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Resumen estructurado

Titulo. Significancia clinica de la concentracién de interleucina-6 en liquido amniético
en pacientes con riesgo de parto pretérmino con membranas intactas.

Antecedentes. La infeccion y la inflamacién intra-amnidtica (ITA) son causas bien
reconocidas de parto pretérmino (PP) con membranas intactas. La IIA definida por la
concentracién de IL-6 en liquido amnibtico (LA) se asocia al riesgo de PP, latencias cortas
al parto y complicaciones perinatales. Sin embargo, no existe un consenso en la definicion
de ITA en base a la IL-6.

Objetivo. Determinar la asociacion entre la concentracién de IL-6 en LA y el riesgo de PP a
los 14 dias y antes de las 37 SDG en pacientes con amenaza de PP con membranas intactas.
Métodos y Pacientes. Bajo un estudio de casos y controles anidado en una cohorte se
evaluaron a 96 mujeres con embarazos tnicos. La medicién de IL-6 en LA obtenido
mediante amniocentesis se realizo por ELISA.

Resultados. Las pacientes con concentraciones de IL-6 en el cuartil mas alto tuvieron
significativamente mas riesgo de PP a los 14 dias y antes de las 37 SDG (RM >5.3) y
mayor frecuencias de complicaciones perinatales. Las pacientes con concentraciones de IL-
6 en el cuartil més alto (>873.3 pg/mL) tuvieron significativamente una latencia mas corta
al parto (p<0.001). La concentracion de IL-6 en LA fue la variable méas importante en el
riesgo de PP y el tiempo de latencia al parto.

Conclusiones. La concentracion de IL-6 en LA es un marcador adecuado para evaluar
el riesgo y la ocurrencia de PP y complicaciones perinatales en mujeres con amenaza
de PP y membranas intactas.

Palabras clave: Parto pretérmino; Interleucina 6; inflamacion intra-amniética.




Antecedentes

La amenaza de parto pretérmino (APP) se define clasicamente como la presencia de
dindmica uterina regular asociada a modificaciones cervicales progresivas desde las 22.0
hasta las 36.6 semanas de gestacion (SDG). No obstante, estos pardmetros presentan una
baja sensibilidad y especificidad para predecir el parto pretérmino (PP). En la mayoria de
casos en los que la paciente ingresa con el diagndstico clasico de APP, el riesgo real de
desencadenar el PP es muy bajo (20-30%) y acontece aproximadamente en el 12.7% de
todos los nacimientos (1). La frecuencia de PP se ha incrementado en las dos altimas
décadas y existen tres factores principales responsables de este aumento en la frecuencia de
PP: 1) El dramatico incremento en los embarazos miltiples, como consecuencia de las
técnicas de fertilizacion asistida, 2) Los cambios en la conducta obstétrica entre las 34 y 36
SDG (induccion del parto en la ruptura prematura de membranas) y 3) El aumento en las
intervenciones obstétricas a edades tempranas de la gestacion (2).

En la mayor parte de los casos existe una correspondencia entre el peso y las semanas de
gestacion, por lo que la mayoria de los productos con bajo peso son pretérminos y por ello
no es infrecuente utilizar indistintamente ambos indicadores para valorar la madurez fetal;
no obstante, hay que tener en cuenta que no siempre hay un paralelismo entre cronologia y
peso. EI PP se subdivide en 4 grupos en funcion de la edad gestacional en que ocurre (3,4):

Pretérmino tardio: entre las 34 y las 36.6 SDG.
Pretérmino moderado: entre las 32 y las 34 SDG.
Muy pretérmino: entre las 32 y las 28 SDG.
Pretérmino extremo: por debajo de las 28 SDG.

La invasion microbiana de la cavidad amnidtica (IMCA) esta presente en el 10-60% de las
pacientes con PP y membranas intactas y en el 30% de los pacientes con PP y ruptura
prematura de membranas (RPM) (5). La infeccién en forma de corioamnionitis subclinica
ocupa una causa importante conocida de la APP desde hace décadas, sin embargo su
diagnostico representa un reto en la actualidad. Mientras no sea posible tratar directamente
la causa de la APP, el tratamiento serd Unicamente sintomdtico del sindrome y no sera
posible la resolucién del cuadro. Un tema de la perinatologia moderna es la inflamacion
intrauterina y como ésta es capaz de ocasionar dafio a diferentes érganos fetales previo al

nacimiento (5)

Epidemiologia del parto pretérmino.

Segin datos de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se estima que cada afio nacen
aproximadamente 15 millones de productos pretérmino, lo que representa el 9.6% de todos
los nacimientos a nivel mundial. Cada aiio mueren mas de un millon de bebés prematuros
debido a complicaciones en el parto. El nacimiento prematuro es la principal causa de
mortalidad entre los recién nacidos (durante las primeras cuatro semanas de vida) y la
segunda causa de muerte entre los nifios menores de cinco afios, después de la neumonia.
Tres cuartas partes de esas muertes podrian evitarse con intervenciones actuales, eficaces y
poco onerosas, incluso sin necesidad de recurrir a servicios de cuidados intensivos. De
acuerdo a la OMS, en 184 paises estudiados la tasa de nacimientos prematuros oscila entre
el 5% y el 18% de los recién nacidos vivos. El 60% de los PP se concentran en Africa y
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Asia, mientras que en Europa ocurren en alrededor del 6.2% de los nacimientos. La tasa de
PP ha aumentado del 10.6 % desde 1990 hasta % al 11.5 % en el 2012, fundamentalmente a
expensas de pretérminos tardios (34 a 37 semanas) (6)

El nimero de PP esta aumentando en los paises desarrollados debido a la alta incidencia de
embarazps miltiples asociados a las técnicas de reproduccion asistida y al aumento del PP
iatrogénico alentado por las mejoras en la atencién neonatal y las mejoras en la mortalidad
neonatal. Mas de un tercio de los nacimientos pretérmino se producen por indicacion
médlca. En México, la tasa de mortalidad perinatal ha disminuido en los Gltimos 20 afios,
sin erpbargo existen regiones del pais con elevada morbilidad y mortalidad materno-
infantil, congruente con el perfil epidemioldgico de la marginacién y el rezago en las
condiciones de salud, como lo demuestra un estudio de casos y controles realizado en el
Hospital General de Comitan, Chiapas, durante el afio 1999, en el que se demostré una
relacién significativa entre la prematuridad con bajo peso para la edad gestacional y la
n}/og;alidad perinatal (RM 9.2, IC 95% 4.4-19.2) en comparacién con los nacidos a término
(7.8).

Fisiopatologia del parto pretérmino.
La evidencia clinica y de laboratorio sugiere que una serie de procesos patoldgicos pueden
conducir a una via final comiin, que es el PP. Los procesos principales son:

1.- Activacion prematura ya sea en la madre o en el feto del eje hipotalamo-hipéfiso-
suprarrenal (HHS).

2.- Respuesta inflamatoria exagerada/infeccion.

3.- Hemorragia decidual.

4.- Distension uterina patologica.

Estos procesos desencadenan acortamiento cervical e incluso inician mucho antes de la
sintomatologia del parto pretérmino o la RPM (9).

Infeccion intraamniotica

La infeccién intraamnidtica (IIA) es la infeccion del liquido amniético (LA), membranas,
placenta y/o decidua. Otros términos han sido utilizados para definir esta situacion como
corioamnionitis, amnioitis o infeccion del LA. Basado en la presencia o ausencia de signos
y sintomas, la IIA se puede subdividir en infeccion clinica o subclinica y/o corioamnionitis
histologica. Esta asociada en un 20-40% con sépsis neonatal temprana y neumonia. Ademas
existen investigaciones recientes que han sugerido que la respuesta fetal exagerada en los
casos de IIA esta asociada a dafio cerebral y por lo tanto a pardlisis cerebral infantil (10).

La IIA usualmente es el resultado de la migracion de la flora cervicovaginal a través del
canal cervical la cual es capaz de infectar a las membranas fetales, placenta, LA y al feto.
La RPM puede facilitar este proceso.

Se identifican cuatro vias de entrada a través de las cuales se puede producir la IIA.

I. Viaascendente (desde la vagina): la mas frecuente.

2. Via hematdgena: en madres con bacteriemia.

3. Viaretrograda: desde la cavidad peritoneal a través de los anexos.

4. Via directa: a través de inoculacion directa mediante pruebas invasivas (menos del
1%).




Sin lugar a dudas es la’Vlfl ascendente la que juega un papel primordial, siendo los otros tres
mecanismos mucho més infrecuentes (1 1,12).

Factores de riesgo para IIA.

Se han asociado multiples factores de riesgo para la A, incluyendo el trabajo de parto
prolong.ado, RIPM, multiples tactos vaginales, nuliparidad, antecedente de IIA previa,
presencia de gérmenes patdgenos en el tracto genitourinario, el uso de alcohol y el tabaco.
Cohen'C et al. en un estudio retrospectivo entre el afio 1989 y 2008 estudiaron a una
pob.lacu')n en la cual se habia documentado en la primera gestacion IIA y encontré que las
pacientes que presentaron corioamnioitis en una gestacion previa tienen hasta 3.43 veces
mas riesgo de presentar una I1A en la segunda gestacion (13)

Microbiologia.

La IIA generalmente es polimicrobiana, los cultivos de LA en gestaciones complicadas
rev?la multiples organismos sobre todo de flora intestinal y vaginal. Dos tercios de las
mujeres con IIA tienen al menos dos especimenes en el cultivo de LA. Independientemente
de la edad gestacional, los gérmenes genitales (principalmente mycoplasma y ureaplasma)
son los méas cominmente aislados. Los gérmenes anaerobios (incluyendo Gardnerella
vaginalis), enterococos Gram negativos y estreptococo del grupo B son otros gérmenes
aislados de manera frecuente. En la tabla I se muestran los principales agentes causales de

1A (14)

Tabla I: Porcentaje de organismos aislados en cultivo de liquido amniético.

Streptococo del grupo B 15%
Escherichia coli 8.2%
Enterococo 5.5%
Gardnerella vaginalis 25%
Peptoestreptococo sp 9.5%
Bacteroides bivius 29.5%
Fusobacterium sp. 5.5%
Bacteroides fragilis 3.5%
Anaerobios Gram negativos 38%
Mycoplasma hominis 30%
Ureaplasma urealyticum 47%

Diagnostico de Parto pretérmino. : :
Los sintomas del PP no son objetivos y la exploracion fisica del cérvix es subjetiva e

inexacta para esta entidad nosoldgica. La exploracion fisica tiene una reproducibilidad
limitada entre los examinadores, especialmente cuando los cambios no son pronunciados.
Se considera la presencia de APP cuando existe uno o mas de los siguientes sintomas y
signos: contracciones uterinas clinicamente documentadas (1/10minutos, 4/20, 6/60 o mas),
dilatacion cervical igual o mayor a 2 cm, borramiento igual o mayor a 80% (15). Se
consideran pacientes de alto riesgo cuando estén presentes uno o mas de los siguientes
criterios: indice de Bishop =5, PP anterior espontaneo antes de la semana 34, pérdida
gestacional tardia (>17.0 SDG), gestacion multiple, portadora de cerclaje cervical en
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gestacion actual, o los siguientes criterios ecograficos: longitud cervical <25 mm antes de

las 28.0 SDG, longitud cervical <20 mm entre las 28.0 y 31.6 SDG o longitud cervical <15
mm a las 32 SDG o mas. (15)

Interleucina-6 asociada a parto pretérmino.

La interleucina-6 (IL-6) es una de las principales moléculas proinflamatorias que media la
respuesta inflamatoria y se ha reconocido como un marcador temprano para la respuesta
inflamatoria aguda, es una citocina versatil involucrada en la fase aguda tanto de la
inflamacion, como la regeneracién celular y la transicion de la respuesta inmunitaria innata
y adquirida. Para realizar estas funciones utiliza dos vias de sefializacion, la clasica y la
trans-sefializacion. En la via clasica la IL-6 interactia con un receptor transmembrana (IL6-
R) provocando la homodimerizacién de una proteina tranductora, la gp 130. Esta seiial
activa una cascada intracelular involucrando los factores STATS, JAK y MAPK, lo que da
como resultado la transduccién de genes asociados a la inflamacién. En la via trans-
sefializacion, la IL-6 se une a un receptor soluble de IL-6 (sIL-6R) producido por corte y
empalme alternativo o escision proteolitica de IL6-R. Este complejo IL-6 / sIL-6R permite
la activacion de las células que expresan tnicamente gp130 (16).

El sindrome de respuesta inflamatoria fetal (SRIF) fue definido como tal por Gémez R et
al., quienes realizaron un estudio sobre 105 pacientes con APP y 52 con RPM pretérmino.
En todos los casos realizaron amniocentesis para diagnéstico de IIA y cordocentesis para la
medicién de IL-6 como expresion de la respuesta inflamatoria en el feto. Demostraron que
aquellos neonatos en los que los valores de IL-6 fueron >11 pg/ml en sangre fetal tenian
mayores tasas de morbilidad fetal (definida como la presencia de sindrome de distress
respiratorio (SDR), sépsis neonatal precoz, neumonia, hemorragia intraventricular,
leucomalacia periventricular y disfuncién cardiaca (5).

Combs CA et al., realizaron un estudio con 305 mujeres con labor de PP y membranas
intactas encontrando que el periodo de latencia media al parto fue similar en aquellos que
tenian cultivos tanto negativos como positivos. Sin embargo, los embarazos con cultivos
positivos o negativos pero con niveles de IL-6 en LA menores a 2.6 ng/ml tenian un
periodo de latencia mayor (23 a 35 dias) comparados con aquellas gestaciones en las cuales
presentaron cultivos positivos o negativos pero con niveles de IL-6 en LA mayores a 11.3
ng/ml (latencia de 1 a 2 dias). Ademas, con respecto a los resultados de cultivos
microbianos, las tasas de morbilidad/ mortalidad neonatal fueron menores en aquellos
embarazos con niveles de IL-6 en LA menores a 2.6 ng/ml (21-25%) comparados con las
gestaciones en donde se encontraron niveles de IL-6 en LA mayores a 11.6 ng/ml (72-81%)
(17).

Gervasi MT et al., estudiando a 796 pacientes a quienes se les excluyo alteraciones en el
cariotipo o anomalias congénitas por amniocentesis del segundo trimestre, encontraron que
la frecuencia de PP fue del 8.3% y que la concentracion de IL-6 en LA en pacientes que
desencadenaron PP espontaneo antes de las 32 SDG fue significativamente mayor (2,052
pg/ml, RIQ 435-3,015 pg/ml) que en aquellas que tuvieron un parto a término (414 pg/ml,
RIQ 209-930 pg/ml). Ademas reportaron que a un punto de corte de IL-6 en LA >1,740

pg/ml se asoci6 al PP espontaneo <32 SDG (RM 9.5, IC 95% 2.9-31.1) (18).
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Saito S et al., reportaron que ¢l LA obtenido de mujeres con una infeccién asociada al PP
presentaban una concentracion de 20 a 30 veces mayor de IL-6 que en las mujeres sin
evidencia de infeccion y PP (19).

Greig PC et al., reportaron que la elevacién de IL-6 en LA correlaciona con la presencia de
corioamnionitis histologica (infeccién intrauterina extra-amniética) y cultivos positivos de
LA (infeccion intrauterina intra-amnidtica) en pacientes con PP y membranas intactas,
encontrando que a un punto de corte de IL-6 en LA >600 pg/ml tuvo una sensibilidad del
100% y una especificidad del 89%, con un valor predictivo positivo del 85% y un negativo
del 100% para infeccion intrauterina tanto intra- como extra-amni6tica (20). Andrews et al.,
dos afios después obtuvieron resultados semejantes y observaron que los niveles de IL-6 en
LA son mayores en mujeres con PP espontaneo comparado con aquellas en las cuales el
parto llegé a término (15.8+5.0 ng/ml vs. 2.2+0.2 ng/ml) e inversamente proporcional a la
edad gestacional en pacientes con APP y membranas intactas con reporte de inflamacién
amniética incluso con cultivos de liquido amnidtico negativo (21).

Dudley DIJ, concluyé que la IL-6 en LA se incrementan en las mujeres con PP
independientemente si existe infeccion, sin embargo not6 una discrepancia en las
concentraciones reportadas de IL-6 en la prediccion de parto pretérmino (22). A este
respecto, aunque existe un consenso de que las concentraciones de IL-6 se asocian al riesgo
de PP, no existe este consenso o criterio para establecer un punto de corte de [L-6 para tal
fin o para la definicion de inflamacién intra-amnidtica empleando IL-6; para este ultimo se
han empleado diferentes valores que van de 1.5 ng/ml a >11.3 ng/ml (17). Las
discrepancias en las concentraciones de IL-6 en LA para definir inflamacion intra-
amni6tica o el riesgo de PP pueden ser explicadas por dos hechos principales; 1) aunque el
método mas usado es la técnica de ELISA (ensayo inmunoenzimatico), existe una
variabilidad en los estuches comerciales empleados en los diferentes estudios y 2) la
intencion de los diferentes estuches comerciales fue para medir IL-6 en suero, plasma o
sobrenadantes de cultivos celulares, pero no para LA. Con respecto a esto, Tamura T et al,
midieron IL-6 en LA empleando 7 diferentes estuches comerciales de ELISA, encontrando
que hubo discrepancia entre todos ellos, habiendo incluso discrepancias entre algunos de
ellos de hasta 50 veces las mediciones, sin embargo en todos los estuches usados fueron
capaces de mostrar que los LA provenientes de mujeres con corioamnioitis probada
tuvieron significativamente concentraciones mas alta de IL-6 que las muestras de mujeres

con un embarazo normal (23).

Justificacion y planteamiento del problema

Aproximadamente el 9.6 al 12.7% de todos los embarazos son complicados por PP, siendo
la causa de la muerte de mas de un millon de recién nacidos al aiio en todo el mundo, asi
como de una significativa morbilidad derivada de la prematurez. En México como en otros
paises, la frecuencia de PP se esta incrementado debido a la mayor demanda de
procedimientos de reproduccion asistida en mujeres de edad avanzada y al aumento en el
nimero de procedimiento invasivos para deteccion de alteraciones en el cariotipo o
anomalias congénitos.

Uno de los principales objetivos de la atencién prenatal es disminuir la morbi-mortalidad
materna y mejorar el resultado perinatal mediante la identificacion temprana de las mujeres
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en riesgo de desarrollar PP y/o eventos adversos perinatales. La evidencia clinica reciente
seflala que la infeccién e inflamacion intrauterina son causas bien documentadas de PP en

pacientes con membranas intactas, de ahi la importancia de detectar estas dos condiciones
que anteceden el PP,

Desde el punto de vista clinico, el uso de los marcadores bioquimicos, especialmente de
inflamacion en €l LA, en especial de la IL-6 ha mostrado ser til en la deteccion de
inflamacion intra-amnidtica asociada o no a la infeccién, asi como al riesgo de presentar PP
y complicaciones en los recién nacidos. A pesar de su utilidad, existe discrepancias y
variabilidad en los valores de IL-6 en LA para determinar el riesgo de PP, debido
principalmente a la heterogeneidad en los métodos o técnicas para su medicion, como de la
falta de un estandar universal de IL-6. Por tal motivo, para determinar la utilidad de la
cuantificacion de IL-6 en LA es necesario evaluarla desde una perspectiva al entorno
particular de cada unidad médica y a sus recursos disponibles para su aplicabilidad clinica
para su utilizacién como marcador de infeccién o inflamacion intra-amniética y en la
prediccion de PP.

La presente propuesta correspondié directamente a la atencién a la salud de acuerdo a las
politicas en investigacion por la Direccion de Prestaciones Médicas y de la Coordinacién de
Investigacion en Salud sobre los temas prioritarios de investigacion en salud, que incluyen:
1) Muertes Evitables (incluida muerte materna y perinatal).

En base a lo anterior, el estudio se dirigié principalmente a determinar la asociacién de la
concentracion de IL-6 en LA en pacientes con APP y membranas intactas con el riesgo de
parto pretérmino.

Pregunta de investigacion

(Cuadl es la asociacion entre las concentraciones de IL-6 en liquido amnidtico en pacientes
con amenaza de parto pretérmino con membranas intactas y el riesgo de parto pretérmino a
los 14 dias y antes de las 37 SDG?

Objetivos

General :

Evaluar la fuerza de asociacion entre la concentracién de IL-6 en liquido amnidtico en
pacientes con amenaza de parto pretérmino con membranas intactas y el riesgo de parto
pretérmino a los 14 dias y antes de las 37 SDG.

Especificos

1. Determinar la fuerza de asociacion entre la concentracién de 1L-6 en liquido amniético
en pacientes con amenaza de parto pretérmino con membranas intactas y el riesgo de parto
pretérmino a los 14 dias.
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2. Determinar la fuerza de asociacion entre la concentracion de IL-6 en liquido amniético

en pacientes con amenaza de parto pretérmino con membranas intactas y el riesgo de parto
pretérmino antes de las 37 SDG.

Hipotesis

En pacientes con amenaza de parto pretérmino con membranas intactas, las concentraciones
de IL-6 en liquido amni6tico son mas elevadas y se asocian al parto en los primeros 14 dias
y/o antes de las 37 SDG que en las mujeres que el parto ocurre a término (>37 SDG).

Pacientes, Material y Métodos

1. Lugar donde se Realizé el Estudio.

El estudio se llevé a cabo en la Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva

y el Servicio de Medicina Materno Fetal. UMAE de Ginecologia y Obstetricia No. 4 “Dr.
Luis Castelazo Ayala”, IMSS.

2. Diseiio de la Investigacion.

Tipo de Estudio.

a) Por el control de la maniobra experimental por el investigador: Observacional.
b) Por la captacion de la informacién: Retrolectivo-Prolectivo.

¢) Por la medicion del fendmeno en el tiempo: Longitudinal.

d) Por la presencia de un grupo control: Comparativo.

e) Por la direccion del analisis: Con direccién (causa a efecto).

f) Por la ceguedad en la aplicacion y evaluacion de las maniobras: Ciego.

Diseiio:
Estudio de casos y controles anidado en una cohorte.

3. Diseiio de la Muestra.

3.1 Poblacion de estudio: Mujeres embarazadas con >22.0 a 35.0 SDG que acudieron por
primera vez a atenciéon médica y con diagnostico de amenaza de parto pretérmino con’
membranas intactas a las cuales se les realizo una amniocentesis con fines diagnosticos.

3.2 Muestra: Mujeres embarazadas con >20.0 a 35.0 SDG y con diagnéstico de amenaza
de parto pretérmino con membranas intactas y que se realizé una amniocentesis con fines
diagnésticos consecutivas (muestreo no aleatorio), esto es, se tomaron todas las muestras de
LA existentes en la UIMMR y las que se obtuvieron hasta el 31de Diciembre de 2015.

3.3 Grupo de estudio: A partir de la muestra y a su seguimiento se identificaron a dos
grupos, uno con progresion a parto pretérmino dentro de los siguientes 14 dias o antes de
las 37 SDG (Casos) y otro con parto después de las 37 SDG (Controles).
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3.4 Criterios de seleccion:

a) Criterios de inclusion para la muestra,

I. Mujeres embarazadas de cualquier edad, con >22.0 a 35 SDG con diagnéstico de
amenaza de parto pretérmino con membranas intactas y que se realizo una amniocentesis
con fines diagnosticos.

2. Con o sin la presencia de factores de riesgo para parto pretérmino (tales como:
antecedente de parto pretérmino).

2. Contar con muestra de liquido amni6tico conservada y guardada en la UIMMR.

b) Criterios de exclusion.

I. Enfermedad renal cronica de cualquier etiologia.

2. Diabetes mellitus pregestacional o gestacional.

3. Enfermedades autoinmunes (tales como lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide,
esclerodermia, etc.).

4. Diagnéstico de cualquier cancer.

¢) Criterios de eliminacion.

1. No se obtuvo en forma completa la informacion clinica y los resultados de las pruebas de
laboratorio.

2. Contaminacion con sangre de la muestra de liquido amniético.

3. Presencia de ruptura de membranas.

4. Placenta previa.

5. Interrupcién de la gestacion por otra causa diferente a la APP.

Tamaiio de la Muestra

En la unidad de estudio se conté hasta con 218 muestras de liquido amniético de pacientes
con diagnostico de amenaza de parto pretérmino con membranas intactas y a quienes se les
realizd una amniocentesis con fines diagnosticos y se envio una muestra a la UIMMR. El
calculo para el tamafio de muestra para alcanzar los objetivos fue como sigue:

De acuerdo a estudios previos, las mujeres con diagnéstico de APP con membranas intactas
tienen una frecuencia de PP dentro de los siguientes 14 dias o antes de las 37 SDG del 30%,
para fines del presente estudio se asumi6 un valor semejante del 30%. Por otra parte, se ha
estimado un riesgo entre la elevacion de IL-6 en LA y el riesgo de PP de RM 9.5 (IC 95%
2.9-31.1) (17), entonces para el presente estudio asumimos una RM de 5.0 como un
estimado razonable para calcular el tamaiio de muestra. Usando el paquete estadistico Epi
Info 7.1.1.1, para un estudio de casos y controles, se estimé que las mujeres con APP con
membranas intactas y con concentraciones de IL-6 en LA en el cuartil mas alto de la
distribucion de todas las mujeres con APP independientemente de si progresan a PP o no
serd del 55.6% en las que progresan a PP (casos) y del 20% para aquellas que no progresan
a PP (controles). Con un nivel de confianza del 95 %, poder del estudio del 80%, un RM de
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5.0 y una relacion casos:controles de 1:1, el tamafio de muestra es de 68 (34 casos y 34
controles).

Por lo anterior, se estudiaron 218 muestras que tuvimos y con las estimaciones planteadas,
se espero suficientes para cubrir el tamafio de muestra tanto de casos como controles.

Este tamaiio es factible, dado que contamos con el nimero suficiente de muestras de LA.

DEFINICION DE LAS VARIABLES

Variable de clasificacién de la poblacién de estudio.

1. Pacientes con amenaza de parto Y membranas intactas..

- Definicién operativa. El diagnéstico de AAP con membranas intactas se basd en los
siguientes criterios: contracciones uterinas clinicamente documentadas (1/10minutos, 4/20,
6/60 o mas), dilatacion cervical igual o mayor a 2 cm, borramiento igual o mayor a 80%,
indice de Bishop >5, o los siguientes criterios ecograficos: longitud cervical <25 mm antes
de las 28.0 SDG, longitud cervical <20 mm entre las 28.0 y 31.6 SDG o longitud cervical
<15 mm a las 32 SDG 0 mas.

Variables dependientes.

1. Parto pretérmino en los siguientes 14 dias a la amniocentesis.
- Definicién operativa. Pacientes con APP y membranas intactas que desarrollaron PP
durante los siguientes 14 dias a partir de la amniocentesis.
- Escala de medicion: Nominal.
- Categoria de las variable: 1. Con PP dentro de los 14 dias siguientes.
2. Sin PP dentro de los 14 dias siguientes.

1. Parto pretérmino antes de las 37 SDG.
- Definicion operativa. Pacientes con APP y membranas intactas que desarrollaron PP antes

de las 37 SDG.

- Escala de medicion: Nominal.

- Categoria de las variable: 1. Con PP antes de las 37 SDG.
2. Sin PP antes de las 37 SDG.

Variables independientes.

1. Interleucina-6 en liquido amnidtico.

15



- Definicién operativa. La medicién de IL-6 en LA se realiz la técnica de ELISA
empleando estuches comerciales y siguiendo las instrucciones del fabricante (PeproTech,
Rocky Hills, NJ, USA).

- Escala de medicion: Continua.

- Categoria de las variables: pg/ml.

Variables intervinientes.

1. Edad materna.

- Definicion operativa. Edad cumplida en aios al ingresar al estudio.
- Escala de medicion: Continua.

- Categoria de las variables: Numero de afios cumplidos.

2. Indice de masa corporal previo al actual embarazo.

- Definicién operativa. Se calculé de acuerdo a la talla y peso previo al actual embarazo. Se
uso la siguiente formula convencional: IMC = Peso (Kg)/Talla® (metros).

- Escala de medicion: Continua.

- Categoria de las variables: Resultado de dividir el peso en Kg entre la talla en metros

elevada al cuadrado.

3. Antecedente de parto pretérmino en un embarazo anterior.

- Definicién operativa. Cuando la paciente refirié en sus antecedentes gineco-obstétricos de
haber cursado con uno o mas cuadros de parto pretérmino.

- Escala de medicion: Nominal.

- Categoria de las variables: 1. Si.
2. No.

4. Antecedente de abortos.
- Definicién operativa. Cuando la paciente refirié en sus antecedentes gineco-obstétricos

haber presentado un aborto inducido o espontaneo y con o sin legrado uterino instrumental.

- Escala de medicién: Nominal.

- Categoria de las variables: 1. Si.
2. No.

5. Tabaquismo durante el actual embarazo.
- Definicién operativa. Se consideré tabaquismo cuando el habito de fumar fue continuo

durante el presente embarazo independientemente de la cantidad de cigarros fumados al
dia.
- Escala de medicion: Nominal.

- Categoria de las variables: 1. Si.
2
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6. Edad gestacional al muestreo.

- Definicion operativa. Fue la edad gestacional al momento de ingresar al estudio y se tomd
por el célculo de la fecha de la Gltima regla cuando la paciente tuvo ciclos menstruales
regulares y conocimiento exacto de la fecha de la Gltima menstruacién o por fecha
traspolado por ultrasonido obstétrico al momento de ingresar al estudio y con un
ultrasonido del primer trimestre.

- Escala de medicién: Continua.

- Categoria de las variables: Niimero de semanas.

7. Esquema de maduracién pulmonar.
- Definicion operativa. Cuando a la paciente se le administré un esquema de maduracién
pulmonar completo o incompleto (dexametasona o betametasona).
- Escala de medicion: Nominal.
- Categoria de las variables: 1. No.
2. Esquema incompleto.
3. Esquema completo.

8. Leucocitos en liqguido amnidtico.

- Definicién operativa. Numero de leucocitos por mm”® en LA.
- Escala de medicion: Continua.

- Categoria de las variables: leucocitos/mm?’.

9. Glucosa en liguido amnidtico.

- Definicion operativa. Concentracion de glucosa en LA.
- Escala de medicion: Continua.

- Categoria de las variables: mg/dL.

10. Cultivo de liquido amnidtico.
- Definicion operativa. Aislamiento de cualquier bacteria en el LA por los métodos

habituales por el laboratorio clinico de la UMAE.
- Escala de medicion: Nominal.

- Categoria de las variables: 1. Negativo.
2. Positivo.

Descripcion y Consideraciones Generales del Estudio

Una vez que se obtuvo la informacién clinica y resultados de las pruebas diagnosticas,
incluyendo la medicion de IL-6 en liquido amnidtico se procedié a la etapa de analisis, la
cual se llevo al cabo de acuerdo a la secuencia que se comentara en el siguiente apartado de

este mismo documento
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El andlisis de los datos consistio de |as siguientes etapas:

1. Andlisis inicial. Se procedi6 a analizar |

: a distribucion de las frecuencias de las diferentes
variables consideradas en el estudio

7 Ar.uf'lisi"s ﬁr'ml. Una vez clasificadas a las pacientes (casos y controles) se realizo: 1)
Anéhsxs.bwarlado:_a) la prueba de chi cuadrada con correccién de continuidad de Yates
para variables nominales, con el célculo crudo de RM e IC 95%, b) la prueba t de student

no pareada o U de Mann-Whitney (segin la distribucién de los datos) para variables
continuas (p. ejem., concentracién de I1,-6 en LA).

Se estim6 el riesgo de progresion a PP dentro de los siguientes 14 dias o antes de las 37
SDG, la distribucién de la concentracion de IL-6 en LA se agrupd en cuartiles y el riesgo
(RM e IC 95%) se estimé entre cada cuartil, tomando como referencia el cuartil mas bajo o
bien tomando el mejor punto de corte de ]a IL-6 para el desarrollo de PP a los tiempos a
estudiar mediante el uso de curvas caracteristicas operantes del receptor y en este caso el
célculo de la RM se hizo por este punto de corte. Finalmente, la RM se ajusto por variables

potencialmente confusoras o que mostraron diferencias significativas en el analisis
bivariado, para lo cual se usaron modelos de regresion logistica.

Ademas, se realizo un anélisis de sobrevida para determinar el tiempo de latencia entre la
amniocentesis y la probabilidad de presentar PP usando el método de Kaplan-Meir, y su
diferencia se evalué con la prueba de log-rank. Finalmente para determinar la
independencia de la IL-6 con otras variables se empleo el método de riesgos proporcionales
de Cox.

El nivel de significancia estadistica en todos los casos fue una p <0.05 bimarginal para una
hipétesis nula.

Hipétesis nula:

. En pacientes con amenaza de parto pretérmino con membranas intactas, las
concentraciones de IL-6 en liquido amni6tico no se asocian al riesgo de parto pretérmino en
los primeros 14 dias y/o antes de las 37 SDG

Aspectos Eticos

El' presente protocolo utilizo muestras biologicas (L.A) provenientes de mujeres
embarazadas con el diagnostico de APP con membranas intactas. Estas muestras fueron
tomadas en el Servicio de Medicina Materno Fetal de la UMAE como parte del proceso
diagnéstico de las pacientes con el fin de realizar el estudig citoquimico y cultivos
microbioldgicos del LA. Asi como una alicuota de! LA fue. enviada a la UIMMR. Por lo
que este estudio no requiri6 de la firma de consenumlento.mfonn?do ya que se ocuparon
Muestras de LA tomadas como parte del proceso diagnostico .habltual de estas pacientes.
Sin embargo en el servicio de Medicina Materno se requiere de un consentimiento
informado para este estudio. Por lo que no implican aspectos €ticos.

—
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Resultados
Descripcion general de la poblacién estudiada,

De un total (;ie 97 pacientes estudiadas, una paciente fue excluida del estudio por induccion
dfel traba_|o’ e parto por la sospecha clinica de corioamnionitis, pero descartada por estudio
histopatoldgico de la placenta y sin funisitis; las restante

" o s 96 pacientes fueron incluidas en
el estudio para su analisis final,

; ; En 18 pacientes (18.8%) ocurri6 el parto dentro de la
primera semana de habérseles realizado la amniocentesis, en 29 pacientes (30.2%) dentro
de los primeros 14 dias y en 61 pacientes (63.5%) antes de las 37 SDG.

Las comparaciones de las caracteristicas clinicas y demograficas de las pacientes de
acuerdo al tiempo en que ocurri6 el parto se muestran en las Tablas 1-6, 7. No hubo

diferencias en cuanta a la edad materna, el IMC, gestas, primiparidad, antecedentes de
abortos previos, cesareas previas o parto pretérmino.

Tabla 1. Caracter.isticas clinicas y demograficas en las pacientes en quienes ocurri6 el parto dentro de los primeros
14 dias de la amniocentesis o después de 14 dias.

Variable Parto <14 dias Parto >14 dias Valor de p
(n=29) (n=67)
Edad en afios, media + DE 27157 27.5+6.1 0.74
{ndice de masa corporal, media + DE 28722 29.5+3.7 0.27
Gestas, mediana (RIQ) 2(1-3) 2(1-3) 082
Primiparidad, n (%) 11(37.9) 25(37.3) 0.86
Abortos, mediana (RIQ) 0(0-1) 0(0-1) 0.66
Cesareas previas, mediana (RIQ) 0(0-1) 0(0-1) 0.55
Antecedente de parto pretérmino n (%) 8 (27.6) 13(19.4) 053
Antecedente de parto pretérmino <32 SDG n (%) 6(20.7) 8(11.9) 0.42

DE=Desviacion estandar, RIQ=Rango intercuartilico, SDG= Semanas de gestacion. El valor de p es posterior a la aplicacion de pruebas
estadisticas apropiadas.

Tabla 2. Caracteristicas clinicas y demogréficas en las pacientes en quienes ocurrié el parto antes o después de las

37 semanas de gestacion.
Variable Parto antes Parto después Valor de p
de 37 SDG de 37 SDG
(n=61) (n=35)

Edad en afios, media + DE 278+63 27,7252 0.39
{ndice de masa corporal, media + DE 29.0+3.0 299+4.1 0.20
Gestas, mediana (RIQ) 2(1-4) 2(1-3) 0.78
Primiparidad n (%) 24 (39.3) 12 (34.3) 0.78
Abortos, mediana (RIQ) 0(0-1) 0(0-1) 0.72
Cesdreas previas, mediana (RIQ) 0(0-1) 0(0-1) 0.35
Antecedente de parto pretérmino, n (%) 15 (24.6) 6(17.1) 0.55
Antecedente de parto pretérmino <32 SDG, n (%) 9(14.8) 5(143) 1.00

DE=Desviacion estandar, RIQ=Rango intercuartilico, SDG= Semanas de gestacion. El valor de p es posterior a la aplicacion de pruebas
estadisticas apropiadas.

En las pacientes en quienes ocurri6 el parto dentro de los primeros 14 o 7 dias de la
amniocentesis, asi como antes de las 37 SDG, la longitud cervical (LC) fue
significativamente menor (p<0.03) en comparacion a las pacie.nte.s que tuvieron el parto
después, y la frecuencia de un borramiento cervical > '50% fue s:gfnﬁcatwamen?e mayor en
las pacientes en que ocurri6 el parto dentro de los primeros 14 d|§§ de la @mocentesns 0
antes de las 37 SDG en comparacion en quienes el Parto ocurri¢ después (p§0.03). La
presencia de sludge cervical no fue diferente entre los diferentes grupos de estudio. La edad
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dol : : fue similar entre las pacientes que el parto ocurri6
;l;n;rDoGT ZZ p(;lme:osj OII: dias, en cambio en aquellas que el parto ocurri6 antes de las
a edad gestacional fue significativamente menor que en las que ocurrié después de

las 37 SDG (p=0.03). q q p

€3 - - : ) R :
Tabla- 3. Caracteristicas chm'cas a la amniocentesis y complicaciones perinatales en las pacientes en quienes
ocurrio el parto antes o después de los prime

. ros 14 dfas.
Variable Parto <14 dfas Parto >14 dfas Valor de p

: (n=29) (n=67)

| Longitud cervical..mm. mediana (RIQ) 10 (0~ 15) 13(95-18) 0.03

_ Borramiento cervical 250%, n (%) 7 (24.1) 2(3.0) 0'003

"Sludge cervical, n (%) 2(69) 3(45) 0.64
Edad gestacional al momento de la amniocentesis, 296+3.6 292+28 0.55
semanas, media + DE o ‘

[ Edad gestacional al momento del parto media DE 305+3.7 36526 <0.001

_ Via de interrupci6n cesarea, n (%) 12 (41.4) 28 (41.8) 0.85

- Peso del infante, g, media + DE 1444+ 718 2554+ 579 <0.001

~ APGAR al minuto, mediana (RIQ) 6(5-8) 8(8-8) <0.001

. APGAR a los 5 minutos, mediana (RIQ) 8(7-9) 9(9-9) <0.001

~ Complicaciones perinatales, n (%) 26 (89.7) 32(47.8) <0.001

| Parto <37 semanas de gestacién, n (%) 28(96.6) 33 (49.3) <0.001
Parto <34 semanas de gestacién, n (%) 22(75.9) 5(7.5) <0.001

. Sindrome de distrés respiratorio, n (%) 14 (48.3) 8(11.9) <0.001
Sépsis, n (%) 4(13.8) 2(3.0) 0.07

 Restriccién del crecimiento intrauterino, n (%) 2(6.9) 9(134) 0.50
Muerte neonatal, n (%) 3(10.3) 0(0.0) 0.16
DE=desviacién estiandar, RIQ=

Rango intercuartilico. El valor de p es posterior a la aplicacion de pruebas estadisticas apropiadas.

Tabla 4. Caracteristicas clinicas a la amniocentesis y complicaciones perinatales en las pacientes en quienes
ocurrié el parto antes o después de las 37 semanas de gestacion.

Variable Parto antes Parto después  Valor de p
de 37 SDG de 37 SDG
(n=61) (n=35)

| Longitud cervical, mm, mediana (RIQ) 11(6-17) 15(105-19)  0.01
Borramiento cervical 250%, n (%) 9(14.8) 0(0.0) 0.02

. Sludge cervical, n (%) 4 (6.6) 1(29) 0.65
Edad gestacional al momento de la amniocentesis, 288+3.1 302+29 0.034
e Sl edia DE 325435 385409 <0001
Edad onal al momento del parto m f .
Via de interrupcion cesarea, n (%) 29 (47.5) 11(314) 0.18
Peso del infante, g, media + DE 1802 £ 701 2945+ 297 <0.001
APGAR al minuto, mediana (RIQ) 7(6-8) 8(8-8) <0.001
APGAR a los 5 minutos, mediana (RIQ) 9(8-9) 9(9-9) <0.001
Complicaciones perinatales, n (%) 49 (80.3) 9 (25.7) <0.001
Parto <37 semanas de gestacién, n (%) 22 (36.1) 0(0.0) <0.009
Parto <34 semanas de gestacion, n (%) 6(9.8) 0(0.0) ggg
Sfndrome de distrés respiratorio, n (%) 9(14.8) 2 (gg) o
Sépsis, n (%) 3(49) 0(0.0) :

Restriccién del crecimiento intrauterino, n (%)
Muerte neonatal, n (%)

DE=desviaci6n estandar, RIQ=Rango intercuartilico. El valor de p es posterior a la aplicacion de prucbas estadisticas apropiadas.

En relacion a los cursos del embarazo, en las pacientes en que ocurri el parto dentro de los
primeros 7 o 14 dias y antes de las 37 SDG, la edad gestagnonal al parto, e} peso de_:l infante
al nacer y los puntajes de APGAR al minuto y 5 minutos fueron sngmﬁclatlzi/amente
menores en comparacion a las pacientes en quienes el parto ocurrié después de estos
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tiempos de estudio (p<0.001), mientras que las complicaciones fetales, parto pretérmino y
SDR fueron significativamente més frecuentes en las pacientes en que ocurrio el parto
dentro de. los primeros 7 o 14 dias de la amniocentesis o antes de las 37 SDG en
c<.)mpara'c16n a aquellas que ocurri¢ después de estos tiempos (p<0.009). No hubo
dlferenCI.as en otras variables como RCIU o muerte neonatal. Interesantemente, aunque la
frecuencia de sépsis neonatal fue mas frecuente en las pacientes en quienes ocurrio el parto
de.ntro de los primeros 14 dias o después de las 37 SDG, no hubo diferencias significativas,
mientras que en solo aquellas pacientes que ocurri6 el parto dentro de las primeros 7 dias la
frecuencia de sépsis neonatal fue significativamente mayor que en los infantes de aquellas
pacientes en que el parto ocurrié después de 7 dias (p=0.01).

Los resultados del estudio citoquimico y microbioldgico del liquido amniético se muestran
en las Tablas S, 6 y 9. De acuerdo a los periodos de tiempos de estudio en que ocurri6 el
parto, solo las concentraciones de glucosa fueron significativamente menores en las
pacientes que el parto ocurri6 dentro de las primeros 7 o 14 dias en comparacion a las
pacientes en que el parto ocurri6 después (p<0.02). La presencia de bacterias y un recuento
significativo de leucocitos en liquido amnidtico fue més frecuente solo en las pacientes que
ocurri6 el parto en los primeros 14 dias que en aquellas pacientes que el parto fue posterior
a 14 dias (p=<0.06). Aunque un cultivo positivo fue més frecuente en las pacientes con parto
antes de las 7 o 14 dias o antes de las 37 SDG no mostro diferencia en aquellas pacientes en
que el parto ocurrié después de estos tiempos estudiados. En todos los casos con cultivos
positivos el aislamiento reportado fue Morganella morganii.

Tabla 5. Resultados del estudio citoquimico y microbiolégico del liquido amnidtico en las pacientes en quienes
ocurrio el parto antes o después de los primeros 14 dias.

Variable Parto < 14 dias Parto > 14 dias Valor de p
(n=29) (n=67)

_ Leucocitos maternos mm? media + DE 9,897 + 2,833 9,960 3,213 093
Leucocitos elevados en liquido amniético, n (%) 15 (51.7) 14 (20.9) 0.006

| Bacterias presentes en liquido amniético, n (%) 7 (24.1) 2(3.0) 0.003
Levaduras presentes en liquido amnidtico, n (%) 8(27.6) 8(11.9) 0.11

| Cultivo positivo, n (%) 3(103) 1(1.5) 0.08
Glucosa (mg/dL), media + DE 28.5 +16.6 38.4+16.8 0.009

DE=Desviacion estandar. El valor de p es posterior a la aplicacién de pruebas estadisticas apropiadas.

Tabla 6. Resultados del estudio citoquimico y microbioldgico del liquido amniético en las pacientes en quienes
ocurri6 el parto antes o después de las 37 semanas de gestacion.

Variable Parto antes Parto después Valor de p
De 37 SDG de 37 SDG
n=61 n=35
Leucocitos maternos mm?, media + DE 10,094 + 3,184 9,674 £2,941 0.52
Leucocitos elevados en liquido amni6tico, n (%) 23 (37.7) 6(17.1) 0.06
Bacterias presentes en liquido amniético, n (%) 8(13.1) 1(2.9) ? 0.15
Levaduras presentes en liquido amnidtico, n (%) 14 (23.0) 2(5.7) 0.04
Cultivo positivo, n (%) 4(6.6) 0(0.0) - 029
Glucosa (mg/dL), media + DE 33.2+179 39.2 +15.6 0.10

DE=Desviacion estandar. El valor de p es posterior a la aplicacion de pruebas estadisticas apropiadas.
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Tal')Ia 7: Caractgrlstlcas clinicas y demogrificas en las pacientes en quienes ocurrio el parto dentro de los primeros
7 dias de la amniocentesis o después de 7 dias,

Variable Partoen 1 Parto despuésde 1 Valor de p

semana semana

(n=18) (n=78)
Edad en afios, media + DE 27.2+54 274+ 6.1 0.87
[ndice de masa corporal, media + DE 293418 29.3+3.6 0.96
Gestas, mediana (RIQ) 2(1-4) 2(1-3) 0.79
Primiparidad, n (%) 6(33.3) 30 (38.5) 0.89
Abortos, mediana (RIQ) 0(0-1) 0(0-1) 0.78
Cesdreas previas, mediana (RIQ) 0(0-1) 0(0-1) 0.96
Antecedente de parto pretérmino, n (%) 6(333) 15(19.2) 0.32
Antecedente de parto pretérmino <32 SDG, n (%) 5(27.8) 9 (11.5) 0.13
Longitud cervical, mm, mediana (RIQ) 8(0-13) 13(9-18) 0.009
Borramiento cervical 250%, n (%) 4(22.2) 5(6.4) 0.06
Sludge cervical, n (%) 2(11.1) 3(3.8) 0.23
Edad gestacional al momento de la amniocentesis, semanas, 294 +38 29.3+29 0.85
media + DE
Edad gestacional al momento del parto media DE 299 +39 358+3.2 <0.001
Via de interrupcién cesarea, n (%) 8 (44.4) 32 (41.0) 1.00
Peso del infante, g, media + DE 1320+ 751 2426 + 665 <0.001
APGAR al minuto, mediana (RIQ) 6(5-7) 8(8-8) <0.001
APGAR a los 5 minutos, mediana (RIQ) 8(7-8) 9(9-9) <0.001
Complicaciones perinatales, n (%) 16 (88.9) 42 (53.8) 0.01
Parto <37 semanas de gestacién, n (%) 17 (94.4) 44 (56.4) 0.006
Parto <34 semanas de gestacién, n (%) 14 (77.8) 12 (15.4) <0.001
Sindrome de distrés respiratorio, n (%) 10 (55.6) 12 (15.4) <0.001
Sépsis, n (%) 4(22.2) 2 (2.6) 0.01
Restricci6n del crecimiento intrauterino, n (%) 1(5.6) 10 (12.8) 0.68
Muerte neonatal, n (%) 2(11.1) 1(1.3) 0.09
Leucocitos maternos mms3, media + DE 10,978 + 2,327 9,702 3,204 0.12
Leucocitos elevados en liquido amniético, n (%) 8 (44.4) 21 (26.9) 0.14
Bacterias presentes en liquido amniético, n (%) 3(16.7) 6(7.7) 036
Levaduras presentes en liquido amniético, n (%) 3(16.7) 13 (16.7) 1.00
Cultivo positivo, n (%) 1(5.6) 3(38) 057
Glucosa (mg/dL), media + DE 27.0+16.7 37.3+169 0.02

DE=Desviacién estandar, RIQ=Rango intercuartilico, SDG= Semanas de gestacion. El valor de p es posterior a la aplicacion de pruebas
estadisticas apropiadas.

Concentracion de IL-6 en liquido amnidtico y la ocurrencia de parto pretérmino.

La comparacién de la concentracion de IL-6 en el liquido amniética en las pacientes que
ocurrio el parto en los primeros 7 o 14 dias y antes de las 37 SDG se muestra en la Tabla 8.
La mediana en la concentracion de IL-6 en el liquido amniético en todos los tiempos de
estudio fue significativamente mayor (p<0.001): Antes de los 14 dias 683 pg/mL (RIQ
451-3,948) vs. después de 14 dias 251 pg/mL (RIQ 127-551), antes de las 37 SDG 577
pg/ml (RIQ 212-2,043) vs. después de 37 SDG 246 pg/mL (RIQ 79-408), y antes de los 7
dias 2,599 pg/ml (RIQ 596-4,140) vs. después de 7 dias 277 pg/mL (RIQ 138 — 588).

Concentracion de IL-6 en liguido amnidtico y el riesgo de parto pretérmino.

Para determinar la fuerza de asociacién entre las concentraciones de IL-6 en liquido
amniético y el desarrollo de parto a los tiempos estudiados, las concenfraciones de IL-6
fueron agrupados en cuartiles basados en su distribucion de IL-6 en liquido amnidtico del
total de las pacientes independientemente del tiempo en que ocurrié el parto. Con fines del
presente andlisis, el Q4 (>873.3 pg/mL) de la concentracion de IL-6 se tomo como la
categoria de riesgo y los cuartiles Q1-Q3 (<873.3 pg/mL) como la categoria de referencia.
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Las pacientes en el cuartil mas alto de 11.-6, exhibieron un mayor riesgo de parto antes de
los 14 dias (RM 5.3, IC 95% 2.0-14.3), o antes de las 37 SDG (RM 9.3, IC 95% 2.0-42.6)
o0 antes df: .los 7 dias (RM 5.7, 1C 95% 1.9 17.1) (Tabla 9).

Los andlisis fie fegresién multiple logistico, tomando en consideracion otras variables que
mostraron sngmﬁcancia en el andlisis bivariado, incluyendo la LC, presencia de
borramnen{o cervical y la concentracién de glucosa en liquido amnidtico, mostraron que las
concentraciones de. IL-6 en el cuartil mas alto tuvo independencia y fue la variable que se
mantuvo significativa a todos los tiempos estudiados: Antes de los 14 dias (RM 4.2, IC
95% 1.4-12.7), antes de las 37 SDG (RM 7.9, IC 95% 1.7-37.7) o antes de los 7 dias (RM
3.9,IC 95% 1.2-12.9)(Tabla 9). Otra variable que mostré mantenerse con significancia fue
la presencia de borramiento cervical, pero sélo en el grupo que presenté el parto antes de
los 14 dias (RM 10.4, IC 95% 1.1-100.4).

Tabla 8. Concentraciones de IL-6 en liquido amniético de acuerdo al tiempo de la ocurrencia del parto (en una o
dos semanas y antes de las 37 semanas de gestacién).

Momento del Parto Casos Controles Valor de p
Menos de 1 semana, media + DE 2,599 (596 - 4,140) 277 (138 - 580) <0.001
n=18 n=78
Menos de 2 semanas 683 (451 - 3,948) 251 (127-551) <0.001
n=29 n=67
Antes de las 37 semanas de gestacién 577 (212 -2,043) 246 (79 - 408) <0.001
=61 n=35

Los valores de IL-6 (pg/mL) en liquido amniético estan dados en mediana y rango intercuartilico (RIQ). El valor de p es posterior a
la aplicacion de pruebas estadisticas apropiadas.

Tabla 9. Asociacién (razén de momios) entre los cuartiles de la concentracién de IL-6 en liquido amniético y el
riesgo subsecuente de parto (en una o dos semanas y antes de las 37 semanas de gestacion).

Momento del Parto Casos Controles RM (IC95%) RM (IC95%)
No ajustada Ajustada

Menos de 1 semana

Q4 >873.3 pg/mL 10 14 57(19-17.1) 39(12-129)

Q1-3 <873.3 pg/ml 8 64

Menos de 2 semanas

Q4 >873.3 pg/mL 14 10 5.3(2.0-14.3) 4.2 (1.4-127)

Q1-3 <873.3 pg/ml 15 57

<37 semanas de gestaci6n

Q4 >873.3 pg/mL 22 2 9.3 (2.0 - 42.6) 79(1.7-37.7)

Q1-3 <873.3 pg/ml 39 33

se a la distribucién de los valores de IL-6 (pg/mL) en liquido amnidtico de todas las
IC=Intervalo de confianza. La RM de momio en cada caso fue ajustada tomando en
1y concentracién de glucosa en liquido amniético.

Los cuartiles (Q) fueron determinados en ba
pacientes incluidas. RM=Raz6n de momios, !
cuenta las variables longitud cervical, borramiento cervica

Relacién entre la concentracion de IL-6 en liquido amnidtico y el intervalo de tiempo al

parto.

Las curvas de sobrevida que muestran el intervalo de latencia de la amniocentesis al parto
de acuerdo a las concentraciones de IL-6 en liquido amnidtico se muestran en la Figura 1.
Tomando como punto de corte a la concentracion de IL-6 en liquido amnidtico en el cuartil
mis alto de la distribucién de todas las pacientes estudiadas (>873.3 pg/mL), aquellas en el

Q4 tuvieron significativamente un tiempo de latencia mas corto que las pacientes ubicadas
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en los Q1-3 (mediana de 10 dias vs. mediana de 39 dias, p<0.001 [HR 2.1, IC 95% 1.2—
3.8]) (Figura la).

Al considerar otros puntos de corte de 11.-6 en liquido amniético: el cuartil mas alto en las
pacientes que ocurrid el parto dentro de los primeros 14 dias (Q4>3,948 pg/mL) y el cuartil
mas alto en aquellas que ocurrio antes de las 37 SDG (Q4>2,043 pg/mL); las pacientes con
concentraciones de IL.-6 >3,948 pg/mL tuvieron significativamente un tiempo de latencia
mas corto que las pacientes con concentraciones menores (mediana de 3 dias vs. mediana
de 35 dias, p<0.90| [HR 6.9, IC 95% 1.3-36.1])(Figura 1b), de forma similar, las pacientes
con concentraciones de IL-6 >2,043 pg/mL tuvieron significativamente un tiempo de
latencia mds corto que las pacientes con concentraciones menores (mediana de 3 dias vs.
mediana de 39 dias, p<0.001 [HR 4.0, IC 95% 1.6-10.1])(Figura 1c).

Finalmente, dado que en varios estudios previos han establecido un punto de corte de
>2,600 pg/mL de IL-6 para definir la presencia de inflamacion intra-amniotica, realizamos
el andlisis con curvas de sobrevida usando este punto de corte, las pacientes con
concentraciones de IL-6 >2,600 pg/mL tuvieron significativamente un tiempo de latencia
mds corto que las pacientes con concentraciones menores (mediana de 3 dias vs. medina de
39 dias, p<0.001 [HR 3.7, IC 95% 1.5-9.6)), similar a lo observado con un punto de corte
de IL-6 >2,043 pg/mL (Figura 1d).

El andlisis multivariado de sobrevida fue usado para examinar el tiempo de latencia de la

amniocentesis al parto entre las concentraciones de IL-6 en liquido amniético a un punto de

corte >2,043 pg/mL, ajustado por LC, borramiento cervical y concentracion de glucosa en

liquido amniético usando un modelo de riesgos proporcionales de Cox. Las pacientes con

un valor 22,043 pg/ml de IL-6 tuvieron significativamente mayor riesgo de que ocurriera el

parto por unidad de tiempo (HR 4.5, IC 95% 2.4-8.2), la presencia de borramiento cervical

también fue significativa para la ocurrencia del riesgo de parto (HR 3.9, IC 95% 1.6-9.8).
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Figura 1. Curvas de sobrevida de Kaplan-Meir del intervalo de la amniocentesis al parto (en dias). Dentro de cada
figura, las lineas intermitentes representan a las pacientes cuyas concentraciones de IL-6 en liquido amniético
fueron las més altas (descritas al pie de cada grafica), mientras que las lineas continuas representan a las pacientes

cuyas concentraciones fueron mds bajas a cada punto de corte analizado: a) 2873.3 pg/mL, b) 23,948 pg/ml, )
22,043 pg/mlyd) >2,600 pg/mL.

Discusién

En el presente estudio de casos y controles anidado en una cohorte empleando un estuche
comercial de ELISA para medir IL-6 en liquido amnidtico en mujeres con APP y
membranas intactas, encontramos que las concentraciones de IL-6 estan asociadas al riesgo
de presentar parto pretérmino, a una corta latencia 'y a um alta frecuencia de
complicaciones perinatales. Incluso una observaciéon mas importante f:ue el hecfho que las
concentraciones mas elevadas de IL-6 en liquido amnidtico fueron asociadas al riesgo de un
parto pretérmino mas temprano dentro de los primeros 7 o 14 dias, un 'tiempo de latencia
aln mas corto y mayor morbi-mortalidad perinatal. ‘En fom}a conjunta, ‘e'st.os datos
confirman y dan mayor evidencia a la nocién de que la mﬂamaf:l()n lntra-_ammotlca (ITA),
la cual es evidenciada por altas concentraciones de lL-q, se asocia a late'nmas cortas y altas
frecuencias de complicaciones perinatales e independientemente de si 0 no se detectan
agentes microbianos en el liquido amnidtico (17, 24,25).
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La infeccion intrauterina como la inflamacién
con membranas intactas especialmente a edad

microblolpglfcos de liquido amni()tico‘ han demostrado su invasion entre el 10% al 60%.
snendol mgs lrecuente a cdz?dcs gcslacmnales menores de 28 SDG (17,25), sin embargo la
mayoria de los agentes mlcroblanos_ son dificiles de cultivar con técnicas estandares de
laboratorio como fue en este estudio, ya que solo el 4.2% de las muestras se reporto
desa!’rOHO y e.n todos los Casos.(.ie una misma bacteria que no ha sido encontrada en estudios
PTCVIOS (M?rganella morganii), por lo que este dato debe tomarse con cautela en su
interpretacion. En base a la presencia de invasién microbiana a la cavidad amniética
(IMCA) y la‘ respuesta mﬂ_amatorla intra-amniGtica evaluada por la medicion de IL-6, se
han establ.eCIdo cuatro entidades o escenarios distintos: 1) Infeccién (IMCA presente y
respuesta mﬂamatqna presente), 2) Inflamacion (IMCA ausente y respuesta inflamatoria
presente), 3) Colonizacion (IMCA presente y respuesta inflamatoria ausente), y 4) Ausente
(IMCA ausente y respuesta inflamatoria ausente) (17). Bajo este escenario y al no contar
con los recursos adef:ue_ldos de laboratorio para la deteccién de IMCA, la concentracion de
IL-6 en liquido a_mmétnco es un buen marcador de IIA y se asocia a un tiempo de latencia
corto y a complicaciones perinatales independientemente de la presencia de IMCA (17,
24,25). A este respecto, un estudio previo reporto que los cursos de la respuesta
inflamatoria no es una respuesta de “todo o nada” y tiene grados de severidad que
correlacionan con varios marcadores de inflamacién (26), mas recientemente se reporto que
la severidad de la inflamacién puede ser basada en la pura concentracion de IL-6 en lugar
del uso de varios marcadores (17). La definicion de IIA en base a las concentraciones de
IL-6 ha sido reportada en forma inconsistente, aunque varios estudios previos fijan un
punto de corte >2,600 pg/mL (asociada a una latencia corta, mayores complicaciones
perinatales o presencia de corioamnionitis y funisitis), mas recientemente Combs y cols.
subclasifican la IIA como severa (IL-6 >11.3 ng/mL) o leve (IL-6 2.6-11.2 ng/ml) (17).
Nuestro analisis, mostré que las concentraciones de IL-6 en el cuartil mas alto de la
distribuciones en las pacientes que tuvieron ya sea el parto dentro de los primeros 14 dias o
antes de las 37 SDG (>3,948 pg/mL y 2,043 pg/ml, respectivamente), presentaron el mismo
riesgo de parto, periodo de latencia o complicaciones perinatales que los reportados a las
pacientes con IIA severa (17), de igual forma, encontramos resultados comparables cuando
utilizamos al cuartil mas alto de IL-6 derivado de la distribucion de todas las pacientes
estudiadas (>873.3 pg/mL) a los reportados como IIA leve (17). A este respecto, un estudio
previo demostré que usando 7 diferentes estuches comerciales de ELISA, los valores de IL-
6 medidos en liquido amnidtico variaban importantemente hasta por valores de 50%, sin
embargo en todos ellos las concentraciones de IL-6 pudieron identificar a las pacientes con
corioamnionitis (23), sugiriendo que cualquier estuche comercial es adecuado para
identificar a pacientes con IIA, por lo que es importante establecer puntos de corte de
acuerdo a la técnica o estuche comercial empleados. En este estudio, usando el punto de
corte mas usado para definir IIA (>2.6 ng/mL), encontramos que el tiempo de latencia fue
similar a lo obtenido cuando usamos el cuartil 4 de la distribucion de IL-6 en aquellas
pacientes que presentaron el parto antes de las 37 SD'G .(22,043 pg/mL). Colectivamente
estos datos, sugieren que en nuestras manos y con la técnica de ELISA empleado un punto
de corte de IL-6 >2.043 ng/mL puede ser definida la ITA de acuerdo a los eventos adversos
del embarazo aqui reportados. Si bien a un punto de corte de IL-6 23,948 pg/mL
encontramos que el 100% de las pacientes ocurrio el parto en las Pprimeras 3.semanas, en
lugar de las 8 semanas a un punto de corte 22,043 pg/mL, podriamos considerar que al

son causas bien conocidas de PP en pacientes
€s gestacionales muy tempranas. Los cultivos
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punto de corte de 2.3,948 _pg/mL la ITA es severa, pero se necesitan mas estudios para poder
determinar su significancia clinica de este punto de corte.

Finalmente, demostramos que las concentraciones de 11.-6 fue la variable que se asocio en
forma importante e independiente al riesgo de parto pretérmino y a una latencia corta entre
otras variables de estudio. El borramiento cervical >50% también mostro estar asociada
solo al riesgo de parto dentro de las dos primeras semanas 0 una latencia mas corta antes de
las 37 SDG, en contraste, aunque la LC y la concentracién de glucosa mostraron diferencias
en el andlisis bivariado, en los andlisis de regresion multiple no permanecié con

significancia, esto puede ser explicado a reducido nimero de pacientes estudiados o al
hecho de que la LC fue una variable de inclusion para el estudio.

En conclusion, las concentraciones elevadas de IL-6 en liquido amniético fue la variable
mas consistente asociada al riesgo de parto pretérmino, a una latencia corta y a
complicaciones perinatales. En nuestro medio, una concentracién de IL-6 >2,043 pg/mL
puede ser considerado el punto de corte para definir la presencia de IIA. Se requiere
ampliar el tamafio de muestra para determinar el significado clinico de las concentraciones
de IL-6 en liquido amnidtico mayores a 3,948 pg/ml. La determinacién de IL-6 en liquido
amniotico puede permitir al clinico dar un manejo mas racional de las pacientes con APP y
membranas intactas con la finalidad de reducir los costes de atencion médica y
complicaciones maternas y perinatales.
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