 1) (P=0.02). No differences were observed when
analyzing behavior of this parameter with gestational
age among the three CHD groups. Comparnison of
UtA-Pl Z-scores in the three CHD groups throughout
gestation 1s shown in Figure 4. UtA-PI Z-scores were
higher in the group with the expected best blood
supply to the brain (Group 3), with all groups showing
a significant quadrauc increase with gestatonal age
(P=0.005).

DISCUSSION

Our data confirm that CHD fetuses have relatively small
head biometry in the second trimester of pregnancy,
reflected by low BPD and HC Z-scores. The main
observations of this study were that head biometry
remained smaller than normal throughout gestaton
and that placental hemodynamics showed impairment
towards the end of pregnancy, regardless of the type of
CHD anomaly.

CHD is associated with a relatvely high prevalence of
brain lesions on newromaging and a sigmficant risk of

Copynght © 2016 ISUOG, Published by John Wiley & Sons Ltd
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neurodevelopmental delay. Although the associauon of
complex CHD and abnormal neurodevelopment s well
established®, the causes remain unclear. Disease-specific
biometry 1s thought to be a consequence of diminished
oxygen distribution and blood flow to the brain caused by
abnormal heart morphology in fetuses with heart defects.
A direct link between reduced cerebral oxygenation
and mmpaired bran growth in fetuses with CHD was
established recently using phase-contrast cardiac magnetic
resonance™®. We have reported that, in the third trimester
of pregnancy, CHD fetuses presented significant changes
in head biometry, brain perfusion, cortical development
and brain metabolism, with signs of more severe
alterations in cases with an expected severe reduction in
brain oxygenated blood supply'!. Although an association
between decreasing MCA-Pland CPR values with the type
of CHD based on the expected degree of oxygenation was
observed, all CHD groups had smaller head biometry
compared with published normal data™, confirming
data from previous studies®2*. Interestingly, our study
demonstrated that these changes persisted towards the
end of pregnancy and did not worsen with advancing
gestational age, thereby suggesting that the cause of
abnormal brain development could already be present
from the beginning of pregnancy.

One interesting finding of our present study was that
UA-PI and UtA-PI worsened towards the end of preg-
nancy, with 61% of cases showing a mean UtA-PI above
the 95™ centile, indicating increased resistance in UtA
vessels, suggesting a certain degree of placental impair-
ment. Abnormal placentaton was recently found to be
related to CHD'*, Pregnant women with CHD have
significantly more obstetric and offspring complications
than do healthy women. Moreover, significantly higher
ncidences of pre-eclampsia, intrauterine growth restric-
tion and sullbirth in mothers carrying a fetus with CHD
were reported compared with the normal population®. In
our present study, 5% of women developed pre-eclampsia
and approximately 50% of newborns with CHD had a
birth weight below the 5™ centile. Changes in plasma
concentrations of angiogenic and antiangiogenic factors
or their ratios in the mother imply a higher risk of
her delivering a small-for-gestational-age neonate and/or
developing pre-eclampsia® . Reduced maternal serum
PIGF and increased sFlt-1 have been reported in patents
with fetuses with valve and conotruncal heart defects'?,
Furthermore, a correlation between lower maternal PIGF
levels and birth-weight percenule in CHD mfants has
been reported’’, suggestung that placental impairment
contributes to diminished growth potential in fetuses
with CHD. Using phase-contrast cardiac magnetic res-
onance, lower oxygen saturation in the umbilical vein of
fetuses with CHD, which may reflect abnormal placental
function, was reported recently™*". High incidences of
placental abnormalities have been observed on pathology
and histopathology*'. Overall, these studies suggest that
CHD may be associated with intrinsically altered placen-
tation that 1s more pronounced at the end of pregnancy,
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with ensuing placental hypoxia. Currently, it is not rou-
tine to screen for pre-eclampsia or placental impairment
in women with a CHD fetus. Based on the results of this
study, we would recommend periodic ultrasound exami-
nation for fetal growth and Doppler evaluation, as well
as screening for maternal pre-eclampsia, as part of the
prenatal follow-up.

Different pathogenic pathways leading to prenatal
abnormal brain development in CHD, other than
abnormal heart anatomy, may also exist. Alternanvely,
there might be an intrinsically abnormal vessel formation.
Donofrio and Massaro™ stated that the difference between
brain lesions in neonates with CHD and in those
who sustained hypoxic ischemic injury suggested that
acquired brain mnjury in CHD may be related to an
abnormality in brain development. Licht et al.*, using
a maturation score based on four parameters, including
myelination, cortical infolding, mvolution of ghal cell
migration bands and the presence of germinal matrix
tissues, found a delay in brain development tn wtero
of approximately 1 month. Beca et al.** reported recently
that sevenity of brain immaturity at birth predicts the level
of neurodevelopmental impairment at 2 years of age after
cardiac surgery. It has been hypothesized thataltered brain
development due to CHD may increase vulnerability to
perioperative hemodynamic instability and intraoperative
brain injury due to hypoxia and ischemia®. Our findings
show that low birth weight is at the expense of HC
and BPD, with the AC remamning within normal ranges
and stable throughout gestation, indicaung that placental
mnsufficiency is not the main contributor, but rather a
co-existing pathological feature of common angiogenic
impairment that may explain abnormal vessel formaton
as a common pathway in all CHD fetal systems, including
the heart, brain and placenta.

Some limitations of this study should be considered.
First, owing to the retrospective nature of the study,
Doppler parameters were not obtained for all patients.
Second, small head size on 1ts own does not necessarnily
equate to neurodevelopmental delay; thus, as we did
not evaluate neurodevelopment in these children, we can
only speculate as to a possible relanonship between a
small head and neurodevelopmental delay. However,
it has been demonstrated that fetal brain Doppler and
cephalic biometry at the ume of CHD diagnosis are
independent predictors of abnormal brain development at
birth, emphasizing the predictive value of these findings®*.
Third, despite the large number of exammnations and
cases included in the study, the sample size of each
subgroup may sull be too himited to draw meaningful
conclusions.  Also, cases mn our study with more
severe types of CHD, such as hypoplastic left heart
syndrome, were few, which could be considered as a
conservative bias; thus, the inclusion of severe cases
could have increased the differences observed in CHD
cases.

In conclusion, fetuses with CHD had a small head from
the second trimester onwards that remamed smaller than
normal throughout pregnancy, and there was a significant

Copynight © 2016 ISUOG, Published by John Wiley & Sons Ltd
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trend towards increased resistance i the UtA and
UA. This may indicate a coexsstent neurodevelopmental
abnormality associated with CHD and a certain degree of
placental impairment. Our data confirm the early onset
of mechanisms leading to poorer neurodevelopment later
i life and suggest a window of opportunity for the
prediction and prevention of abnormal neurodevelopment
in cases of fetal CHD.
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12.1.3 Estudio 3: Expresion cerebral de distintos genes angiogénicos en las

cardiopatias congénitas.
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Abstract

Rationale : Neurodevelopmental impairment has emerged as a key prognostic factor in
the counseling of parents facing a pregnancy with a congenital heart disease (CHD) fetus.
Increasing evidence support prenatal appearance of mechanisms that lead to poor
neurodevelopmental outcome. Angiogenic unbalance has emerged as a possible
contributor pathway in the pathogenesis of CHD.

Objective: To analyze if differences exists in the expression of antiangiogenic and
angiogenic factors as well as the genes of chronic hypoxia in cerebral tissue of euploid
CHD compared to control fetuses.

Methods and Results: Gene expression profile was determined by real-time PCR
quantification in brain tissue from 2 different areas: frontal cortex and basal ganglia and
hypothalamus, obtained from 15 CHD and 12 control fetuses undergoing termination of
pregnancy. Both antiangiogenic/angiogenic factor mRNA expressions were significantly
increased in the CHD group compared to controls in frontal cortex (soluble fms-like
tyrosine kinase-1(sFlt-1), 48%, p=0.0431) and in basal ganglia and hypothalamus (sFlt-1,
72%, p=0.0369 and vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A), 60%, p=0.0432).
Significant increases in the transcript level of hypoxia-inducible factor-2a (HIF-2a) were
also observed in the basal ganglia/hippocampus area in the CHD group compared to
controls.

Conclusion: An overall dysregulation of angiogenesis with a net balance towards an
anti-angiogenic environment was observed in the cerebral tissue from fetuses with CHD,
suggesting that CHD cases have an intrinsically-angiogenic impairment that could

contribute to impaired brain perfusion and abnormal neurological development later in life.

Congenital heart disease; angiogenesis; hypoxia.
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Nonstandard Abbreviations and Acronyms

CHD
MRNA
sFlt-1
VEGF-A
HIF
PIGF
sEng
DS

TF

Ftl-1
RT-PCR
POL2A
IUGR
HLHS
TGA

congenital heart disease
messenger RNA

soluble fms-like tyrosine kinase 1
vascular endothelial growth factor A
hypoxia inducible factor

placental growth factor

soluble endoglin

Down syndrome

tetralogy of fallot

fms related tyrosine kinase 1

real time polymerase chain reaction
RNA polymerase Il subunit A
intrauterine growth restriction
hypoplastic left heart syndrome

transposition of the great arteries
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Introduction

Congenital heart diseases (CHD) occur in approximately 6-12 per 1000 live
births!. Advances in cardiac surgery and neonatal care have significantly increased
survival?; however, these children frequently suffer from a broad spectrum of
subsequent neurological deficits, including motor, cognitive, behavioral, social, and

attention abnormalities®.

Neurodevelopmental delay in children with CHD was explained as a
consequence of haemodynamic oxygen underperfusion during cardiac surgery® ’.
However, recent studies showed that a high proportion of fetuses with CHD already
have a signs of neurological damage before birth®12, suggesting an early onset of the

mechanisms leading to poorer neurodevelopment later in life.

More recently, it has been hypothesized that, during fetal life, abnormal heart
morphology alters blood flow resulting in delivery of desaturated blood to the brain
causing a certain degree of cerebral hypoxia'?8, However, prenatal signs of increased
risk of neurological impairment have been also described in fetuses with a correct or
optimal oxygen brain supply, pointing out that other pathologic contributions may also

be present.

The relation between abnormal angiogenic profile and heart defects has been
recently described. We reported that maternal serum placental growth factor (PIGF)
was decreased at 11-13 weeks of gestation in isolated major fetal heart defects, which
indicates impaired placental angiogenesis'®. Furthermore, higher anti-angiogenic
expression characterized by soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1), vascular
endothelial growth factor A (VEGF-A) and soluble endoglin (SEng) was observed in
heart tissue and cord blood of fetuses with CHD compared to controls, and lower PIGF
and higher sFlt-1 levels were found in maternal serum at 18-37 weeks of gestation,

thereby indicating that these cases may have altered placental angiogenesis?.

Angiogenesis is one of the regulatory pathways that control normal and
abnormal heart development. VEGF-A expression is dynamic during embryonic heart
development and is involved in both long-range and short-range signaling that
influence vessel patterning. In mutant mouse embryos, two- to three-fold
overexpression of VEGF-A, from its endogenous locus, results in severe abnormalities

in heart development, including attenuated compact layer of myocardium,
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overproduction of trabeculae, defective ventricular septation and outflow tract
remodeling, resulting in lethal phenotype?!. An excess of deleterious variants in VEGF-
A pathway genes in Down syndrome (DS) has been associated with atrioventricular
septal defects?2. In biopsies from adults with Tetralogy of Fallot (TF), DNA microarray
analysis revealed altered expression patterns for 236 genes including enhanced
expression (1.5-2.2-fold) of angiogenic factors and their receptors VEGF, Flt-1 and

angiopoietin-2%.

We hypothesize that, in CHD, a dysregulation occurs in the angiogenesis
pathways involved in brain development that may cause a higher risk of neurological
impairment. The present study aimed to study the expression of anti-
angiogenic/angiogenic factors and chronic hypoxia genes from two distinct brain tissue
areas (frontal lobe and basal ganglia) from euploid human fetuses with and without
CHD.

Methods

All samples were obtained from pregnancy termination products in women
carrying fetuses with congenital heart diseases (CHD). All patients provided their
written consent for the storage and use of tissue samples for research purposes. All
samples were obtained from the Fetal Tissue Bank of Vall d’'Hebron University Hospital.
At autopsy, nine different regions of brain were dissected and stored according a
standardized sampling protocol. For our study, we selected two cerebral regions: (1)
frontal cortex or (2) basal ganglia and hypothalamus. Study samples were compared
with samples of fetuses without CHD (CTRL group). All control samples stemmed from
therapeutic pregnancy terminations at 17 to 22 weeks of gestation in otherwise healthy

women.

Ethics Committee approval

Brain tissue samples were provided by the Fetal Tissue Bank of the Vall

d’Hebron University Hospital with appropriate Ethics Committee approval.
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Extraction and real-time PCR (RT-PCR) guantification of mRNA.

Brain fetal tissue, from frontal cortex or basal ganglia and hypothalamus, were
used for total RNA extraction. Frozen brain tissue samples were excised (less than 100
mg) using mortar and pestle, immersed in QIAzol Lysis Reagent (Qiagen) and
thoroughly homogenized (20-40s) with a homogenizer (ULTRA-TURRAX T 10 basic
Disperser/Homogenizer, IKA Works). Total RNA was extracted and treated with DNase
using the RNeasy® Lipid Tissue (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol.
RNA vyield and integrity were quantified on a NanoDrop ND-2000 spectrophotometer
(Thermo Scientific). RNA (500 ng/reaction) was used for cDNA synthesis with random
hexamer primers (RevertAid H minus first strand cDNA synthesis kit, Fermentas, St.
Leon-Rot, Germany). Inventoried (Table 1) and customized (sFlt-1) TagMan Gene
Expression Assays were obtained from Applied Biosystems. Sequences for sFlt-1
primers and probe were as follows:
forward, 5-GGGAAGAAATCCTCCAGAAGAAAGA-3;;
reverse, 5-GAGATCCGAGAGAAAACAGCCTTT-3/,
and probe, 5-AGTGCTCACCTCTGATTG-3*#
MRNA expression levels were normalized to the levels of human DNA-directed RNA-
polymerase Il subunit A (POL2A,; assay ID Hs00172187_m1), and a control sample
was used as a calibrator. Relative expression was calculated by the double-delta Ct
method, using Prism 7000 Sequence Detection System Software (v1.2.3) from Applied

Biosystems.

Statistical analysis

Statistical analyses were made using GraphPad Prism software (GraphPad,
version 5.0b, San Diego, CA, USA). Results are presented as mean with SEM. The
D’Agostino and Pearson omnibus K2 tested the distribution of the variables for
normality. When the assumption of normality was satisfied, data were analyzed by one-
sided Student’s unpaired t-test; otherwise, the non-parametric Mann-Whitney U test

was used. The p-value threshold used for significant differences was less than 0.05.
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Results

Brain tissue was analyzed in 15 fetuses with congenital heart diseases (CHD)
and 12 fetuses without CHD (CTRL). No differences were observed in maternal
characteristics, gestational age or the mode of delivery among groups (21.07 + 0.35 vs.
20.79 £ 0.49 weeks, CHD vs. CTRL, respectively).

The presence of CHD was detected by prenatal ultrasound and confirmed by

autopsy. Types of heart defects are listed in Table 2.

Gene expression profile in frontal cortex tissue of fetuses with congenital heart

diseases compared with controls.

Gene expression in frontal cortex from CHD and CTRL fetuses is presented in
Figure 1. No significant changes in HIF-1a, HIF-2a, VEGF-A and PIGF mRNA
expression were observed between groups. However, sFlt-1 expression was

upregulated in CHD compared controls (48%, p=0.0431).

Gene expression profile in basal ganglia and hypothalamus tissue of fetuses with

congenital heart diseases compared with controls.

Genes differentially expressed in basal ganglia and hypothalamus are
shown in Figure 2. Expressions of HIF-2a, VEGF-A and sFIt-1 were significantly higher
in CHD than in control group (98%, p=0.0456; 60%, p=0.0432 and 72%, p=0.0369).
Pro-angiogenic factor PIGF remained unchanged. In contrast, no significant changes in

HIF-1a mRNA expression were observed between CHD and control groups.

Discussion

This study presents the first evidence of abnormal angiogenesis in brain tissue

of human fetuses with CHD; with up-regulation of VEGF-A and sFlt-1 expression.

Interestingly, sFlt-1 expression was increased 1.5 to 1.7-fold in CHD fetal samples,

from both frontal cortex and basal ganglia and hypothalamus, compared to controls.
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Moreover, an overproduction of HIF-2a was observed in samples from basal ganglia

and hypothalamus, probably as a consequence of chronic hypoxia.

Up to now several studies have displayed the relationship between congenital
heart defects and neurodevelopment delay. Although initially it was thought that poorer
neurodevelopmental outcome of these newborns was caused by the postnatal cardiac
surgery® " 2526 nowadays it is believe that other pathophysiological mechanisms may
be involved. Modern neuroimaging techniques showed high prevalence of prenatal
structural brain abnormalities, reduced brain volume, brain maturation delay and
altered brain circulation in fetuses with cardiac defects in the third trimester of
pregnancy?’-?°, Furthermore, ultrasound studies have shown that fetuses with CHD had
smaller head biometries from the second trimester of pregnancy*? 3. In our study, brain
tissue from frontal cortex and basal ganglia and hypothalamus were selected because
these regions manage, respectively, cognitive and motor abilities, which are affected in
subjects with CHD? 31,

Abnormal placentation has recently been found related to congenital heart
disease!® 2032, Pregnant women with CHD have significantly more obstetric and
offspring complications than healthy women. Moreover, significantly higher incidences
of preeclampsia, [IUGR and stillbirth in mothers carrying a fetus with CHD were
reported, compared with the normal population®2. In this regard, a large study published
recently has confirmed that CHD is associated with placental anomalies, because
placental weights, a proxy measure of placental function, were markedly smaller in
three subtypes of newborns with CHD . The dysregulation of angiogenesis in the
placenta and in the maternal-fetal circulation has emerged as one of the
pathophysiological features in the development of placental insufficiency and its clinical
consequences, preeclampsia and intrauterine growth restriction3# 3, Abnormal
angiogenesis has also been related to other obstetric and fetal conditions such as
peripartum cardiomyopathy and fetal cardiac defects, opening up new challenges for
our understanding of angiogenic involvement in maternal cardiovascular function and

fetal cardiac development?°-3¢,

In fetuses with heart defects, neurological impairment is thought to be a
consequence of diminished oxygen distribution and blood flow to the brain caused by
abnormal heart morphology. A direct link between reduced cerebral oxygenation and
impaired brain growth in fetuses with CHD has recently been reported using phase

contrast cardiac magnetic resonance®’. CHD fetuses presented significant changes in
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head biometry, brain perfusion, cortical development and brain metabolism, with signs
of more severe alterations in cases with an expected severe reduction in brain
oxygenated blood supply®®in the third trimester of pregnancy. Smaller head biometrics
was observed all types of CHD in the second trimester of pregnancy*® *°, and these
changes persisted towards the end of pregnancy and did not worsen with advancing
gestational age, thereby suggesting that the cause of abnormal brain development
could be already present from the beginning of pregnancy. In fact, Abu-Rustum and
colleagues have recently described that head volume alterations could be detected as

early as 11 to 14 weeks of gestation in fetuses with congenital heart defects*.

Different pathogenic pathways leading to prenatal abnormal brain development
in CHD, other than abnormal heart anatomy, may also exist. Alternatively, there might
be an intrinsically abnormal vessel formation. Donofrio et al. stated that the difference
between brain lesions in neonates with CHD and in those who sustained hypoxic
ischaemic injury suggested that acquired brain injury in CHD may be related to an
abnormality in brain development®.. Licht et al., using a delay maturation score based
on four parameters including myelination, cortical infolding, involution of glial cell
migration bands and the presence of germinal matrix tissues, found a delay in brain
development in utero of approximately 1 month*?. Beca et al. recently reported that
severity of brain immaturity at birth predicts the level of neurodevelopmental
impairment at 2 years of age after cardiac surgery*®. A further possible explanation is
that these cases have suffered vascular injuries due to intrinsically abnormal vessel
formation that may delay maturation and growth. It has been hypothesized that altered
brain development due to CHD may increase vulnerability to perioperative
haemodynamic instability and intraoperative brain injury due to hypoxia and
ischaemia*®*. From the results of this and other studies, we may speculate that
abnormal vessel formation is a common feature in all CDH fetal systems including the

heart, brain and placenta.

To date, CHD animal models have not been adequate enough to understand
the neurological deficits seen in these types of patients. On the one hand, nearly all-
genetic mouse models of CHD result in embryonic lethality*>-*?. On the other hand,
some large animal models have been used to understand the brain pathology of CHD,
but these studies have been limited to surgical approaches*-*°. Therefore, in order to
better understand the neurological deficits seen in CHD patients, it is necessary to
develop a model in which only cardiac defects were apparent in utero and allow proper

birth and postnatal development®'. However, using an experimental model of
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conditional homozygous inactivation of VEGF in the early embryonic mouse brain was
possible to describe that VEGF, via local secretion by neural progenitors and/or
neurons®?, induces brain angiogenesis and provides instructive cues for the correct
spatial organization of the vasculature®. Moreover, in a murine cerebral infarction
model was found an upregulation of MRNA and protein levels of VEGF and PIGF in
different cell types®*. The neuroprotective effects of PIGF were also described using an
in vitro rat model of cerebral ischemic injury®. Recently, Luna and colleagues showed
that PIGF deficiency was associated with impaired cerebral vascular development in a
PIGF’ mice model®. In our study, although no differences were found in PIGF
expression, the slight expression of PIGF and overproduction of sFlt-1 in CHD cases
compared to controls point out that a certain anti-angiogenic environment exists in both
areas of the brain, that could lead to abnormal vessel formation and ramification in the

brain of CHD fetuses.

We showed that mMRNA expressions of vascular endothelial growth factor-A
(VEGF-A) were significantly increased in basal ganglia and hypothalamus in the CHD
group compared to controls (60%, p=0.0432). Previous results demonstrated the
importance of tightly regulating VEGF-A expression during cardiac development?.,
Expression of the gene for VEGF-A is tightly controlled and is stimulated under hypoxic
conditions through both transcriptional and post-transcriptional mechanisms®” %8, This
study also evaluated the presence of hypoxia in CHD fetal brain by analyzing the
expression of HIF-1a and HIF-2a. The expression of HIF-2a, a marker of chronic
hypoxia, was upregulated in basal ganglia and hypothalamus. This data agree with an
autopsy study carried out by Glauser et al.>°, where they found that 45% of babies with
hypoplastic left heart syndrome (HLHS) had hypoxic ischemic lesions and/or
intracranial hemorrhage. Moreover, previous in vitro studies demonstrated that HIF-2a
preferentially activates VEGF expression®. In our study, the increased expression of
hypoxia-inducible genes is consistent with haemodynamic Doppler studies that point

out that a certain degree of cerebral hypoxia might be also present in CHD?®,

There are several explanations for these findings: First of all, CHD fetuses may
have an intrinsic altered placentation that may cause a certain degree of fetal hypoxia
that could be related to abnormal heart and brain development. Alternatively,
expression of angiogenic factors in brain tissue showed that, although hypoxia may
have induced angiogenesis, no over-expression of PIGF was observed. However sFlt-1
expression was increased in basal and frontal cortex, irrespectively of hypoxia gene

expression. These finding and the fact that similar results were observed in heart and
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in blood from these cases, point out that abnormal angiogenesis could be one of the

intrinsically pathogenic pathways leading to abnormal brain development.

We acknowledge that brain histology information might have offered important
insights in relation with the interpretation of this potential association, and that future
studies including this information are warranted. Finally, gene expression changes
were not causal but instead secondary to CHD "milieu”, however, as the evaluation of
these factors was made in the second trimester of pregnancy, and not during
embryogenesis, we are unable to ascertain whether angiogenic imbalance leads to

abnormal brain development or rather is a consequence of the heart defect.

To the best of our knowledge, this is the first study to evaluate the relationship
between angiogenesis and neurological impairment in CHD. Our results suggest that
CHD determines an intrinsically-angiogenic impairment and chronic hypoxia that may
be present in the fetal brain. Our findings are in agreement with those of observational
studies that consistently showed abnormal prenatal neurological risk factors in CHD.
Further studies would be of interest to elucidate to what extent angiogenesis is involved

in CHD brain development.
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Tables

Table 1. Inventoried TagMan Gene Expression Assays from Applied Biosystems.

L TagMan Gene Expression
Gene symbol and description

Assay ID
HIF1-a Hs00153153_m1l
HIF2-a Hs01026149 m1l
VEGF-A Hs00900055_m1
PIGF Hs00182176_m1

HIF-1a, Hypoxia Inducible Factor 1-alpha; HIF-2a, Hypoxia Inducible Factor 2-alpha; VEGF-
A, vascular endothelial growth factor A; PIGF, placental growth factor.

Table 2. Types of congenital heart defects analyzed in the study group.

Percentage
Interventricular communication 4 (27)
HLHS 5(33)
Tricuspid valve atresia 2 (13)
Fallot 2 (13)
TGA 2 (13)

Values are expressed as number (%)

HLHS, Hypoplastic left heart syndrome; TGA, Transposition of the great arteries.
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Figures
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Figure 1. HIF-1a, HIF-2a, vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A),

placental growth factor (PLGF) and sFlt-1 expression genes in frontal cortex of

fetal brain tissue in congenital heart defects (black columns) and controls (white
columns). Differences were analyzed by Student’s t-test or the nonparametric Mann—
Whitney U test, as appropriate. Data are presented as mean + SE.

*p < 0.05.
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Figure 2 . HIF-1a, HIF-2a, vascular endothelial growth factor-A (VEGF-A),

placental growth factor (PLGF) and sFlt-1 expression genes in basal nuclei and

the hypothalamus of fetal brain tissue in congenital heart defects (black

columns) and controls (white columns). Differences were analyzed by Student’s t-
test or the nonparametric Mann—Whitney U test, as appropriate. Data are presented as
mean = SE. *p < 0.05.
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