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1. INTRODUCCIO

1.1 Importancia de les cardiopaties congenites

Les cardiopaties congenites (CC) constitueixen les malformacions congénites severes
més freqlients afectant, en xifres globals, al 0.8-1% dels recents nascuts vius?.
Aproximadament el 35-50% de les CC diagnosticades durant la vida prenatal seran defectes
severs que requeriran un tractament quirargic durant els primers anys de vida. Tampoc és
gens menyspreable la relacié de les CC amb la mortalitat infantil, essent la principal causa
de la mortalitat infantil per anomalia congénita en el primer any de vida. Actualment, fins i tot
en els millors centres hospitalaris del nostre ambit, el 15% dels nens afectes de CC moriran
abans de I'adolescéncia i, per tant, només un 80-85% d’aquests infants arribaran a I'edat

adulta?3.

Fins fa relativament pocs anys, les alteracions en el neurodesenvolupament dels nens
afectes de CC quedaven totalment eclipsades pel repte que significava aconseguir unes
xifres de supervivéncia adequades. En les ultimes décades, gracies a I'arribada de noves
tecniques diagnostiques i amb els grans avencos en les tecniques quirdrgiques, el
cateterisme intervencionista i les millores en les mesures de suport postoperatories amb
I'aparicio de tecniques com 'TECMO (oxigenacié amb membrana extracorporal) s’ha produit
un drastic increment de la supervivéncia d’aquest infants?3. Paral-lelament a aquesta millora
de la supervivencia, ha sorgit una consciéncia creixent de que els nens que sobreviuen a
aguestes cirurgies presenten, en un nombre gens menyspreable, morbiditat a nivell del
sistema nerviés central. En consequéncia, des de fa pocs anys hem passat, de centrar-nos
Gnicament en el resultat a nivell cardiac, a centrar-nos tambeé en el resultat a nivell neurologic

i del neurodesenvolupament.

1.2 Anomalies del sistema nervids central en els infants amb cardiopatia congénita.

Actualment sabem que una amplia proporcié d’'infants amb CC, que segons alguns

registres arriba al 25-50%, presenten un resultat advers en el seu neurodesenvolupament i



també estd ampliament acceptat que existeixen una gran varietat de possibles factors
contribuents en el desenvolupament del sistema nervios central d’aquests nens32. Aixi
doncs, aquests factors els podem agrupar en dos grans grups: factors relacionats amb la
correccié quirdrgica de la CC (causes perioperatories) i factors no relacionats amb la
correccié quirdrgica i que estan presents des de I'época prenatal fins al moment de la cirurgia

correctora (causes preoperatories).

1.2.1 Causes perioperatories

En relacié a I'etiologia de la lesié neurologica després de la cirurgia cardiaca hi ha
varis factors contribuents. El by-pass cardiopulmonar permet una perfusié continua dels
organs vitals durant la reparacié de la CC, pero aquest presenta efectes potencialment
deleteris com ara complicacions de tipus embolic o activacié de les vies inflamatories.
Diversos estudis han demostrat una correlacid positiva entre el temps de by-pass
cardiopulmonar y les alteracions del neurodesenvolupament®!, La parada circulatoria amb
hipotérmia profunda s’utilitza en alguns casos en els que es necessita realitzar una reparacio
quirurgica complexa. La duracié del periode de seguretat d’aquest procediment no esta ben
definida, pero temps que superin els 45-60 minuts s’han relacionat amb una elevada

mortalitat i amb I'aparicié d’un retard psicomotor important!©1,

La transposicio de grans artéries (TGA) és una de les CC més estudiades des del
punt de vista del resultat neurologic, ja que s6n nadons que se sotmeten a la intervencio
quirargica per restaurar la circulacio normal durant les dues primeres setmanes de vida. Un
estudi realitzat en nadons amb TGA reparada mitjangant “swicth” arterial utilitzant by-pass
cardiopulmonar posa de manifest la preséncia d’anomalies neuroldgiques en més d’un 30%
dels casos'?. Aguestes alteracions es manifesten al llarg de tota la infancia y repercuteixen
de manera important en el rendiment escolar d’aquest infants. Als 8 anys d’edat, els nens
amb TGA reparada quirargicament presenten puntuacions significativament inferiors a les
de la poblacié general en habilitats motores fines, visuo-espacials, cognitives (incloent
memoria i atencid) i habilitats linguistigues avancades's. Perd aquestes alteracions en el
desenvolupament neurologic no es limiten anicament als infants amb TGA. En una cohort de

131 recent nascuts amb multiples tipus de CC que van requerir correccio quirdrgica precog



es va evidenciar la preséncia d’alteracions motores en el 42% dels casos i un retard global
en el neurodesenvolupament en el 23% d’aquests!4. Per altre banda, un estudi amb més de
cent casos sotmesos a la intervencié de Fontan, mostrava que aquests infants presentaven
un coeficient intel-lectual (CI) significativament inferior al de la poblacié general, i fins a un
7,8% dels casos tenien puntuacions inferiors a 70%°. Encara que en la majoria de casos la
disminucié del Cl pot semblar modesta, aquesta es tradueix en una carrega important, no
només per a l'individu i la seva familia, siné també per al conjunt de la societat. Hi ha estudis
gue demostren que per cada punt de CI perdut, la productivitat de l'individu al llarg de la seva

vida disminueix en un 1.8-2.4%?2,

Un altre moment important és el postoperatori de la cirurgia cardiaca, ja que és en
aquest moment quan poden aparéixer diverses complicacions tractables o evitables que
poden tenir un impacte important en el resultat a llarg termini. El patr6 més comu de dany
neurologic que podem trobar-nos en el postoperatori és l'alteracio de la substancia blanca,
gue és més frequent en les correccions quirdrgiques de tipus univentricular o en els casos
d’obstruccié de l'arc aortic'?. Aquesta lesié de la substancia blanca esta directament
relacionada amb la hipotensio arterial o la baixa saturacié d’oxigen durant el primer dia del
postoperatoril®. També esta demostrat que la preséncia de convulsions cliniques o a
I'electroencefalograma o la preséncia d’hipertérmia en situacions d’hipdxia o isquémia estan
altament associades a un pitjor neurodesenvolupament a I'any i als 4 anys®. La necessitat
d’ECMO durant el postoperatori de casos greus es relaciona, no només amb una elevada
mortalitat, siné també amb un alt grau de discapacitat, amb un supervivéncia intacta de

només un 13% dels casos®.

1.2.2 Causes preoperatories

Durant 'iltima década, ha anat creixent I'evidéncia de que la cirurgia cardiaca per la
correccio les CC en els primers dies de vida no és I'tinic factor contribuent en les alteracions
del neurodesenvolupament que presenten aquests infants. Hi ha diversos estudis que han
demostrat la preséncia d’alteracions neuroldgiques significatives en els recents nascuts amb

CC abans de la cirurgia cardiaca i, per tant, cada vegada hi ha més evidencia a favor de que



la condici6 prenatal, en aquests infants, pot contribuir també de manera significativa en el

resultat neurologic final'’=20.

1.3 Alteracions neurologiques en nadons amb CC abans de la cirurgia cardiaca

En els dltims anys diversos estudis han demostrat que més de la meitat dels recent
nascuts amb CC presenten anomalies neurologiques i neuroconductuals immediatament
després de néixer i abans de la cirurgia cardiaca. Un dels primers estudis realitzats en
aquests nadons mostrava com el 56% eren classificats com “anormals” i entre les anomalies
més frequents trobavem??: hipotonia difusa (40%), hipertonia (12%), disminucié de la forca
motora a extremitats superiors o inferiors (10%), estupor o letargia (14%), agitacio o
nerviosisme (8%), convulsions (7%), alteracions de la fixacié visual (50%) o auditiva (55%),
microcefalia (36%), disminucio de la succio (23%). Estudis posteriors van obtenir resultats
similars!?17.22. A més, diversos estudis han demostrat una alta prevalenca de microcefalia al
naixement en recents nascuts amb CC, proporcionant una evidencia objectiva de que la lesio

neurologica d’aquests nens pot tenir un origen durant la vida fetal'2324,

1.3.1 Anomalies preoperatories detectables per neuroimatge

Varis estudis en els ultims anys han avaluat el desenvolupament cerebral dels recents
nascuts mitjangant técniques de neuroimatge amb I'objectiu de posar de manifest signes de
lesio cerebral prévies a la cirurgia correctora. L’ecografia cerebral i la ressonancia magnetica
nuclear (RMN) convencional han posat de manifest la magnitud del dany cerebral en els
nadons amb CC, objectivant-se imatges compatibles amb lesié neurologica en el 28-59%

dels cas0s?0:25-28,

Amb I'ecografia cerebral s’han detectat un ampli espectre d’'anomalies, entre les quals
les més freqlents son: ventriculomegalia i augment de I'espai subaracnoidal (26%), atrofia
cerebral (27%), calcificacions en els ganglis basals i el talem (20%) i hemorragia
intraventricular (16%). Com a troballes menys frequients podem trobar-hi l'infart cerebral,
'edema cerebral o I’hemorragia subaracnoidal. Aquestes alteracions en I'ecografia s’han
documentat més freqluentment en els nadons amb coartacié d’aorta severa, TGA o
hipoplasia de cavitats esquerres?>-27,
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De manera similar, els estudis amb RMN també han posat de manifest una alta
incidéncia de lesi6 neurologica preoperatoria incloent lesions isquemiques, hemorragia
intracranial, retard en la maduracié cortical i disminucié del volum cerebral?0:222528 | es
lesions isquéemiques apareixien en el 21-41% dels recents nascuts amb CC i s6n degudes a
un aportacié de sang deficient, tan quantitativa com qualitativament, a alguna regi6 cerebral,
ja sigui durant I'etapa fetal o la neonatal immediata®®. Un altre tipus de lesié isquémica
freqUent en aquesta poblacio de recent nascuts és el dany en la substancia blanca, que pot
apareixer de manera lleu en un 57-94% dels casos i de forma moderada o severa en un 6-
36% dels mateixos. Dins d’aquest grup de lesions de la substancia blanca s’inclouen un
ampli espectre de lesions, com per exemple, la leucomalasia periventricular (LPV), les
lesions focals no quistiques i les alteracions difuses de la mielinitzacio. La LPV representa el
grau més sever d’aquestes lesions i consisteix en la preséncia de lesions quistiques
necrotiques que van acompanyades d’atrofia de la substancia blanca adjacent, reflectint-se
aguest punt en forma d’'un augment de la mida dels ventricles laterals. Aquestes lesions es
localitzen habitualment al voltant de les banyes anteriors o posteriors dels ventricles laterals
i es poden evidenciar en un 17-38% dels recents nascuts amb CC ja abans de la cirurgia

correctoral?18,

1.3.2 Canvis cerebrals detectats amb técniques de neuroradiologia avancada

La Diffusion Tensor Imaging (DTI) estudia la difusié de les molécules d’aigua en els
teixits i permet obtenir informacidé sobre la microestructura del sistema nervids central. S’hi
avaluen dos parametres: el coeficient de difusio i I'anisotropia fraccional'?. El coeficient de
difusié mesura el grau de difusié de les molécules d’aigua dins el sistema nervids central. En
condicions normals aquest valor va disminuint a mesura que avanca la gestacié degut a la
maduraci6 de les membranes cel-lulars del teixit cerebral en desenvolupament®.
L’anisotropia fraccional informa de la direccionalitat dels tractes nerviosos de substancia
blanca segons el moviment de les molécules d’aigua a través d’ells. En condicions normals,
I'anisotropia fraccional augmenta progressivament durant la gestacio, de forma fisiologica,
gracies a un moviment més lineal de les molécules d’aigua degut al procés de mielinitzacio

que es produeix durant la maduracié del sistema nervids central?®®. En un estudi realitzat en



nadons amb CC es va observar com el canvi en I'anisotropia fraccional al llarg del temps era
significativament menor en els recent nascuts amb CC respecte els nens sans?°. Un altre
estudi demostrava un coeficient de difusié significativament augmentat i una anisotropia

funcional significativament disminuida en els recent nascuts amb CC abans de la cirurgia?.

L’espectroscopia permet un estudi no invasiu dels metabolits cerebrals “in vivo” per
seguir-ne I'evolucio durant la progressio d’'una malaltia o identificar els canvis normals durant
el desenvolupament cerebral??>. El N-acetil-aspartat (NAA), el lactat i la colina sén els
metabolits més estudiats. El NAA és un marcador neuronal i, per tant, és esperable que els
seus valors es vagin incrementant durant el procés de maduracio cerebral. Aixi doncs, un
NAA disminuit és indicatiu de lesié cerebral?®. El lactat, per la seva banda, és producte del
metabolisme anaerobi i, per tant, pot ser utilitzat com a marcador de lesié de tipus hipoxic-
isquemica. Finalment la colina €s un component essencial de les membranes cel-lulars i €s
fonamental per la fabricacié de I'acetil-colina (neurotransmissor). Els seus nivells en el teixit
cerebral es mantenen constants al llarg dels temps?°. Mahale et al. va demostrar que el 53%
dels recents nascuts amb CC tenien nivells de lactat elevats abans de la cirurgia i, a més a
mes, els nivells elevats de lactat presentaven una elevada correlacio amb la presencia
d’anomalies en la RMN convencional?®. Un altre estudi investigava el metabolisme cerebral
en nadons amb TGA o hipoplasia de cavitats esquerres i va demostrar que aquests nadons
presentaven nivells de NAA significativament inferiors respecte els nadons sans?°. A més,
aguestes troballes es van donar en pacients en els que la RMN convencional no havia
detectat cap anomalia, indicant aixi que els recent nascuts amb CC, tot i que no presentin
anomalies estructurals evidents en el moment del naixement, en moltes ocasions presenten
canvis en el metabolisme cerebral que els fara més vulnerables a la lesio neurologica durant

el seu desenvolupament?®,



1.4 Fisiopatologia de l'alteracié del desenvolupament cerebral en I’época prenatal:

Canvis en la circulacio fetal en les cardiopaties congenites.

La preséncia d’alteracions del sistema nervids central en els nounats, justament
després de néixer i abans de passar per la cirurgia cardiaca, suggereix que molt

probablement aquestes anomalies tenen un origen prenatal.

El desenvolupament cerebral durant la vida fetal €s un procés molt delicat, en el qual
és molt important que hi hagi una aportacié adequada d’oxigen i nutrients per tal que el
cervell fetal es desenvolupi de manera correcte. Per aix0, en condicions normals, durant la
vida fetal la sang altament oxigenada procedent de la placenta, i que arriba al fetus per la
vena umbilical, es canalitza a través del ductus vends fins a I'auricula dreta, prioritzant el seu
pas cap a l'auricula esquerra a través del foramen oval i d’aqui cap al ventricle esquerre,
aorta i troncs supraaortics. D’aquesta manera s’assegura que la sang que irriga el cervell en

desenvolupament tingui una elevada concentracié de oxigen i nutrients.

Quan existeix una CC la circulacié fetal normal pot alterar-se, en major o menor grau,
de manera que al cervell fetal no hi arribi la mateixa quantitat d’oxigen i nutrients que en
condicions normals. Es aquest estat d’hipoperfusid i hipdxia cronica durant tota I'época
prenatal el que pot condicionar el creixement i desenvolupament cerebral normal d’aquests
individus explicant aixi les diferents anomalies que apareixen en aquests nadons després de

néixeri?,

Diversos estudis han aportat dades a favor d’aquesta teoria. Rosenthal et al. va
avaluar diferents parametres de creixement en 251 nens amb CC comparant-los amb nens

sans223:

- Els nens amb TGA tenien un pes al néixer similar al dels controls pero cridava I'atencié
que el perimetre cefalic d’aquests nadons era desproporcionadament més petit del
gue corresponia pel seu pes. En la TGA, l'aorta neix del ventricle dret i transporta
sang pobrament oxigenada. Aixi, el contingut d’oxigen que arriba al cervell és molt

inferior al normal i aix0 pot condicionar el seu desenvolupament. Com hem vist



anteriorment, la microcefalia es una de les anomalies del sistema nervios central més
frequents en els nens amb CC.

- Els nens amb tetralogia de Fallot tenien un pes, talla i circumferéncia cefalica al néixer
significativament disminuits respecte els controls. En aquesta CC es produeix una
mescla de sang oxigenada i desoxigenada a nivell cardiac, com a consequencia del
defecte, de manera que la sang que finalment és ejectada a través de l'aorta

ascendent també conté una concentracié inferior d’oxigen i nutrients.

Figura 1. Patro d’irrigacio cerebral en els diferents tipus de CC

a, Circulacié fetal normal. b, Hipoplasia de cavitats esquerres. c, Coartacié d’aorta. d, Transposicié de grans artéries.
e, Tetralogia de Fallot.

- Els nens amb hipoplasia de cavitats esquerres també eren meés petits que els controls
en tots els parametres de creixement, pero la circumferéncia cefalica era
significativament més petita que el pes. En el cor esquerre hipoplasic el ventricle



esquerre i 'aorta ascendent estan anul-lats i es produeix un mescla de sang al costat
dret del cor. La sang s’ejecta a través del tronc pulmonar, recorre el ductus arterios i
des d’aquest, i de forma retrograda per l'istme adrtic, arriba als troncs supraaortics i
al cervell. Aixi doncs, el subministrament de nutrients al cervell és insuficient tant per
la disminucio del volum de sang que hi arriba com per la baixa concentracié d’oxigen
gue transporta aguesta sang.

- Finalment, els nens amb coartacié d’aorta tenen un pes i una talla inferiors als
controls. En la coartacié d’aorta hi ha una hipoplasia de I'aorta ascendent i per tant el
volum de sang oxigenada que arriba al cervell a través d'aquesta també esta

disminuit.

1.5 Canvis en la circulacié i el desenvolupament cerebral durant I’época prenatal en
els fetus amb CC

Tal com s’ha comentat anteriorment, els recent nascuts amb una CC presenten
alteracions en el neurodesenvolupament abans de la cirurgia cardiaca i aquest fet, que s’ha
demostrat amb diferents estudis, apunta cap a un origen prenatal de la lesié neurologica que
presenten aquest infants.

Els primers estudis a nivell prenatal es van basar en I'estudi dels canvis en la circulacié
cerebral fetal que presentaven els fetus amb CC. Aixi, diversos estudis van avaluar la
perfusié cerebral mitjangant I'estudi, amb Doppler convencional, del flux a nivell de I'artéria
cerebral mitja i 'arteria umbilical i van demostrar que els fetus amb CC presentaven signes
de redistribuci6 hemodinamica cerebral durant el tercer trimestre de la gestacié en forma
d’'una disminucio de I'index de pulsatilitat de I'artéria cerebral mitja i de la ratio cerebro-
placentaria®®-3%, A més, alguns estudis també mostraven que els fetus amb CC presentaven
una disminucié de les biometries cefaliques al tercer trimestre respecte els fetus normals3+-
36, La disminucio de les resistencies vasculars cerebrals en els fetus amb CC recolza la teoria
de que els mecanismes autoreguladors del fetus intenten compensar la disminucié en el
subministrament d’oxigen i nutrients al cervell en desenvolupament mitjangant I'increment

del volum total del flux sanguini cerebral*?.



En els ultims anys el desenvolupament cerebral dels fetus amb CC també s’ha avaluat
amb técniques avancades de neuroimatge. Limperopoulos et al. va publicar el primer estudi
sobre creixement i metabolisme cerebral en fetus amb CC mitjancant tecniques de RMN i
espectroscopia. En aquest estudi va mostrar com el grup de fetus amb CC presentava una
disminucio progressiva del volum cerebral global respecte els fetus sans durant el tercer
trimestre de la gestacid. A més, aquest grup de fetus també mostraven canvis en el perfil
metabolic cerebral en forma d’'una disminucid progressiva dels valors de NAA respecte els
controls i amb una detecci6 de la presencia de lactat en aquells casos que presentaven els
volums cerebrals i els valors de NAA més disminuits®’. Posteriorment Clouchoux et al. va
avaluar el desenvolupament cortical intrauteri en fetus amb hipoplasia de cavitats esquerres
(una de les CC amb més risc de hipoperfusio i hipoxémia cerebral croniques durant la vida
fetal) comparant-lo amb el de fetus sans. Aixi, va demostrar un retard significatiu en el
desenvolupament cortical de les arees frontal, temporal, cingular, calcarina, occipital i
parietooccipital, detectant una disminucié del volum de substancia gris cortical i subcortical i
de substancia blanca en aquestes arees®. Totes aquestes troballes recolzen, altre vegada,
la teoria de la hipoxia cronica durant I'etapa prenatal com a factor contribuent en el

desenvolupament cerebral anormal dels fetus amb CC.

1.6 Rellevancia i justificacié de I'estudi

Durant les ultimes dues décades, 'augment progressiu de la supervivéncia dels
infants amb CC ha desplagat el focus d’atenci6é cap a 'elevada taxa de morbiditat a nivell
neurologic que presenten aguests infants en les diferents etapes de la seva vida*"2. Mentre
que inicialment es creia que la principal causa del dany neuroldgic d’aquests nens era la
cirurgia cardiaca i les seves complicacions!'?, actualment esta ampliament acceptat que la
lesié neurologica i la consequent alteracié en el neurodesenvolupament que presenten
aquest nens és consequéncia d’'una combinacio de factors tant de I'época postnatal (cirurgia
cardiaca i les seves complicacions) com també de I'época prenatal'?,

Cada vegada esta més acceptada la teoria de que el defecte anatomic en el cor fetal
altera la circulacio fetal de tal manera que hi ha una reduccié significativa de I'aportacio

d’oxigen i nutrients al cervell. Aquest fet és recolzat, per exemple, per un estudi molt recent



gue demostra la preséncia d’'una reduccid en la concentracié d’oxigen a nivell de I'aorta
ascendent dels fetus amb CC3°. Aquest ambient d’hipoxia cronica en el que es desenvolupa
el cervell fetal durant tota la gestacio condiciona una serie de canvis, demostrables per
diferents técniques de neuroimatge durant el tercer trimestre, que seran els responsables de
gue aquests infants siguin més susceptibles a patir algun tipus de dany neurologic o alteracio
del neurodesenvolupament. Aixi doncs, sembla evident que uns dels factors prenatals a tenir
meés en compte és el tipus de CC, pero també és evident que no és I'unic factor important ja
gue les alteracions neurologiqgues no només afecten al grup de CC que presenten,
teoricament, una reduccié més severa en I'aportacio d’oxigen al cervell, com per exemple la
hipoplasia de cavitats esquerres, sind que també s’han demostrat alteracions en altres tipus
de CC majors.

En aquesta tesi s’avaluen diferents parametres de la perfusio i el desenvolupament
cerebral prenatal com a predictors de lalteracid del desenvolupament neuroldgic que
presenten els fetus i infants amb CC. Per tal d’aconseguir-ho es presenten els seguents
estudis:

- Estudi 1: s’'investiga si els canvis en les biometries cefaliques i en la perfusié cerebral
dels fetus amb CC es poden detectar de manera precog¢ durant el segon trimestre de
la gestacio.

- Estudi 2: s’'investiga si I'alteracié anatdomica cardiaca condiciona el patro de perfusié
cerebral, i per tant, aquelles CC amb un patr6 de reducciéo més sever de I'aportacio
d’oxigen al cervell s6n les que presenten canvis més significatius en el
desenvolupament cerebral prenatal.

- Estudi 3: s’investiga si, a part del tipus de CC, hi ha altres variables de l'avaluacié
preco¢ durant el segon trimestre que puguin ajudar a predir quins fetus amb CC

presentaran meés risc de presentar lesié neurologica.
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2. HIPOTESIS

HIPOTESI PRINCIPAL:

Alguns dels infants afectes de CC que sobreviuen amb retard en el neurodesenvolupament,

presenten alteracions del desenvolupament cerebral ja abans de néixer degut a un estat de

hipoperfusio i hipoxia cerebral cronica.

HIPOTESIS ESPECIFIQUES:

1.

Les anomalies en la perfusié cerebral que presenten els fetus amb CC poden ser
detectades mitjancant técniques de neuroimatge (ecografia i RMN) durant el periode
fetal, en el moment del diagnostic de la CC i ja des del segon trimestre de la gestacio.

El tipus de CC determina el patrd de circulacio cerebral, i per tant, el tipus i grau de la
lesio.

Els fetus amb CC que presenten aquestes alteracions en els estudis de neuroimatge
prenatal tenen major risc de desenvolupar lesi6 neurologica i retard del
neurodesenvolupament en I'época postnatal.

Es possible identificar variables obtingudes per neuroimatge que ajudin a predir quins
fetus afectes de CC tenen major risc de presentar seqleles neurologiques,

independentment de la cirurgia cardiaca.
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3. OBJECTIUS

OBJECTIU PRINCIPAL:

Avaluar els parametres de perfusid i desenvolupament cerebral durant el periode fetal

mitjancant técniques de neuroimatge.

OBJECTIUS ESPECIFICS:

1. Investigar la preséncia d’'anomalies del desenvolupament cerebral per neuroimatge
en fetus amb CC, avaluant els seglients parametres:
1.1. El creixement cranial mitjancant les biometries cefaliques.
1.2. La circulacio cerebral mitjangant I'estudi Doppler polsat i 'analisi de les ones
de velocitat de flux.
1.3. La perfusio cerebral mitjancant Doppler no direccional (power-Doppler) i el
calcul del volum de la fraccié sanguinia en moviment (FMBV).
1.4. Laneuroestructura i el metabolisme cerebral mitjiancant RMN i espectroscopia.
2. Analitzar si existeixen diferéncies en els parametres avaluats en funcié del tipus de
CC i el seu patr6 de perfusié cerebral.
3. Investigar la possible associacié entre les troballes en neuroimatge prenatal i
I'evolucié neurologica i el desenvolupament psico-motor postnatal.
4. Identificar quines variables poden ser utilitzades en la practica clinica habitual com a

predictores precoces de I'alteracié de desenvolupament cerebral fetal.
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4. METODES

4.1 DISSENY DE L’ESTUDI

Entre juny de 2010 i juny de 2013 es va crear una cohort prospectiva de casos
consecutius de fetus amb diagnostic de CC major, al servei de Medicina Materno-Fetal de
'Hospital Clinic, Barcelona, Espanya. El grup de CC era una mostra consecutiva de
gestacions amb diagnostic de CC major entre les 20 i les 24 setmanes durant el periode
d’estudi. Com a criteris d’exclusié s’entengueren: presencia de malformacions extra-
cardiaques, anomalies cromosomiques, gestacié multiple, preséncia d’arritmies associades
a la cardiopatia, infeccions perinatals, anémia fetal, signes d’insuficieéncia placentaria (estudi
Doppler de les arteries uterines anormal) o condicions maternes que puguin condicionar
I'estat hemodinamic fetal, com la diabetis pregestacional, I'hipertiroidisme o la preeclampsia.

Els controls van ser reclutats a les 20 setmanes de gestacioé d’entre les pacients amb
una gestacio de baix risc controlades al nostre servei de Medicina Materno-Fetal i que
presentaven un curs normal de la gestacio fins aquell moment. Els controls es van aparellar
amb els casos per edat gestacional en el moment de la ecografia del segon trimestre (+/- 1
setmana). Els criteris d’exclusio i el protocol de seguiment pels controls va ser el mateix que
en el cas dels casos.

Amb I'objectiu d’analitzar I'efecte sobre el desenvolupament cerebral del tipus de CC
en funcié del patr6 de sang correctament oxigenada i rica en nutrients procedent de la
placenta amb qué es perfon el cervell durant la vida fetal, es va dividir el grup dels casos en
diferents subgrups:

Estudi 1:

- Grup 1: el cervell fetal es perfon amb una baixa proporcié de sang provinent de la
placenta. S’inclouen els casos d’obstruccié severa del tracte de sortida del
ventricle esquerre amb flux revertit a nivell de I'istme adrtic i, per tant, amb perfusié
cerebral retrograda des del ductus arterids; i, els casos de TGA, amb el flux de
I'aorta originant-se del ventricle dret.

- Grup 2: el cervell fetal es perfon amb un volum intermedi de sang provinent de la

placenta i de nivell sistemic fetal com a consequéncia de les derivacions



intracardiaques del defecte. S’inclouen les anomalies septals i els defectes cono-
truncals, a excepcio de la TGA.

- Grup 3: el cervell fetal es perfon amb una alta proporcié de sang provinent de la
placenta, és a dir, des del ventricle esquerre a través un aorta correctament

desenvolupada. S’inclouen les cardiopaties dretes.

Estudis 2i 3:

- Classe A: cervell fetal perfés amb un baix contingut de sang provinent de la
placenta, incloent: obstruccio severa del tracte de sortida del ventricle esquerre
(hipoplasia de cavitats esquerres, estenosi aodrtica critica o hipoplasia d’arc aortic)
o TGA.

- Classe B: cervell fetal perfés amb un contingut intermedi de sang provinent de la
placenta i de nivell sistemic fetal, incloent la resta de CC (defectes septals,
defectes cono-truncals diferents de la TGA, cardiopaties dretes i cardiopaties

complexes amb dos o més defectes en un mateix cor fetal).

4.2 VARIABLES DE L’ESTUDI

4.2.1 Variables basals

En el moment del diagnostic o de la primera avaluacié ecografica es van recollir: edat
materna, algcada, pes, index de massa corporal, tabaquisme, étnia, nivell socioeconomic,
antecedents de CC, antecedents patologics personals, antecedents obstétrics i data de

I'dltima regla corregida per la longitud cranio-caudal a I'ecografia del primer trimestre.

4.2.2 Variables de I’avaluacié ecografica

L’avaluacié ecografica completa de cada fetus es va realitzar utilitzant un ecograf
Voluson E8 (GE Healthcare Ultrasound, Milwaukee, WI, EUA) o un Siemens Sonoline
Antares (Siemens Medical Systems, Malvern, PA, EUA) equipats amb una sonda convexa
corba de 2-6 MHz.

L’avaluacié morfologica i la ecocardiografia fetal es van realitzar d’acord amb les guies

de la International Society of Ultrasound in Obstetrics and Gynecology*%4L.



Les biometries fetals avaluades en el moment del diagnostic i a terme van ser:

diametre biparietal (DBP), perimetre cefalic (PC), perimetre abdominal (PA) i longitud del

femur (LF). El pes fetal estimat (PFE) i el seu corresponent percentil es va calcular d’acord

amb el métode de Hadlock et al. i utilitzant les corbes de normalitat de la nostra poblaci¢*?43.

L’avaluacié Doppler es va realitzar sempre en abséncia de moviments fetals i en

absencia de moviments respiratoris voluntaris de la pacient. Les mesures del Doppler polsat

es realitzaren de manera automatica en 3 o més ones de velocitat de flux consecutives, amb

un angle d’insonacié el més proper a 0° possible.

Parametres de [l'estudi Doppler feto-placentari convencional: artéries uterines, artéria

umbilical, arteria cerebral mitja i ratio cerebro-placentari (figura 1).

K/
**

X/
°

index de pulsatilitat (IP) de I’artéria uterina (AUt): s’obté col-locant el transductor
longitudinalment a la fossa iliaca, de forma paral-lela a la cresta iliaca i a la paret
uterina, identificant els vasos iliacs. Amb un moviment subtil en sentit medial
s’identifica ’'AUt en una falsa imatge de creuament amb I'artéria iliaca externa. L’AUt
s’ha d’estudiar 1-2 cms distal a aquest punt. S’obté I'lP de les dues AUt (dreta i
esquerra) i es calcula la mitja dels dos (IPmAULt). El flux es considera anormal quan
IPmAULt > percentil 95 (segons les corbes de normalitat de la nostra poblaci6)*+.

IP de P’artéria umbilical (AU): es mesura a nivell d'una nansa lliure del cordo
umbilical, evitant realitza-ho a nivell de la inserci6 fetal o placentaria del mateix. Es
considera un flux anormal quan I'lP de ’AU > percentil 95%°.

IP de I’'artéria cerebral mitja (ACM): s’obté en un tall transversal del cap fetal a nivell
del seu origen en el poligon de Willis. Considerarem el flux anormal quan I'lP de TACM
< p5%,

Ratio cerebro-placentaria (RCP): es calcula dividint I'lP de 'ACM entre I'lP de I'AU.
Es considera anormal quan el seu valor és inferior al percentil 5, i és indicatiu de

redistribucié del flux de sang cerebral?®.



Figura 1. Estudi Doppler feto-placentari convencional
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IP, index de pulsatilitat; FDA, flux diastolic absent; FDR, Flux diastolic revertit; ACM, artéria cerebral mitja;
AU, arteria umbilical.

Volum de la fraccié sanquinia en moviment (FMBV) a nivell del I1obul frontal fetal: el FMBV

utilitza el Doppler no direccional o power-Doppler per estimar la perfusié tissular de manera
guantitativa en diferents teixits*’. L’avaluacié del FMBV a nivell del Iobul frontal del cervell
fetal es va realitzar en un tall sagital mig del cap fetal, col-locant la mostra del power-Doppler
incloent completament I'area de I0bul frontal fetal. Es van guardar tres imatges consecutives
d’alta qualitat obtingudes amb els ajustaments de I'ecograf pertinents per a I'adquisicio del
FMBYV: escala de grisos per obstetricia, persisténcia mitja, filtre de paret de 1, guany del color

de 1 i frequiéncia de repeticié del Doppler polsat de 610 Hz*'.



Figura 2. Limits de la regio d’interes (ROI) per a la mesura del FMBV en un tall sagital

mig del cap fetal
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ACA, arteria cerebral anterior; PcA, artéria pericallosa; ICV, vena cerebral interna; SS, si sagital.

Totes les imatges van ser analitzades en un segon temps (analisi offline) amb el programari
MATLAB 7.5 (The Math Works, Nastick, MA, EUA). La regi6 d’'interés (ROI) per a realitzar la
mesura del FMBV es va delinear manualment, i té els segtients limits*’ (figura 2):
e Anteriorment, la paret interna del crani.
e Inferiorment, la base del crani.
e Posteriorment, una linia imaginaria dibuixada amb un angle de 90° des de
I'origen de 'artéria cerebral anterior, que creua amb 'origen de la vena cerebral
interna, i que és paral-lela a una linia imaginaria que segueix el front del fetus.
El FMBYV, expressat com un percentatge, es va calcular com la mitja del valor resultant de la

mesura de les tres imatges préviament obtingudes. Es va considerar que la perfusio del 16bul



frontal cerebral estava augmentada quan el FMBYV era superior al percentil 95, segons les
corbes de normalitat de la nostra poblacio.

4.2.3 Variables de I’avaluacio per RMN

Totes les pacients que van continuar la gestacid, i que van arribar a terme, es van
realitzar una RMN a les 36-38 setmanes d’embaras utilitzant un 3.0 Tesla Siemens
Magnetom Trio Tim syngo MR B15 (Siemens, Munich, Alemanya). La RMN es va realitzar
sense utilitzar sedacio i seguint les guies de la American College of Radiology per I'is de
proves d'imatge durant la gestacié*®. La duracié total de I'exploracié no va superar en cap
cas els 45 minuts. Es van obtenir seqiiéncies anatomiques en els tres plans ortogonals de
'espai (HASTE: Half Fourier Acquisition Single shot Turbo spin echo). Per obtenir imatges
amb la maxima qualitat, la bobina receptora de radiofreqiiéncia es va situar al voltant de
'abdomen matern, tan a prop del fetus com fos possible, i les adquisicions es van repetir
sempre que presentaven interferéencies com a consequeéncia dels moviments fetals.

Les imatges estructurals de la RMN van ser revisades per un neuroradioleg

especialista per descartar la presencia de malformacions estructurals.

ANALISI VOLUMETRIC | BIOMETRIC CEREBRAL FETAL
L’analisi volumeétric i biometric cerebral fetal es va realitzar en un segon temps (analisi
offline) utilitzant el programari semi-automatic Analyse 9.0 (Biomedical Imaging Resource;

Mayo Clinic, Kansas City, KS, EUA) sobre les imatges previament adquirides.

Analisi volumétric cerebral: totes les estimacions volumetriques es van obtenir utilitzant el

principi de Cavalieri, que es basa en un analisi multiplanar considerant que cada tall té un
gruix de 3,5 mm sense espai entre tall i tall, tal i com s’havia reportat préviament®°. De cares
a l'analisi estadistic, el volum intracranial total i el volum cerebral total es van ajustar pel pes

al néixer, i els volums operculars es va ajustar pel volum intracranial total (figura 3).



Figura 3. Analisi volumeétric cerebral mitjancant delineacié semi-automatica utilitzant
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el programari Analyze 9.0

A - Volum intracranial total

B - Volum cerebral total

C — Volum opercular

Volum intracranial total (VIT): es va delinear successivament en els diferents
talls incloent cervell, cerebel, tronc de I'encéfal i liquid cefaloraquidi intra- i
extraventricular®’.

Volum cerebral total (VCT): es va delinear successivament en els diferents talls
incloent cervell, cerebel, tronc de I'encefal i liquid cefaloraquidi intraventricular,
excloent el liquid cefaloraquidi extraventricular®’.

Volums operculars (VOp): es van delinear bilateralment en tots els talls en els

que s'’identificava I'operculum, seguint el cortex opercular fins al marge extern de



la cissura lateral i tancant el volum amb una linia recta que uneix les vores anterior

i posterior de la cissura®:.

Analisi biométric de les cissures corticals: es va realitzar mitjancant la delineacio de diferents

cissures corticals utilitzant la metodologia descrita i validada préviament®2°3, La profunditat

de les cissures es va mesurar de forma bilateral, mitjancant la metodologia que es mostra a

la figura 4, i el resultat es va expressar en forma de ratio respecte el DBP (profunditat de la

cissura / DBP)>,

)/
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DBP: mesurat en un pla axial transtalamic, tal com es descriu en les guies per la seva
mesura, per ecografia, en la International Society of Ultrasound in Obstetrics and
Gynecology®>°6,

Profunditat de la insula (Ins): mesurada en un tall axial immediatament per sota de
la comissura anterior i del cavum del septum pellucidum, tracant una linia
perpendicular des del centre de la cissura inter-hemisférica al marge més extern de
cortex de la insula®%%4,

Cissura lateral o de Silvio (CLat): mesurada en el pla descrit anteriorment per a la
mesura de la insula, amb una linia (que es continua amb la descrita anteriorment) des
del marge més extern del cortex insular fins a la interfase formada per I'espai
subaracnoidal i la cara interna del crani®>%".

Cissura parieto-occipital (CP-O): mesurada en el tall axial immediatament anterior,
en direccio cranial, al tall axial transtalamic utilitzat per a la mesura del DBP, tracant
una linia perpendicular des del centre de la cissura inter-hemisféerica fins a I'apex de
la CP-05255,

Cissura cingular (CCing): mesurada en un tall coronal mig, tracant una linia
perpendicular des del centre de la a cissura inter-hemisférica fins a I'apex de la
CCing®3%5,

Cissura calcarina (CCalc): mesurada en el tall coronal transcerebel-lar descrit per a
la seva mesura per ecografia per la International Society of Ultrasound in Obstetrics
and Gynecology, tracant un linia perpendicular des del centre de la cissura inter-

hemisférica fins a 'apex de la CCalc525,



Figura 4. Analisi biometric del desenvolupament cortical mitjancant la mesura de la

profunditat de les cissures corticals fetals

A — Diametre biparietal D — Cissura parieto-occipital
B — Cissura lateral E — Cissuracingular
C—insula F — Cissura calcarina

ANALISI DEL METABOLISME CEREBRAL MITJANCANT ESPECTROSCOPIA
L’avaluacié del metabolisme cerebral es va realitzar a nivell del 1obul frontal i dels

ganglis basals mitjancant espectroscopia. L’adquisicio de les dades espectroscopiques es

va realitzar amb PRESS (Point resolved spectroscopy) utilitzant un voxel de 40x20x20 mm

localitzat a la regi6 del Iobul frontal i dels ganglis basals en un tall axial T2 HASTE (figura 5).



Figura 5. Localitzacio del voxel a nivell del Iobul frontal i dels ganglis basals per a

I’adquisicio de les dades de I’espectroscopia

A — Lobul frontal B — Ganglis basals

El post-processat de les dades adquirides en l'espectroscopia es va realitzar
mitjangcant el programari Linear Combination Model-Fitting (LCModel) versi6 6.2-1G58-50,

Es van utilitzar uns criteris de qualitat estrictes a I'hora de seleccionar quines
espectroscopies eren susceptibles de ser analitzades:

- SNR (relaci6 senyal a soroll) > 5.

- Coeficient de variacié per a la concentracié de LCModel < 20%.

- Pics dels metabolits facilment identificables en la grafica.

Es van calcular les concentracions dels seglients metabolits cerebrals: colina (Col),
mioinositol (mIno), N-acetil-aspartat (NAA) i creatina (Cr) (figura 6). Les dades es van

expressar en forma de les seglents ratios: mino / Col, NAA / Col i Col / Cr.



Figura 6. Grafica resultat del post-processat de les dades de |'espectroscopia:

s’identifica la concentracio dels diferents metabolits en forma de diferents pics.
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4.2.4 Resultats perinatals
Postnatalment es van recollir les seguents variables:

- Variables perinatals: preeclampsia, diabetis gestacional, part prematur espontani,

placenta previa, despreniment preco¢c de placenta, exposici6 prenatal a
glucocorticoides, induccié del part, tipus d’anestésia durant el part, edat
gestacional al part, tipus de part, risc de perdua del benestar fetal intrapart.

- Variables neonatals: sexe, pes al naixement, percentil de pes al naixement, algcada

del recent nascut, perimetre cranial al naixement, APGAR als 5 minuts de vida, pH

de l'arteria umbilical al néixer, dies d’'ingrés a la unitat de cures intensives neonatal,



lactancia materna a l'alta hospitalaria, preséncia de morbiditat neonatal major
(displasies broncopulmonars, enterocolitis necrotitzant, hemorragia
intraventricular, leucomalasia periventricular, retinopatia o sepsia) i mort neonatal

(mort del recent nascut en els primers 28 dies de vida).

4.2.5. Avaluacio6 del neurodesenvolupament postnatal

L’avaluaci6 del neurodesenvolupament va ser realitzada per psicologues
especialitzades en aquesta area, mitjancant el test Bayley Scales of infant and Toddler
Development, 3rd Edition (BSID-IIl) als 4-6 mesos de vida, en aquells casos que no van
requerir cirurgia cardiaca durant els primers sis mesos de vida.

El test avalua cinc arees diferents del desenvolupament: cognitiva, motora,

llenguatge, socio-emocional i adaptativa®?.

4.3 APROVACIO DEL COMITE D’ETICA

El protocol d’estudi va ser aprovat pel Comité Etic d’Investigacié Clinica de I'Hospital
Clinic el 28/01/2010 (registre 2010/5521). Es va obtenir el consentiment informat de totes les

pacients que van participar en el projecte.

4.4 ANALISI ESTADISTIC

Les dades van ser analitzades utilitzant el programari SPSS Statistics, versio 18.0
(SPSS for Windows, SPSS Inc, Chicago, IL, EUA). La normalitat de les variables es va
avaluar amb la prova de Shapiro-Wilk.

Per tal de poder fer comparacions independentment de l'edat gestacional, les
biometries fetals i els parametres de I'estudi Doppler es van normalitzar a valors Z, utilitzant
els valors de referéncia publicats per a cada parametre en poblacié de referéncia*>-4648,

Per la comparacio de les diferents variables qualitatives i quantitatives es van utilitzar
les proves T-Student, ANOVA, khi-quadrat (X?) de Pearson o la prova exacte de Fisher,

segons convingués. Es van considerar estadisticament significatius valors de P<0.05.



K/
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Estudi 1: Evidence of second trimester changes in head biometry and brain

perfusion in fetuses with congenital heart disease.

Les comparacions multiples entre els diferents subgrups de l'estudi es van realitzar

mitjancant ANOVA, amb la correccié de Bonferroni.

Estudi 2: Severity of fetal brain abnormalities in congenital heart disease in relation

with the main expected pattern of in utero brain blood supply.

Les comparacions multiples entre els diferents subgrups de I'estudi es van realitzar
mitjancant ANOVA, amb correccié de Bonferroni. La hipotesi d’'una associacio lineal entre
els parametres ecografics i els de la RMN a través del diferents subgrups de I'estudi en
funcio del grau de severitat de la CC es va avaluar mitjancant un contrast ortogonal
polinomial lineal, ajustant per les seglients covariables (tabaquisme, index de massa

corporal, edat gestacional a la ecografia o la RMN i pes al néixer).

Estudi 3: Mid-gestation brain Doppler and head biometry in fetuses with congenital

heart disease predict abnormal brain development at birth.

Pel calcul de la mida de la mostra es van utilitzar el valor Z de I'lP de TACM i el VCT, com
a parametres representatius dels canvis cerebrals préviament descrits en els fetus amb
CC?3"62, La mida de la mostra es va calcular amb la intencié d’observar una diferéncia del
25% en el valor Z de I'lP de la ACM i del 10% en el volum cerebral total en els fetus amb
CC respecte els fetus controls. Per un poder estadistic del 80% i un error a de 0.05, un
minim de 55 pacients havien de ser inclosos al grup d’estudi. Amb I'objectiu de detectar
diferencies entre els dos grup d’estudi en els volums cerebrals, I'analisi de cissures i les
ratios metaboliques es va realitzar una analisi multivariat de la covarianca, ajustant pels
potencials factors confusors com son: I'edat gestacional en el moment de la RMN,
tabaquisme matern i I'index de massa corporal. Per avaluar la relaci6 entre els
parametres de la RMN prenatal i I'avaluacié postnatal del neurodesenvolupament
mitjancant el test de BSID-IlI es va utilitzar la prova de correlacio lineal de Pearson. Per
avaluar el valor predictiu independent dels parametres de I'estudi ecografic al segon

trimestre per predir un desenvolupament cerebral anormal a terme, es va crear un index



resultat de puntuacié composta. Amb aquest proposit, i amb I'objectiu de seleccionar
aquelles variables que representessin millor els canvis cerebrals observats, es va
realitzar una reduccié dimensional mitjancant un analisi de components principals
incloent tots els parametres volumetrics, biometrics i metabolics, i es va crear un index
resultat de puntuacié composta incloent les variables que millor representaven els canvis
cerebrals observats. Finalment es va realitzar un analisi de regressio logistica per avaluar
la capacitat predictiva independent i combinada dels parametres de la ecografia de les
20-24 setmanes per predir el desenvolupament cerebral anormal a terme en el grup de

fetus amb CC.
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ABSTRACT

Objectives To evaluate the associations between congen-
ital heart disease (CHD) and head biometry and cere-
brovascular blood flow dynamics at the time of diagnosis
of CHD in the second trimester of pregnancy.

Methods This was a study of 95 consecutive fetuses diag-
nosed with CHD. At the time of diagnosis, fetal biometry
was performed and brain perfusion was assessed by mid-
dle cerebral artery pulsatility index (MCA-PI), cerebropla-
cental ratio (CPR) and fractional moving blood volume
(FMBV). The results were compared with those of 95 nor-
mal fetuses matched for gestational age.

Results Median gestational age at diagnosis was 22+ 3
(range, 20 + 0 to 23 + 5) weeks. Fetuses with CHD showed
significantly lower MCA-PI and CPR Z-scores (—0.23 vs
0.34 and —0.37 vs 0.30, respectively; both P < 0.001) and
higher FMBV Z-scores (2.35 vs 0.15; P<0.001). FMBV
> 95% percentile was observed in 81.1% of cases as com-
pared with 10.5% in controls (P < 0.001). Moreover, cases
showed significantly smaller biparietal diameter (BPD)
and head circumference (HC) Z-scores (—1.61 vs —0.43
and —0.89 vs 0.09, respectively; both P<0.001), with a
higher proportion of BPD and HC measurements below
the 5% percentile compared with controls (51.6% vs
13.7% and 26.3% vs 4.2%, respectively; both P < 0.001).
These findings were more pronounced in those cases with
types of CHD associated with compromised oxygenated
blood delivery to the brain, such as left outflow tract
obstruction and transposition of the great arteries.

Conclusions A high proportion of fetuses with CHD have
a smaller head and increased brain perfusion already in
the second trimester, suggesting an early onset of the
mechanisms leading to poorer neurodevelopment later
in life. Copyright © 2014 ISUOG. Published by John
Wiley & Sons Ltd.

INTRODUCTION

Congenital heart disease (CHD) affects up to 1% of all
live births, and among congenital anomalies it is the lead-
ing cause of mortality and morbidity during childhood®.
Advances in early diagnosis and postnatal management
have made it possible for the majority of patients with
CHD to survive?. However, a notable number of sur-
vivors will have impaired neurodevelopmental outcome
across a wide spectrum of domains®~°. This high rate
of disability had long been attributed to postnatal brain
injury associated with surgery and support procedures’.
However, recent studies have shown that a substantial
percentage of newborns have signs of brain injury on
magnetic resonance imaging>®®~!! and reduced cranial
size®12714 before cardiac surgery is performed. These
findings point to a fetal origin of abnormal neurode-
velopment associated with CHD, and open potential
opportunities for prenatal intervention.

Under normal conditions, the fetal circulation ensures
that well oxygenated and nutrient-rich blood from the
placenta is largely shifted to the brain. Conversely, one of
the main contributors to abnormal neurodevelopment in
fetuses with CHD is very probably the presence of altered
cerebral perfusion, although this has not yet been proven.
In support of this notion, fetuses with CHD display
reduced cranial biometry during the third trimester of
pregnancy!®!’. In addition, fetuses with CHD have an
increased rate of brain vasodilatation, a known sign of
fetal hypoxia!>13=1%  and this sign correlates with poorer
postnatal neurodevelopment?’. Therefore, changes in
brain biometry and vasodilatation can be early prognostic
markers for later abnormalities in neurodevelopment. All
previous fetal studies on this topic have been performed
in the third trimester, and the precise timing of in-utero
brain changes associated with CHD has not been estab-
lished. We postulated that since the brain’s blood supply
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is abnormal from early pregnancy, CHD should already
be associated with changes in brain development at the
time of diagnosis, normally early in the second trimester.
The aim of this study was to evaluate brain biometry and
hemodynamics in a series of 95 cases of CHD diagnosed
during the second trimester of pregnancy, in comparison
with a group of gestational age-matched control fetuses.

METHODS

This was a matched case—control study carried out at our
institution. The study population consisted of pregnant
women referred to our fetal cardiology unit for fetal
echocardiography from June 2010 to December 2012.
The inclusion criterion was the diagnosis of major CHD.
Exclusion criteria were: gestational age below 20 weeks
or above 24 weeks; associated extracardiac malforma-
tion; presence of chromosomal abnormality; associated
arrhythmia; maternal condition that might affect fetal
hemodynamics, such as diabetes, thyroid disease or
pre-eclampsia; multiple pregnancy; fetal anemia; and
signs of uteroplacental dysfunction, such as abnormal
uterine artery Doppler flow-velocity waveforms. Gesta-
tional age-matched fetuses with normal structural heart
evaluation at the second-trimester ultrasound screening
scan were randomly selected as controls. The protocol was
approved by the hospital ethics committee and written
consent was obtained from all women for participation
in the study.

A complete ultrasound exam was performed on each
fetus using a Voluson E8 (GE Healthcare Ultrasound,
Milwaukee, WI, USA) or a Siemens Sonoline Antares
(Siemens medical Systems, Malvern, PA, USA) ultra-
sound machine equipped with a 9-2-MHz convex curved
transducer. Fetal echocardiography examination was per-
formed according to the International Society of Ultra-
sound in Obstetrics and Gynecology guidelines®!. Briefly,
cardiac axis and situs, pericardial effusions, ventricular
morphology, venoatrial, atrioventricular and ventriculoar-
terial connections, size and relationships of the left and
right ventricular outflow tracts, ductal and aortic arches,
atrial and interventricular septum and flow across atri-
oventricular and semilunar valves were evaluated using
two-dimensional, color and pulsed Doppler ultrasound.
The prenatal diagnosis of CHD was confirmed using post-
natal echocardiography or autopsy in cases of termination
of pregnancy or neonatal death.

In order to analyze the effect on cerebral hemodynam-
ics according to the expected main pattern of placen-
tal (oxygenated, nutrient-rich) vs systemic (deoxygenated,
nutrient-poor) mix of blood supply to the brain in differ-
ent types of CHD, we stratified the study cases as follows:

e Group 1: 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 vessels (TGV), with the aortic blood flow
originating from the right ventricle.

Copyright © 2014 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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e Group 2: intermediate placental and systemic blood
content due to intracardiac shunts of the defect (septal
defects, conotruncal defects other than TGV and com-
plex CHD).

e Group 3: high placental blood content, in which there
was brain perfusion originating from the left ventricle
via a correctly formed aorta (right CHD).

Fetal biometric parameters assessed at the time of
diagnosis were: biparietal diameter (BPD), head circum-
ference (HC), abdominal circumference (AC) and femur
length (FL).

Doppler recordings were performed in the absence of
fetal movements with voluntarily suspended maternal
breathing. Measurements of pulsed Doppler parameters
were performed automatically from three or more con-
secutive waveforms, with an angle of insonation as close
to 0° as possible. Umbilical artery (UA) flow assessment
was performed from a free-floating cord loop. The mid-
dle cerebral artery (MCA) evaluation was performed in
a cross-sectional view of the fetal head, at the level of
its origin from the circle of Willis. From the UA and
MCA Doppler waveforms the pulsatility index (PI) was
obtained. Abnormal UA-PI and MCA-PI values were
defined as being above the 95 percentile for gestational
age for the UA and as being below the 5™ percentile for
gestational age for the MCA?2. The cerebroplacental ratio
(CPR) was derived as a ratio of the MCA-PI divided by
the UA-PI, with values less than the 5% percentile for ges-
tational age considered abnormal?3.

Fractional moving blood volume (FMBV) uses power
Doppler to estimate quantitatively tissue perfusion®*. To
evaluate frontal tissue perfusion, a mid-sagittal view of
the fetal head was obtained. The power Doppler color
voxel was placed to include the entire frontal area of the
brain. The region of interest was delineated as described
elsewhere?*: anteriorly by the internal wall of the skull,
inferiorly by the base of the skull and posteriorly by
an imaginary line drawn at 90° from the origin of the
anterior cerebral artery and parallel to an imaginary line
in the front of the face and crossing at the origin of
the internal cerebral vein (Figure1). Three consecutive
high-quality images with no artifacts were recorded using
the following fixed ultrasound settings: gray-scale image
for obstetrics, medium persistence, wall filter of 1, gain
level of 1 and pulsed repetition frequency of 610 Hz.
All images were examined offline and FMBV was esti-
mated with the MATLAB software 7.5 (The MathWorks,
Nastick, MA, USA) as previously described?*. The mean
FMBV from all three images was considered as repre-
sentative of that specific case and expressed as a per-
centage. Increased frontal perfusion was considered as
an FMBV above the 95" percentile according to local
standards®’.

Statistical analysis

In order to make comparisons independent of gestational
age, all parameters were converted into Z-scores using
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Figure 1 Power Doppler image (mid-sagittal view) of the fetal head
showing landmarks used to define region of interest for assessment
of fractional moving blood volume. ACA, anterior cerebral artery;
ICV, internal cerebral vein; PcA, pericallosal artery; SS, sagittal
sinus.

published normative data from a large population of
healthy fetuses?22323=27, A Z-score of 0 is at the mean
of the normal data and Z-scores of =1 and +2 are at 1
and 2 SD from the mean, respectively.

Continuous variables are expressed as mean=+SD or
median and range. Qualitative variables are expressed as
n (%). Doppler indices and biometric parameters were
compared between diagnostic groups using Student’s ¢-test
to determine differences between two groups. For mul-
tiple comparisons we used one-way ANOVA. To control
for type-1 error inflation, post-hoc pairwise comparisons
between diagnostic groups were carried out by applying a
Bonferroni correction to the P-value of each test. Dichoto-
mous variables were analyzed using the chi-square test and
Fisher’s exact test, and P<0.05 was considered statisti-
cally significant.

RESULTS

During the study period, a total of 159 fetuses met the
inclusion criteria. Twenty-one cases with extracardiac
anomalies, 30 cases with aneuploidy, five cases diagnosed
before 20 weeks’ gestation and three multiple pregnan-
cies were excluded from the study, leaving a total pop-
ulation of 100 cases. In five cases (5%), brain perfusion
could not be evaluated because of the position of the fetus,
leaving 95 cases for the analysis, which were matched
with 95 controls. Median gestational age at diagnosis of
CHD was 22 + 3 (range, 20+ 0 to 23 + 5) weeks. Normal
karyotype was confirmed in six controls after amniocen-
tesis because of maternal anxiety, while the rest of the
controls showed a completely normal postnatal clinical
evaluation.

The distribution of types of CHD in the study group is
shown in Table 1. Maternal and perinatal data are dis-
played in Table2. Among the 95 cases with CHD, the
parents in 43 cases (45.3%) requested termination of

Copyright © 2014 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.

Table 1 Distribution of types of congenital heart disease (CHD) in
the study population

CHD group n

Group 1: low placental blood content
HLHS 12
Ao-S 7
Co-A 13
TGV 10

Group 2: intermediate placental and systemic blood content
AVSD 4
DISV
TOF 13
Truncus arteriosus
Complex CHD

Right isomerism: AVSD + TGV +PS

Right isomerism: Tr-A + DORV + TGV +PS
Right isomerism: AVSD + DORV + PA + MAPCA
Right isomerism: AVSD + SV + TGV +PS

Right isomerism: AVSD + DORV + TGV + PS
Right isomerism: AVSD + DORV + TGV + AAI
AVSD + TGV

Tr-A+ Ao-A

DISV+TGV + Co-A

Mi-A + DORV

Group 3: high placental blood content
Tr-A
EbsA
PS
PA

Do

T e T e T e T T N SN S N

—_
_w AN

AALI, aortic arch interruption; Ao-A, aortic atresia; Ao-S, critical
aortic stenosis; AVSD, atrioventricular septal defect; Co-A,
coarctation of the aorta; DISV, double inlet single ventricle; DORV,
double outlet right ventricle; EbsA, Ebstein’s anomaly; HLHS,
hypoplastic left heart syndrome; MAPCA, major aortopulmonary
collateral arteries; Mi-A, mitral atresia; PA, pulmonary atresia; PS,
severe pulmonary stenosis; SV, single ventricle; TGV, transposition
of great vessels; TOF, tetralogy of Fallot; Tr-A, tricuspid atresia.

pregnancy (at a median gestational age of 22 + 0 weeks).
Among the 52 cases that continued pregnancy, three
(5.8%) died in utero (one severe Ebstein anomaly, one
pulmonary atresia and one critical aortic stenosis). Of the
49 liveborns, three (6.1%) died during cardiac surgery in
the first week of postnatal life (one case of severe Ebstein
anomaly with coarctation of the aorta, one case of tri-
cuspid atresia with hypoplastic right ventricle and one
case of critical aortic stenosis with hypoplastic left heart
syndrome (HLHS)). The remaining 46 cases were live-
born at term and survived surgery. There were no differ-
ences in gestational age at delivery (Table 2). As expected,
birth weight was significantly lower in CHD cases, owing
to a higher proportion of infants born small for gesta-
tional age.

According to the matched design, gestational age at
ultrasound exploration was similar between cases and
controls (2242 ws 22+ 3 weeks, respectively). Fetuses
with CHD had significantly smaller mean BPD and HC
Z-scores, and a higher proportion of fetuses with BPD
and HC below the 5™ percentile. No differences in AC
and FL were observed (Table 3). When we classified the
fetuses in groups in relation to the expected pattern of
brain blood supply, all the groups had abnormal values in
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Table 2 Maternal features and perinatal outcome in the study population of cases of congenital heart disease (CHD) and controls matched

for gestational age (GA)

Parameter CHD group (n=9S5) Control group (n=95) P
Age (years) 32.5+£5.3 324+5.1 0.933
Height (m) 1.64+0.05 1.65+0.06 0.429
Weight (kg) 61.6x£7.1 62.6+6.4 0.309
Body mass index (kg/m?) 229+2.5 23.1+2.8 0.507
Smoker 4(4.2) 2 (2.1) 0.682
Nulliparous 57 (60.0) 52 (54.7) 0.463
Caucasian 67 (70.5) 70 (73.7) 0.627
Live delivery 49 (51.6) 95 (100.0)
Labor induction 12/49 (24.5) 14 (14.7) 0.098
Regional anesthesia 46/49 (93.9) 89 (93.7) 0.875
Vaginal delivery 35/49 (71.4) 75 (78.9) 0.245
GA at delivery (weeks) 39+1(37+1to41+2) 39+5(37+4to 41+6) 0.134
Birth weight (g) 3175+607 3312+£699 0.021*
Birth weight < 10t percentile 11/49 (22.4) 8 (8.4) 0.031*
S-min Apgar score <7 1/49 (2.0) 1(1.1) 0.520
Umbilical artery pH < 7.10 1/49 (2.0) 2(2.1) 0.877
Neonatal demise 3/49 (6.1) — 0.015%

#*P<0.05. Data are given as mean £ SD, median (range) or 7 (%).

Table 3 Comparison of biometric and Doppler parameters in the study population of cases of congenital heart disease (CHD), classified into
groups according to expected pattern of brain blood supply, and controls

CHD group (n=95)

Parameter Group 1 (n=42)  Group 2 (n=33)  Group 3 (n=20) All (n=95) Controls (n=95) P*
GA at ultrasound 21+6 22+1 22+3 22+3 22+2 0.922
(weeks) (20+5t023+4) (20+0to23+5) (20+5to23+2) (20+0to23+5) (20+2to23+6) 0.922
Biometric variables
BPD Z-score -1.68+0.731 -1.48+0.921 -1.49+0.811 -1.61+£0.82 -0.43+£1.15 < 0.001
HC Z-score —-0.92£0.98¢% —-0.84x+1.291% —-0.80x1.831 —-0.89+£1.43 0.09+£0.74 < 0.001
AC Z-score 0.14+0.74 0.26+0.84 0.25+0.78 0.27+0.79 0.17£0.54 0.300
FL Z-score 0.23+1.01 0.05+1.01 0.18+1.71 -0.09+£1.26 -0.19+£0.88 0.506
Abn. BPD (< p5) 25 (59.5)t 15 (45.5)t 9 (45.0)t 49 (51.6) 13 (13.7) < 0.001
Abn. HC (< p5) 11 (26.2)t 7 (21.2)t 4(20.0)1 25 (26.3) 4(4.2) < 0.001
Abn. AC (<pS$) 1(2.4) — — 1(1.1) 1(1.1) 0.751
Abn. FL (< p3) — 2 (6.1) — 1(1.1) 3(3.2) 0.312
Doppler variables
UA-PI Z-score -0.37+0.81 -0.49+0.54 -0.41+£0.54 -0.41+£0.62 -0.19+£0.59 0.105
MCA-PI Z-score —-0.28£1.07t —-0.22+1.131% —-0.28 £1.081 —-0.23£1.09 0.34+£1.07 < 0.001
CPR Z-score -0.51+1.411 -0.37+1.141 -0.35+1.101 -0.37+1.29 0.30£1.10 < 0.001
FMBYV Z-score 2.53+0.97+ 2.42+0.78% 1.73+£1.30t 2.35+1.01 0.15+1.34 < 0.001
Abn. UA-PI (> p95) — 1(3.0) — 1(1.1) — 0.316
Abn. MCA-PI (< p3) 7 (16.7)t 4 (12.1)t 2 (10.0) 10 (10.5) 2(2.1) 0.017
Abn. CPR (< p5) 7 (16.7)t 4(12.1)t 2 (10.0) 13 (13.7) 3(3.2) 0.009
Abn. FMBV (> p95) 38 (90.5)1 26 (78.8)t 13 (65.0)t 77 (81.1) 10 (10.5) < 0.001

Data are given as mean + SD, 7 (%) or median (range). Group 1: low placental blood content; Group 2: intermediate placental and systemic
blood content; Group 3: high placental blood content. *All CHD group vs controls. 1P < 0.05, Group 1, 2 or 3 vs controls. AC, abdominal
circumference; BPD, biparietal diameter; CPR, cerebroplacental ratio; FL, femur length; FMVB, fractional moving blood volume; GA,
gestational age; HC, head circumference; MCA, middle cerebral artery; pS, S™ percentile; p95, 95™ percentile; PI, pulsatility index; UA,

umbilical artery.

relation to controls, but there were no differences among
CHD cases (Table 3).

Fetuses with CHD showed significantly lower MCA-PI
and CPR mean Z-scores, and significantly higher FMBV
Z-scores than did controls (Table 3). Similarly, there was
a significant increase in the proportion of cases with
MCA-PI and CPR < 5t percentile and with FMBV > 95t
percentile. Again, when data were compared in relation
to the type of CHD and expected pattern of brain blood

Copyright © 2014 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.

supply, there were no clear differences. All groups had
abnormal values in relation to controls, but there was a
significant linear trend for better values in FMBV from
Group 1 to Group 3 (Table 3).

DISCUSSION

This study confirms the findings of previous studies that
fetuses with CHD have changes in head biometry and

Ultrasound Obstet Gynecol 2014.
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brain Doppler ultrasound in comparison with controls.
The main finding of the study is that these changes are
already present in the second trimester. In addition, the
study demonstrated that fetuses with CHD are at risk of
abnormal brain findings irrespective of the type of defect
and the expected pattern of brain blood supply.

Several authors have recently reported an increased
prevalence of microcephaly, from 12% to 14%, in CHD
newborns before open heart surgery®!2=1#, Donofrio
et al.'7 were the first to report reduced HC measure-
ments in fetuses with CHD in the third trimester. Similarly,
Arduini et al."5 found lower HC at 34 weeks. Our study
reports for the first time that a remarkable fraction of
fetuses with CHD already have BPD and HC values below
the 5™ percentile (50% and 25%, respectively) in the sec-
ond trimester of pregnancy.

Concerning brain circulation, our results are compara-
ble with those of previous studies. For instance, as in the
present study, Kaltman et al.'® reported that fetuses with
HLHS had lower MCA-PI in the third trimester of ges-
tation. However, these authors found that fetuses with
right-sided obstructive lesions (mostly pulmonary stenosis
and tetralogy of Fallot (TOF)) had similar cerebrovascu-
lar resistance to that of controls'®. In contrast, we found
decreased cerebrovascular impedance in right CHD also,
which can be explained because our population had more
severe forms of right CHD (mostly tricuspid atresia or
severe Ebstein anomaly). Donofrio et al.'” used CPR as a
measure of cerebral autoregulation, and found a decreased
CPR in 44% of CHD fetuses in the third trimester. Cases
associated with single ventricle morphology had more
profound alterations of Doppler parameters, whereas the
changes were less pronounced in aortic stenosis, TOF
and TGV. However, owing to the small number of cases,
the study was underpowered to demonstrate more differ-
ences in the other types of CHD. Similarly, other groups
have reported decreased cerebrovascular impedance in
fetuses with CHD!#13:1619  Our study adds to previous
research showing that around 10-15% of fetuses with
CHD already have signs of brain vasodilatation in the
second trimester. We could not demonstrate differences
in brain perfusion in relationship to different groups of
CHD with a different expected mix of blood supply to the
brain. However, these results should be interpreted with
caution because of the relatively small size of the resulting
groups.

An additional contribution of the present study is
the use of FMBV. This method is highly sensitive and
can detect changes in brain blood perfusion in fetuses
with intrauterine growth restriction earlier than can con-
ventional Doppler ultrasound?#28, Interestingly, 81% of
CHD fetuses had FMBYV values above the 95™ percentile
in the frontal lobe. These findings strongly suggest that
despite normal values of MCA Doppler indices, the pro-
portion of CHD fetuses with subtle brain circulatory
changes could be very high. Whether these subtle changes
have an influence on later neurodevelopment requires
studies with a larger sample size and postnatal follow-up.
Finally, FMBYV detected subtle differences, which had not

Copyright © 2014 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.

been detected by pulsed Doppler ultrasound, between
cases of right CHD and both the other types of CHD
cases and controls. Again, the relevance of these findings
should be confirmed in larger studies. The results support
the use of FMBYV to improve the accuracy of the detection
of changes in brain perfusion in CHD.

In view of the growing evidence pointing to an increased
risk of brain injury, prediction of neurodevelopment will
soon become a major challenge in the contemporary
management of CHD. From a clinical perspective, the
existence of very early changes in head remodeling and
brain perfusion opens the way for further investigation
to characterize the natural history of brain reorganiza-
tion in these fetuses. Such knowledge could pave the way
for pre- or postnatal interventions aimed at altering the
mechanisms leading to brain remodeling and abnormal
neurodevelopment. If our results are confirmed by others,
longitudinal Doppler follow-up could be a useful index
for the identification of fetuses at highest risk.

Almost half of the CHD cases underwent termination
of pregnancy after the diagnosis, which would reduce the
statistical power of any analysis to assess the contribution
of Doppler ultrasound and biometry findings in the
prediction of postnatal neurological development. We
consider the main limitation of our study to be the small
number of cases in each of the CHD groups, which were
not large enough to draw strong conclusions regarding
the differences between them, and therefore it is possi-
ble that increasing the number of CHD cases in the series
might have changed the results to some degree. In addi-
tion, though we believe that FMBYV is a good parameter
for the evaluation of cerebral perfusion, we acknowledge
that image acquisition necessitates a considerable learning
curve, and offline post-processing of the images is neces-
sary, which may limit its use in clinical practice.

In conclusion, fetuses with CHD presented changes in
head biometry and cerebrovascular redistribution that
could be demonstrated in the second trimester. Further
studies will be required to determine the longitudinal evo-
lution of the changes described here and their relationship
to later neurodevelopment. If confirmed, these changes
could be used as biomarkers of neurodevelopmental risk,
allowing early postnatal intervention and eventually fur-
ther research to clarify the mechanisms and develop poten-
tial prenatal interventions.
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Abstract

Objectives: We evaluated the hypothesis that in fetuses
with congenital heart disease (CHD) there is a correlation be-
tween the expected pattern of in utero brain blood supply
and the severity of neurodevelopmental impairment. Meth-
ods: A total of 58 fetuses with CHD and 58 controls under-
went a Doppler ultrasound and fetal MRI at 36-38 weeks.
Fetuses with CHD were divided into two functional classes:
class A with an expected severe reduction in oxygenated
brain blood supply (left outflow tract obstruction and trans-
position of great vessels) and class B with theoretically near-
normal or mildly impaired oxygenated brain blood supply
(other CHD). Head biometry and cerebroplacental Doppler
were assessed by ultrasound, and brain volumetry, cortical
development and metabolism by MRI. Results: Both class A
and B CHD fetuses had significant differences in head biom-
etry, brain perfusion, cortical development and brain metab-
olism compared with controls. However, there was a signifi-
cant linear tendency for head biometry, cerebral Doppler,

volumes, cortical sulcation and metabolic ratios across the
three clinical groups, with signs of more severe brain altera-
tions in type A CHD fetuses. Conclusions: All fetuses with
CHD showed significant brain developmental changes, but
differences were more pronounced in CHD associated with
an expected severe reduction in oxygenated blood supply

to the brain. ©2015 S. Karger AG, Basel

Introduction

Congenital heart disease (CHD) affects up to 1% of all
live births [1, 2]. Infants affected with complex CHD re-
quiring cardiac surgery have a reported 23-60% risk of
abnormal neurodevelopment [3-5]. It was long assumed
that neurological impairment was the result of open-
heart surgical repair and the implicit hypothermic circu-
latory arrest [3—-5]. However, recent neuroimaging [6, 7],
neuropathological [8] and clinical [9] studies have con-
sistently demonstrated that fetuses and infants with CHD
before postnatal surgery have evidence of abnormal neu-
rodevelopment [10]. Moreover, we and others have
shown how fetuses affected with CHD during the third
trimester present brain metabolic [11, 12] and structural
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alterations [12, 13] by means of magnetic resonance im-
aging (MRI) and 'H-magnetic resonance spectroscopy
(MRS) studies. The identification of prenatal factors pre-
dicting neurodevelopmental impairment in CHD would
facilitate future research on disease mechanisms and the
introduction of early targeted interventions.

While the precise causes of fetal brain injury in CHD
are not conclusively identified, impaired brain supply of
oxygen and nutrients due to the abnormal cardiac mix of
placental and systemic blood has long been proposed
among the main mechanisms [14]. This notion is support-
ed by recent evidence that CHD fetuses have significant
reductions in O, content in the ascending aorta and in
brain oxygen consumption [15]. From a clinical perspec-
tive, if reduced placental blood supply is involved in brain
injury in CHD, those cardiac defects causing the most
severe reductions in the mix of oxygenated blood to the
brain should be associated with a higher risk of neurolog-
ical injury [16]. Thus, several studies have reported more
pronounced changes in head biometry and brain Doppler
parameters in cases with hypoplastic left heart syndrome
(HLHS) or transposition of the great arteries (TGA) in
comparison with right heart defects [17-19]. In a previous
study, Limperopoulos et al. [11] reported that some types
of CHD were independently associated with more pro-
nounced changes in MRI brain total volume. More recent-
ly, Zeng et al. reported that HLHS and TGA were associ-
ated with more pronounced changes in total intracranial
volume, frontal lobe volume and cerebellar volume [20].

In this study we evaluated prospectively whether CHD
forms causing the most severe reduction in placental
blood brain supply are associated with more pronounced
neurodevelopmental changes prenatally. To this end, we
prospectively recruited 58 women with CHD pregnancies
and classified them according to the expected mix of
oxygenated blood delivered to the brain into two classes:
A (low oxygen content) and B (near-normal oxygen con-
tent). We evaluated fetal neurodevelopment at term in
these two subgroups and in a matched cohort of normal
fetuses, by means of head biometry, brain Doppler, and
MRI/MRS brain microstructure and metabolism.

Subjects and Methods

Study Population and Study Protocol

This was a prospective cohort study carried out at Hospital
Clinic Barcelona (Spain) from June 2010 to June 2013. The CHD
group was a consecutive sample of pregnancies with major CHD,
diagnosed between 20 and 24 weeks and continuing pregnancy
until term during the study period. In all cases, fetal karyotype was

2 Fetal Diagn Ther
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assessed by amniocentesis at the moment of diagnosis. Exclusion
criteria were the following: presence of extracardiac malforma-
tions, chromosomal abnormalities, associated arrhythmias, peri-
natal infections, fetal anemia, signs of uteroplacental insufficiency
(abnormal uterine artery Doppler) or maternal conditions that
could affect fetal hemodynamics, such as pregestational diabetes,
thyroid disease or preeclampsia, or a noncephalic presentation at
term. The control group was recruited at 36-38 weeks of gestation
among women with low-risk pregnancies attending our maternal-
fetal medicine unit for normal pregnancy follow-up. Controls were
matched with cases for gestational age. Exclusion criteria for con-
trols were the same as for cases.

Figure 1 shows a flow diagram of the study population. During
the study period, a total of 184 fetuses with the diagnosis of CHD
met the inclusion criteria. Twenty-four cases with extracardiac
anomalies, 35 cases with aneuploidies, 5 multiple pregnancies, 46
terminations of pregnancy and 5 stillbirths were excluded from the
study, leaving a total population of 69 cases. Among the 69 cases
with CHD that reached term, in 9 cases the women decided not to
undergo the MRI examination, and in 2 cases the MRI could not
be performed due to maternal claustrophobia, leaving a total pop-
ulation of 58 cases for the analysis. Sixty women with normal preg-
nancies were eventually recruited as controls. In 2 of them, fetal
MRI could not be performed due to maternal claustrophobia, leav-
ing a population of 58 controls. The study protocol included a
Doppler ultrasound scan at term, a fetal brain MRI at 36-38 weeks
and the collection of baseline and perinatal data by parental inter-
view and hospital record review.

Study Subgroups

In order to analyze the effect on brain development according
to the expected main pattern of placental (oxygenated, nutrient-
rich) versus systemic (deoxygenated, nutrient-poor) mix of blood
supply to the brain in different types of CHD, we stratified the
study cases as following:

- CHD class A: cases with low placental blood delivered to the
brain, including severe left outflow tract obstruction (HLHS,
critical aortic stenosis or hypoplastic aortic arch) with reverse
flow in the aortic isthmus (thus retrograde cerebral blood per-
fusion from the ductus arteriosus with systemic blood), and
cases of TGA, with the aorta blood flow coming from the right
ventricle also with a high proportion of systemic blood

- CHD class B: with mixed placental and systemic blood deliv-
ered to the brain due to intracardiac shunts of the defect (septal
defects, right CHD, conotruncal defects other than TGA and
complex CHD)

In addition, we considered a group of normal healthy fetuses as

controls.

Fetal Ultrasound and Doppler

A complete ultrasound examination including fetal biometry
(biparietal diameter, head circumference, abdominal circumfer-
ence, femur length and estimated fetal weight) and fetoplacental
Doppler [umbilical artery pulsatility index (PI), middle cerebral
artery (MCA) PI, cerebroplacental ratio (CPR) and brain frontal
fractional moving blood volume (FMBV) [21]] were performed at
36-38 weeks of gestational age using a Voluson E8 (GE Medical,
Waukesha, Wis., USA) or Siemens Sonoline Antares (Siemens
Medical Systems, Malvern, Pa., USA) ultrasound machine
equipped with a 9- to 2-MHz convex curved transducer [22].
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5 stillbirth

24 extracardiac anomalies

35 chromosomal anomalies
5 multiple pregnancies

46 termination of pregnancy

9 did not accept MRI
2 claustrophobia

N ,,

29 CHD class A

184 fetuses with CHD

60 normal fetuses

74 continuing to term

—> 2 claustrophobia

58 fetuses with CHD

29 CHD class B 58 control fetuses

Fig. 1. Study population flowchart. CHD

Fetal ultrasound and fetal brain MRI (36-38 weeks)

class A represents an expected low oxygen-
ated blood supply to the brain and consists
of severe left outflow tract obstruction and
transposition of great vessels. CHD class B
represents an expected more oxygenated
blood supply to the fetal brain and consists
of other CHD types.

5 neonatal death
24 open-heart surgery
in 1st month

Delivery l Delivery l

2 neonatal death 58 control
10 open-heart surgery infants
in 1st month
17 no neonatal surgery

Fetal Brain MRI

All patients were scanned at 36-38 weeks of gestational age on
a clinical magnetic resonance system (3.0-Tesla Siemens Magne-
tom Trio Tim syngo MR B15; Siemens, Munich, Germany) with-
out sedation and following the American College of Radiology
guidelines for the use of medical imaging during pregnancy [23].
A receiver radiofrequency coil was wrapped around the mother’s
abdomen, as near as possible to the fetus. The total length of each
MRI examination did not exceed 45 min. Anatomical acquisitions
were obtained in three orthogonal planes with half-Fourier acqui-
sition single-shot turbo spin-echo (HASTE) sequences, using the
following parameters: 990 ms repetition time (TR); 137 ms echo
time (TE); 3.5 mm slice thickness; 260 mm isotropic field of view;
voxel size 1.4 x 1.4 x 3.5 mm; in-plane resolution 192 x 192; 80°
flip angle, and 24 s acquisition time. Single-voxel point resolved
spectroscopy 'H-MRS data were acquired from a 40 x 20 x 20 mm
voxel positioned in the frontal lobe region and the basal ganglia
according to the T2 HASTE images, and using the following pa-
rameters: 2,000 ms TR; 30 ms TE; 98 averages; chemical shift selec-
tive water suppression, and 3 min 24 s acquisition time. An ana-
tomical T2 HASTE image was obtained after each "H-MRS acqui-
sition to confirm the position of the fetal head. If the obtained
spectrum was distorted by fetal movements, it was repeated.

Structural MR images were reviewed for the presence of ana-
tomical abnormalities by an experienced neuroradiologist blinded
to group membership. Volumetric parameters (brain, intracranial
and opercular volumes) and fissure depths (sylvian, parietooccip-
ital, cingulate, calcarine and insular) [24] were blindly assessed by
manual and semiautomated delineation using Analyze® software
and corrected creating ratios for total intracranial volume and bi-
parietal diameter, respectively, as previously described elsewhere

Severity of Fetal Brain Abnormalities
in CHD

[25]. Spectroscopic data were processed using the user-indepen-
dent frequency domain-fitting program Linear Combination
Model-Fitting (LCModel) version 6.1-4A [26, 27], applying an
eddy current correction [28], considering the metabolic ratios ino-
sitol (Ino)/choline (Cho), N-acetylaspartate (NAA)/Cho and Cho/
creatine (Cr) using a previously reported methodology as well [29].
A strict quality control was carried out in order to select those spec-
tra that were considered for further analysis: the signal-to-noise
ratio had to be above 5, the coefficient of variation for the estimat-
ed concentrations (Cramér-Rao lower bounds) had to be below
20% (which indicates that these metabolites could be reliably esti-
mated [28]), the estimated full width at half maximum of the me-
tabolite peaks had to be below 0.095 ppm, and the main metabolic
peaks had to be clearly identified visually.

Statistical Analysis

All statistical calculations were done using SPSS statistical soft-
ware version 18.0 (SPSS for Windows, SPSS Inc., Chicago, IlI.,
USA). Results were considered to be significant at a p value <0.05.
Continuous variables are expressed as means + SD. Qualitative
variables are expressed as n (%). In order to make comparisons
independent of the gestational age, all ultrasound parameters were
converted into Z-scores using published normative data from a
large population of healthy fetuses [21, 30-33]. For multiple com-
parisons between the different subgroups of the study, we used
one-way ANOVA with Bonferroni correction. A linear polyno-
mial orthogonal contrast was constructed to test the hypothesis of
a linear association across severity groups for Doppler ultrasound
values in which maternal smoking, maternal body mass index,
gestational age at ultrasound and birth weight were considered as
covariates. Likewise, a linear polynomial orthogonal contrast was
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Table 1. Baseline characteristics of the study populations

CHD class A CHD classB  Controls p?
(n=29) (n=29) (n=58)
Maternal characteristics
Maternal age, years 33+4 32+6 32+4 0.76
Maternal body mass index 23+3 23+3 23+4 0.88
Previous history of CHD, % 3 3 0 0.49
Smoking, % 3 7 5 0.83
Primiparity, % 66 66 62 0.92
Caucasian ethnicity, % 72 62 69 0.69
Low socioeconomic status, %" 48 45 43 0.73
Type of CHD
Hypoplastic aortic arch 13 0 NA
Critical aortic stenosis 5 0 NA
HLHS 1 0 NA
TGA 10 0 NA
Atrioventricular septal defect 0 3 NA
Tetralogy of Fallot 0 9 NA
Truncus arteriosus 0 1 NA
Tricuspid atresia 0 4 NA
Ebstein’s anomaly 0 5 NA
Severe pulmonary stenosis or atresia 0 5 NA
Complex CHD 0 2 NA

Values are expressed as means + SD or numbers unless specified otherwise. NA = Not applicable. * p value
calculated by one-way ANOVA, Pearson’s ¥ test or Fisher’s exact test, as appropriate. ® Routine occupations,
long-term unemployment or never worked (UK National Statistics Socio-Economic Classification).

constructed to test the hypothesis of a linear association across
severity groups for fetal brain MRI variables in which maternal
smoking, maternal body mass index, gestational age at MRI and
birth weight were considered as covariates.

Statement of Ethics

The protocol was approved by the Ethics Committee of Hospi-
tal Clinic Barcelona (2010/5521), and written consent for the study
was obtained from all pregnant women.

Results

Study Population

The baseline maternal characteristics and the distribu-
tion of CHD forms in each study group are shown in ta-
ble 1. No differences in baseline characteristics across the
three study groups were found. As shown in table 2, no
differences in pregnancy outcomes were observed be-
tween the study groups, excepting a higher rate of low
birth weight and neonatal death in CHD cases.

Among the 58 neonates diagnosed with CHD, 5 neo-
nates of class A (3 with HLHS, 1 with a hypoplastic aortic
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arch and 1 with TGA) and 2 neonates of class B (1 with
tricuspid atresia and 1 with Ebstein’s anomaly) died dur-
ing the first week of life before, during or after open-heart
surgery. The remaining 24 infants of CHD class A and 10
infants of CHD class B required open-heart surgery dur-
ing the first month of life; 17 infants of CHD class B did
not require cardiac surgery during the first 6 months of
life (fig. 1).

Fetal Brain Doppler Ultrasound

The results are displayed in table 3 and figure 2. As
compared with controls, both CHD classes had signifi-
cantly smaller mean biparietal diameter and head cir-
cumference Z-scores, as well as a higher proportion of
cases with measures below the 5th percentile. However,
there was a significant linear tendency toward more pro-
nounced differences in CHD class A (fig. 2). Abdominal
circumference, femur length and estimated fetal weight
were similar between the study groups.

Concerning Doppler measures, both class A and B
CHD cases showed significantly lower MCA PI and CPR
mean Z-scores and significantly higher FMBV Z-scores

Masoller et al.




Table 2. Perinatal characteristics of the study groups

CHD class A CHD class B Controls p?

(n=29) (n=29) (n=58)
Labor induction 35 35 19 0.17
Regional anesthesia during labor 90 100 90 0.20
Gestational age at delivery, weeks 39.4+1.1 39.3+1.6 39.6£1.0 0.32
Cesarean section 14 24 16 0.51
Birth weight, g 3,313+612 3,164+580 3,415+349 0.11
Birth weight percentile 49+38 40+30 53425 0.14
Birth weight <p10 17° 17° 2 0.02
Birth height, cm 50+2 50+3 50+1 0.24
Birth head circumference, mm 327+13%¢ 338+14° 349+11 <0.01
5-min Apgar score <7 7 0 3 0.36
Umbilical artery pH <7.10 0 0 2 0.60
Neonatal death! 17° 7 0 <0.01

Data are expressed as means + SD or percentages. <p10 = Below the 10th percentile. * p value calculated by
one-way ANOVA, Pearson’s x? test or Fisher’s exact test, as appropriate. Differences between study groups
calculated by one-way ANOVA with post hoc Bonferroni testing. ® p < 0.05, controls vs. CHD class A or CHD
class B. € p < 0.05, CHD class A vs. CHD class B. ¢ Neonatal mortality defined as newborn death within the first
28 days of life.

Table 3. Term fetoplacental ultrasound results in the study populations

CHD class A CHD classB  Controls p*

(n=29) (n=29) (n=58)

Gestational age at fetal ultrasound, weeks 37.240.3 37.1+£0.5 37.3+£0.4 0.25
Fetal biometry

Biparietal diameter Z-score -1.76+£0.64>¢  -1.25+0.75° 0.21+0.97 <0.01
Biparietal diameter <p5 59b-¢ 28° 3 <0.01
Head circumference Z-score -0.99+£1.07>¢  -0.39+0.10°  -0.03+047  <0.01
Head circumference <p5 41> 21° 3 <0.01
Abdominal circumference Z-score 0.48+0.83 0.27+0.97 0.15+0.80  0.12
Abdominal circumference <p5 0 3 0 0.21
Femur length Z-score -0.30+1.07 -0.25+0.88 -0.16+0.64  0.17
Femur length <p5 0 7 2 0.31
Estimated fetal weight, g 2,922+387 2,858+337 3,012+311 0.13
Estimated fetal weight <p10 10 7 0 0.06
Fetoplacental Doppler

Umbilical artery PI Z-score -0.04+0.64 -0.08+0.46 -0.06+0.44  0.83
Umbilical artery PI >p95 0 0 0 1.00
MCA PI Z-score -0.95+£0.95"¢  -0.29+1.14° 0.18+1.06 <0.01
MCA PI <p5 38bc 17° 0 <0.01
CPR Z-score -0.87+1.10>¢  —-0.26+1.00° 0.05+1.01 <0.01
CPR <p5 35b¢ 14° 0 <0.01
Brain FMBV Z-score 2.30+0.80>¢  1.57+0.93" 0.27+1.12  <0.01
Brain FMBV >p95 86> ¢ 59° 7 <0.01

Data are expressed as means + SD or percentages. </>p5/p10/p95 = Below/above the 5th/10th/95th percentile.
2 Linear tendency p value calculated by multivariate ANCOVA, adjusting for gestational age at ultrasound,
maternal smoking, maternal body mass index and birth weight. Differences between study groups calculated by
one-way ANOVA with post hoc Bonferroni testing. ® p < 0.05, controls vs. CHD class A or CHD class B. € p <
0.05, CHD class A vs. class B.
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Fig. 2. Term Doppler ultrasound results. BPD = Biparietal diameter;
HC = head circumference. * Significant linear tendency (p < 0.05).

than controls. Accordingly, the proportion of cases with
abnormal values in these indices was significantly higher
among CHD cases than among controls. Again, there was
a significant linear tendency toward more marked differ-
ences in CHD class A.

MRI Brain Volume, Cortical Development and

Metabolic Evaluation

No structural brain anomalies were detected in the an-
atomic evaluation of the MR images. Fetuses with CHD
showed significantly smaller total brain volume (TBrV),
total intracranial volume (TICV) and opercular volume
than controls, with a significant linear trend across sever-
ity groups (table 4; fig. 3). Furthermore, when we evalu-
ated cortical sulcation, CHD fetuses presented significant-
ly decreased depths for the left and right parietooccipital,
cingulate and calcarine fissures, and of the left insular lobe,
as compared with controls. Again, a significant linear ten-
dency across the three subgroups was observed, with CHD
class A fetuses showing more pronounced differences.

Regarding the spectroscopic analysis, from a total of
116 fetuses, 94 cases — 48 (83%) CHD (25 class A and 23
class B) and 46 (79%) controls — presented good-quality
spectra and were considered for further analysis. Overall,
CHD cases showed increased Ino/Cho values and de-
creased values for NAA/Cho and Cho/Cr ratios in the
frontal lobe and basal ganglia when compared with con-
trols. A significant linear tendency for more pronounced
metabolic changes in CHD class A fetuses was observed
(table 4; fig. 4).
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Discussion

This study provides evidence that abnormal neuro-
developmental features are present in the majority and
across all types of CHD. However, the data confirm the
finding from previous studies that changes are more re-
markable in CHD with an expected severe impairment in
oxygenated blood supply to the brain.

The results also confirm previous data suggesting im-
paired neurodevelopment in fetuses with CHD, including
a significantly smaller head biometry at diagnosis [34] or
in the third trimester [35, 36], brain redistribution [16, 17,
34, 35, 37, 38], smaller MRI TBrV and TICV [11, 12] and
a delay in cortical gyrification [12, 13]. Finally, we found
similar MRI spectroscopic results to those previously re-
ported for neonates [10] and third-trimester fetuses [11]
with CHD, showing decreased mean NAA/Cho ratios in
several brain areas. Concerning the association between
the type of CHD and the degree of neurological injury,
previous reports had already described more pronounced
brain findings in specific types of CHD, particularly in
HLHS [13, 39]. In this study, we systematically subdivid-
ed CHD according to the expected brain oxygenation pat-
tern, which allowed providing further conclusive evi-
dence in support of this notion. Remarkably, the high-
risk group in this study (class A) only included 1 case of
HLHS, revealing that other CHDs with better cardiac
surgical prognoses, such as coarctation of the aorta with
a hypoplastic aortic arch or TGA, constitute a high-risk
group for impaired brain development.

From a pathophysiological standpoint, the data here
reported support the long-held hypothesis that abnor-
mal brain oxygen and nutrient supply plays an important
role in neurological injury associated with CHD [14]. It
is interesting that — as happens with other conditions as-
sociated with impaired brain oxygenation, such as fetal
growth restriction - brain vasodilation is a physiological
response with limited protective effects [40]. Thus, more
pronounced vasodilation normally indicates a more se-
vere reduction in brain oxygen and/or nutrient supply
and, probably, a poorer neurodevelopmental outlook.
Moreover, the use of FMBV as a highly sensitive method
of detecting subtle changes in blood perfusion strongly
suggests that, despite normal values of MCA Doppler in-
dices, the proportion of fetuses with CHD with brain cir-
culatory changes might be even higher. From a clinical
point of view, identifying CHD types associated with the
more severe spectrum of brain alterations would allow
better counseling to parents and targeting those cases
that could benefit from early neurological follow-up and
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Fig. 3. Term MRI volumetry (a) and cortical development results
(b left; c right). ParOcc = Parietooccipital fissure; BPD = biparietal
diameter; Cing = cingulate fissure; Calc = calcarine fissure. * Sig-

nificant linear tendency (p < 0.05).

Severity of Fetal Brain Abnormalities
in CHD

Fig. 4. Term MRS results in the frontal lobe and basal ganglia for
Ino (a), NAA (b) and Cho (c). Fr = Frontal; BG = basal ganglia.

* Significant linear tendency (p < 0.05).
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Table 4. Results on fetal brain MRI at term in the study populations

CHD class A CHD class B Controls p?
(n=29) (n=29) (n=58)

Gestational age at MRI, weeks 37.2+0.4 37.1£0.4 37.3£0.4 -
Brain volumetry
TBrV, cm? 306.7+21.9%¢ 329.7+32.3P 344.4+22.0  <0.01
TICV, cm? 382.2+22.1>¢ 406.2+40.0° 514.1+36.1  <0.01
Left opercular volume/TICV (x1,000) 3.3340.62P 3.62+0.57° 579+1.27  <0.01
Right opercular volume/TICV (x1,000) 3.20+0.77° 3.59+0.60° 555+1.59  <0.01
Total opercular volume/TICV (x1,000) 6.53+1.24° 7.20+1.03> 11.33+2.65 <0.01
Brain cortical development
Left insula depth/BPD 0.304+0.012° 0.299+0.014>  0.267+0.031 <0.01
Right insula depth/BPD 0.308+0.017 0.298+0.014 0.319+0.074  0.51
Left sylvian fissure depth/BPD 0.160+0.022 0.156+0.024 0.151+0.024  0.03
Right sylvian fissure depth/BPD 0.157+0.022 0.152+0.022 0.157+0.051  0.94
Left parietooccipital fissure depth/BPD 0.090+0.014>¢  0.108+0.019°  0.135+0.036  <0.01
Right parietooccipital fissure depth/BPD 0.091+0.013>¢  0.111+0.021°>  0.134+£0.034 <0.01
Left cingulate fissure depth/BPD 0.055+0.007>¢  0.065+0.009° 0.093+0.015 <0.01
Right cingulate fissure depth/BPD 0.057+0.008>¢  0.066+0.010°  0.092+0.017 <0.01
Left calcarine fissure depth/BPD 0.152+0.031>¢  0.173+0.038" 0.193+£0.029  <0.01
Right calcarine fissure depth/BPD 0.153+£0.029>¢  0.172+0.033>  0.195+0.032 <0.01
Brain metabolic profile (n=25) (n=23) (n=51)
Frontal area

Ino/Cho 4.94+0.79¢ 4.15+0.50° 3.62+0.49  <0.01

NAA/Cho 1.23+0.21b¢ 1.46+0.13° 1.61+0.14  <0.01

Cho/Cr 0.43+0.04>¢ 0.47+0.03° 0.51+0.06  <0.01
Basal ganglia

Ino/Cho 4.59+0.67>¢ 3.86+0.31P 3.23+0.65  <0.01

NAA/Cho 1.31+0.22>¢ 1.53+0.20° 1.85+0.28  <0.01

Cho/Cr 0.37+0.03>¢ 0.43+0.05 0.47+0.02  <0.01

Data are expressed as means + SD. BPD = Biparietal diameter. * Linear tendency p value calculated by multi-
variate ANCOVA, adjusting for gestational age at MRI, maternal smoking, maternal body mass index and new-
born birth weight. Differences between study groups calculated by one-way ANOVA with post hoc Bonferroni
testing. ® p < 0.05, controls vs. CHD class A or CHD class B. ¢ p < 0.05, CHD class A vs. CHD class B.

specific interventions [41]. If these results are confirmed
and expanded in larger series, there is a potential to de-
fine specific patterns of abnormal neurodevelopment in
certain CDH types, which could further help in under-
standing the mechanisms involved in abnormal brain
development in CHD and the design of interventional
strategies.

One of the main strengths of this study is that it was
performed in a well-characterized consecutive cohort of
fetuses with CHD that was followed up prospectively. We
assessed brain development by various imaging modes,
which consistently showed more pronounced changes in
those CHD cases defined as class A in the study.
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Among the limitations, we acknowledge that the clas-
sification into class A and B CHD is a theoretical division.
It may not represent the optimal classification for CHD,
but we believe it was accurate in differentiating main pat-
terns of placental blood mix delivered to the brain. Larg-
er studies would allow a more accurate division into sim-
ilar cardiac defects. We also acknowledge that the defini-
tion of abnormal neurodevelopment is challenging and
should include neurodevelopmental follow-up at 2 years
of age or later. However, most CHD cases will require an
open-heart surgery during infancy, which strongly limits
the interpretation of subsequent neurodevelopmental
tests. Finally, from a technical point of view, we acknowl-
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edge that by using long TEs, the quantification of some
metabolites with J-coupled spins (such as Ino and gluta-
mate) is more challenging. However, long TEs provide
clearer baselines and easier quantification, particularly of
NAA [42].

In conclusion, the majority of fetuses with CHD have
signs of abnormal brain development at term, but these
alterations are more pronounced in CHD with expect-
edly poorer oxygenated blood delivery to the brain.
This information might be of great help when counsel-
ling affected families and for the evaluation of targeted
interventions to reduce the impact of abnormal neuro-
development from early life. Long-term studies with
larger sample sizes are warranted to explore in more de-
tail the existence of distinct patterns of neurodevelop-
ment with specific types of well-defined groups of heart
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ABSTRACT

Objectives Fetuses with congenital heart disease (CHD)
show evidence of abnormal brain development before
birth, which is thought to contribute to adverse
neurodevelopment during childhood. Our aim was to
evaluate whether brain development in late pregnancy
can be predicted by fetal brain Doppler, head biometry
and the clinical form of CHD at the time of diagnosis.

Methods This was a prospective cohort study including
58 fetuses with CHD, diagnosed at 20-24 weeks’ gesta-
tion, and 58 normal control fetuses. At the time of diagno-
sis, we recorded fetal head circumference (HC), biparietal
diameter, middle cerebral artery pulsatility index (MCA-
PI), cerebroplacental ratio (CPR) and brain perfusion by
fractional moving blood volume. We classified cases into
one of two clinical types defined by the expected levels
(high or low) of placental (well-oxygenated) blood per-
fusion, according to the anatomical defect. All fetuses
underwent subsequent 3T-magnetic resonance imaging
(MRI) at 36-38 weeks’ gestation.

Results Abnormal prenatal brain development was
defined by a composite score including any of the
following findings on MRI: total brain volume < 10%
centile, parietoccipital or cingulate fissure depth < 10"
centile or abnormal metabolic profile in the frontal lobe.
Logistic regression analysis demonstrated that MCA-PI
(odds ratio (OR), 12.7; P=0.01), CPR (OR, 8.7;
P=0.02) and HC (OR, 6.2; P=0.02) were independent
predictors of abnormal neurodevelopment; however, the
clinical type of CHD was not.

Conclusions Fetal brain Doppler and head biometry at
the time of CHD diagnosis are independent predictors of

abnormal brain development at birth, and could be used
in future algorithms to improve counseling and targeted
interventions. Copyright © 2015 ISUOG. Published by
John Wiley & Sons Ltd.

INTRODUCTION

Congenital heart disease (CHD) affects up to 1% of
all live births!. The progressive decline in the mortality
rate of cases with CHD? has resulted in a shift in the
focus of attention onto the associated developmental
morbidity>. A large proportion of infants with CHD
have an adverse neurodevelopmental outcome, including
cognitive and motor impairments as well as behavioral
and learning problems later in life3 ™. It is now widely
accepted that brain injury associated with CHD results
from a combination of factors. Thus, the association
of open-heart surgery with acquired brain lesions has
been documented extensively*®. However, a growing
body of evidence indicates that neurodevelopmental
disturbances in cases with CHD are also explained
by prenatal brain injury. Magnetic resonance imaging
(MRI) studies in newborns prior to surgery’~ and
in fetuses at term!®!! have demonstrated widespread
signs of disrupted brain maturation, including abnormal
brain metabolic patterns and significant delays in
cortical development. Furthermore, fetuses with CHD
have reduced brain biometry!? and increased brain
perfusion compared with normal fetuses'3. The latter
is a well-characterized fetal response to hypoxia'3, which
suggests that this mechanism could be involved in prenatal
brain changes.

The identification of prenatal predictors for individu-
alized risk assessment of abnormal neurodevelopment in
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fetuses with CHD would be useful to improve pathophysi-
ological understanding and clinical counseling, and trigger
research on targeted interventions. Certain forms of CHD
are associated with anatomical disturbances in the fetal
right-to-left circulatory shunts that ensure a high supply
of well-oxygenated placental blood to the fetal brain.
It has been suggested that those forms, which include
hypoplastic left heart syndrome (HLHS) and transposition
of the great vessels, could be associated with the highest
risk of impaired brain development!'’:'*. However, pre-
natal brain changes and childhood developmental delays
have also been described in forms of CHD that are the-
oretically associated with normal in-utero brain blood
perfusion'1¢, This suggests that the type of CHD is
not the sole criterion to predict the risk of abnormal
fetal brain development. Recent evidence suggests that
increased brain perfusion and reduced head biometry are
already present in the second trimester of gestation!”, but
the association of these early brain changes with later
neurodevelopment at birth is unknown.

In this study, we evaluated whether features at the time
of second-trimester diagnosis of CHD are predictors of
abnormal brain development at birth, identified on MRI.
We evaluated the independent predictive value of cephalic
biometry, brain Doppler and the type of CHD, classified
according to the presence of altered or preserved brain
supply of well-oxygenated blood.

METHODS
Study population and protocol

This was a prospective cohort study carried out at
BCNatal (Spain) between June 2010 and June 2013. The
protocol was approved by the hospital ethics committee
(2010/5521) and written consent for the study was
obtained from all pregnant women.

The CHD group comprised consecutive pregnancies
with major CHD, diagnosed in fetuses between 20 and
24 weeks’ gestation, who continued to term during the
study period. Exclusion criteria included the following:
presence of extracardiac malformations, chromosomal
abnormalities, multiple pregnancy, stillbirth or termi-
nation of pregnancy, associated arrhythmias, perinatal
infections, fetal anemia, signs of uteroplacental insuffi-
ciency (abnormal uterine artery Doppler) or maternal
conditions that might affect fetal hemodynamics such as
pregestational diabetes, thyroid disease or pre-eclampsia,
or non-cephalic presentation of the fetus at term. For
the purposes of this study, CHD cases were subclassified
into one of two groups according to the expected main
pattern of placental (oxygenated, nutrient-rich) vs sys-
temic (deoxygenated, nutrient-poor) mix of blood supply
to the brain. Thus, CHD Subgroup 1 was defined as brain
perfusion with well or moderately preserved placental
blood content, and included septal defects, right heart
defects, conotruncal defects other than transposition of
great vessels and complex CHD. Complex CHD was clas-
sified in this subgroup as cases that would be expected

Copyright © 2015 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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to have a mixed pattern of placental and systemic blood
delivered to the brain due to intracardiac shunts. CHD
Subgroup 2 (brain perfusion with low placental blood
content) included severe left outflow tract obstruction
with reversed flow in the aortic isthmus or transposi-
tion of the great vessels. A control group was recruited
at 20 weeks’ gestation comprising women with low-risk
pregnancy attending our maternal—fetal medicine unit for
normal pregnancy follow-up. Controls were matched with
cases for gestational age at mid-trimester scan (+ 1 week).
Exclusion criteria and follow-up protocols for controls
were the same as for CHD cases.

Figure 1 shows a flowchart of the study population.
During the study period, a total of 184 fetuses with
a diagnosis of CHD met the inclusion criteria. Excluded
from the study were 24 cases with extracardiac anomalies,
35 with aneuploidy, five multiple pregnancies, 46
terminations of pregnancy and five stillbirths, resulting
in a total population of 69 CHD cases. Among the 69
cases with CHD that reached term, nine decided not to
undergo the MRI examination and in two cases the MRI
could not be performed due to maternal claustrophobia,
resulting in a total population of 58 CHD cases for
analysis. Sixty-three women with normal pregnancy were
recruited as controls until the final number of cases was
matched. One woman with pre-eclampsia and one with
third-trimester fetal ventriculomegaly were excluded, and
fetal MRI could not be performed in three pregnancies due
to maternal claustrophobia, leaving a population of 58
controls. The study protocol included a mid-gestational
fetal ultrasound examination at 20-24 weeks’ gestation,
a term fetal brain MRI at 36-38 weeks and collection
of baseline and perinatal data by parental interview and
review of hospital records.

Mid-gestational fetal ultrasound and echocardiography

A complete fetal ultrasound examination, including
biometry, fetoplacental Doppler (umbilical artery, middle
cerebral artery (MCA), cerebroplacental ratio (CPR) and
brain frontal fractional moving blood volume!'® (FMBV)
(Figure 2)) and echocardiography, was performed in all
cases and controls enrolled in the study at 20-24 weeks’
gestation using a Voluson E8 (GE Medical Systems,
Zipf, Austria) ultrasound machine equipped with a
9-2-MHz convex curved transducer. Further details of
the examination are given in Appendix S1.

Fetal brain MRI

All patients underwent fetal brain MRI at 36-38 weeks’
gestation using a clinical magnetic resonance system (3.0
Tesla Siemens Magnetom Trio Tim syngo MR B1S5,
Siemens, Munich, Germany) without sedation and follow-
ing the American College of Radiology guidelines for the
use of medical imaging during pregnancy'®. Anatomical
acquisitions were obtained in three planes and spectro-
scopic evaluation was performed with a single voxel on
the frontal lobe and on the basal ganglia area. Volumetric

Ultrasound Obstet Gynecol 20165 47: 65-73.
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Fetuses with CHD
(n = 184)

Excluded (7 = 110):

« Extracardiac anomalies (17 = 24)

o Chromosomal anomaly (7 = 395)

« Multiple pregnancy (7 = 5)

« Termination of pregnancy (1 = 46)

A

y

Continuing to term
(n=74)

67

Normal fetuses
(n = 63)

Fetal brain ultrasound (20-24 weeks)

Excluded (n = 16):

« Stillbirth (z = 5)

e Declined MRI (7 = 9)

« MRI impossible due to
claustrophobia (7 = 2)

A

A 4

Fetuses with CHD
(n = 58)

Excluded (7 = 5):

_| * Pre-eclampsia (n = 1)

"| « Fetal ventriculomegaly (n = 1)
« MRI impossible due to

, claustrophobia (7 = 3)

Control fetuses
(n = 58)

Fetal brain MRI (36-38 weeks)

y

Delivery

N

Neonatal death (7 = 7)

No neonatal surgery (7 = 17)

Open-heart surgery 1st month (7 = 34)

Control infants (7 = 58)

A 4

—>| Declined follow-up (7 = 12)
A

CHD (1 = 17)

BSID-III

Controls (n = 46)

Figure 1 Flowchart of study population of fetuses with congenital heart disease (CHD) and matched control fetuses that underwent
ultrasound examination (US) at 20—24 weeks and subsequent magnetic resonance imaging (MRI) for assessment of brain development.

BSID-III, Bayley Scales of Infant and Toddler Development, 3rd edition.

measurements (brain, intracranial and opercular volumes)
and determination of fissure depths (sylvian, parietoccip-
ital, cingulate and calcarine)*® were performed, with the
operator blinded to both ultrasound findings and CHD
diagnosis, by manual and semi-automated delineation
using Analyze® software (AnalyzeDirect, Overland Park,
KS, USA) and values were corrected by creating ratios for
total intracranial volume and biparietal diameter (BPD),
respectively, as described previously?! (Figure 3). Spectro-
scopic data were processed using the user-independent
frequency domain-fitting program Linear Combination
Model-Fitting (LCModel) version 6.1-4A2>23 applying
an eddy current correction’*, considering the metabolic
ratios inositol (Ino)/choline (Cho), N-acetylaspartate
(NAA)/Cho and Chof/creatine (Cr)?°. For the purposes
of this study, abnormal brain development was defined
by a composite score that included any of the previously
described alterations in CHD in relation to cortical devel-
opment or metabolic measures!'®!'!. The composite score
included any of the following identified on MRI: total
brain volume < 10 centile, parietoccipital or cingulate
fissure depth <10 centile, or abnormal frontal spec-
troscopy (Ino/Cho > 90™ centile, NAA/Cho < 10t centile

Copyright © 2015 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.

or Cho/Cr <10™ centile). Further details of the MRI

examination are given in Appendix S1.

Postnatal neurodevelopmental evaluation

A neurodevelopmental evaluation was performed using
the Bayley Scales of Infant and Toddler Development,
third edition (BSID-III)?, at 4-6 months of age
on cases not requiring open-heart surgery during
the first 6 months of age. Five distinct areas were
evaluated: cognitive, motor, language, social-emotional
and adaptive behavior. Each area consists of a score with
a normalized mean of 1004 15. The average of the five
areas was calculated. Abnormal BSID-III was defined as a
score < 85 (1 SD)?7. All developmental examinations were
performed by a single experienced psychologist, blinded
to infant medical history.

Statistical analysis

All statistical calculations were performed using SPSS
statistical software, version 18.0 (SPSS for Windows,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Results were considered

Ultrasound Obstet Gynecol 20165 47: 65-73.
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Figure 2 Power Doppler ultrasound image showing fetal frontal
lobe as a region of interest for fractional moving blood volume
calculation. Anatomical references in this sagittal view are the
anterior cerebral artery (ACA), pericallosal artery (PcA), sagittal
sinus (SS) and internal cerebral vein (ICV).

to be significant at P < 0.05. All ultrasound parameters
were converted into Z-scores using published normative
data from a large population of healthy fetuses!$*8731,
Continuous variables are expressed as mean=+SD and
qualitative variables are expressed as n (%). MCA
pulsatility index (PI) Z-score and total brain volume were
used to calculate sample size as they are two representative
parameters of brain changes in CHD fetuses described
previously. On the basis of previous studies'”»?!, sample
size was calculated to allow for the observation of a 25%
difference in MCA-PI and 10% in total brain volume in
CHD fetuses as compared to controls. For a power of
80% and an a-risk of 0.05, a minimum of 55 subjects
per study group were required for both parameters. We
included 58 fetuses in each study group. Student’s #-test for
independent samples and Pearson’s x> or Fisher’s exact
test were used to compare quantitative and qualitative

Masoller et al.

data, respectively. In order to detect differences in the
studied volumetric, cortical development parameters and
metabolic ratios between cases and controls, Student’s
t-test for independent samples and a multivariate analysis
of covariance, adjusting for potential confounders such
as gestational age at MRI, maternal smoking and
maternal body mass index, were conducted. To assess
the relationship between the parameters of prenatal MRI
and the postnatal BSID-III scores, we conducted a Pearson
linear correlation. In order to evaluate the independent
predictive value of mid-gestational parameters for the
prediction of abnormal brain development at term, a
composite-score outcome was created. For this purpose,
and in order to select which variables would better
represent the detected brain changes, a dimensionality
reduction was performed using a principal components
analysis (PCA) including all volumetric, cortical and
metabolic MRI parameters and a composite score of
the variables that better represented the changes in
brain development was created. Finally, we conducted
stepwise logistic regression to evaluate the independent
and combined predictive capacity of CHD subgroup and
fetal ultrasound Doppler parameters at 20-24 weeks to
predict abnormal brain development at term amongst the
CHD cases.

RESULTS
Study population

Baseline maternal characteristics of cases with CHD and
normal controls, and the distribution of types of CHD in
the study group, are shown in Table 1. CHD cases and
controls showed similar maternal baseline characteristics.

Mid-gestational ultrasound head biometry and brain
Doppler

Results of the mid-gestational ultrasound examination
are displayed in Table 2 and Figure 4. Fetuses with CHD
had significantly smaller mean Z-scores of BPD and
head circumference (HC), and a higher proportion of

Figure 3 Brain volumetric assessment by semiautomatic delineation. Evaluation of total intracranial volume (a), total brain volume (b) and

opercular volume (c) using Analyze software.

Copyright © 2015 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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Table 1 Baseline characteristics of study population of fetuses with
congenital heart disease (CHD) and normal controls that
underwent mid-gestation ultrasound assessment and subsequent
term magnetic resonance imaging for assessment of abnormal brain
development

CHD Controls

Characteristic (n=358) (n=358) p*
Maternal characteristics

Age (years) 33£S 32+4 0.75

Body mass index (kg/m?) 23+3 23+4 0.62

History of CHD 2 (3) 0(0) 0.49

Smoking 3(5) 3(5) 1.00

Primiparous 38 (66) 36 (62) 0.69

White ethnicity 39 (67) 40 (69) 0.84

Low socioeconomic statust 31 (53) 25 (43) 0.19
Type of fetal CHD

Atrioventricular septal defect 3(5) —

Tetralogy of Fallot 9 (16) —

Transposition of great vessels 10 (17) —

Truncus arteriosus 1(2) —

Hypoplastic left heart syndrome 1(2) —

Critical aortic stenosis 5(9) —

Hypoplastic aortic arch 13 (22) —

Tricuspid atresia 4(7) —

Ebstein’s anomaly 5(09) —

Severe pulmonary stenosis/atresia 59 —

Complex CHD 2 (3) —

Data are given as mean & SD or 7 (%). *Student’s ¢-test for
independent samples and Pearson’s x> or Fisher’s exact test as
appropriate. TRoutine occupation, long-term unemployment or
never worked (UK National Statistics Socio-Economic
Classification).

fetuses with BPD and HC < 5™ centile. No differences
in abdominal circumference and femur length were
observed. Fetuses with CHD showed significantly lower
mean Z-scores for MCA-PI and CPR and significantly
higher mean Z-score for FMBV compared with controls.

Brain volume, cortical development and metabolic
evaluation by MRI at term

Results of the MRI examination are displayed in Table 3
and Figure 4. No structural brain anomalies were detected
in the anatomical evaluation of the MRI images. Fetuses
with CHD showed significantly smaller brain, intracranial
and opercular volumes than did controls. Furthermore,
when we evaluated cortical sulcation, CHD fetuses
presented significantly decreased depths for left and right
parietoccipital, cingulate and calcarine fissures compared
to those of controls. Also we observed a significantly
increased depth of the left insular lobe compared to that
of controls. No differences were found in the right insula
and Sylvian fissure depth between the two groups.
Regarding the spectroscopic analysis, among the 116
fetuses that underwent MRI, 48 (83%) CHD fetuses and
46 (79%) controls presented good quality criteria (i.e.
SNR > 3, coefficient of variation for LCModel concen-
tration <20% (indicating that these metabolites could
be estimated reliably) and main metabolic peaks clearly
identifiable visually) and were considered for further anal-
ysis. CHD fetuses showed significant metabolic changes

Copyright © 2015 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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Table 2 Mid-gestation ultrasound biometry and Doppler
parameters in fetuses with congenital heart disease (CHD) and
normal controls
CHD Controls
Parameter (n=2358) (n=358) p*
GA at ultrasound (weeks)  22.34+0.9 22.1+0.8 0.690
Fetal biometry
BPD Z-score —-1.12+1.00 —-0.05+£0.91 <0.01
BPD < pS 24 (41) 3(5) <0.01
HC Z-score —-0.78+1.13 0.16+0.72 0.01
HC <p5 17 (29) 2 (3) <0.01
AC Z-score 0.46+0.87 0.24+0.58 0.11
AC<p$ 0 (0) 1(2) 0.31
FL Z-score 0.15+£0.84 —0.10£0.92 0.13
FL <p$ 0 (0) 1(2) 0.31
EFW (g) 454 +56 468 +68 0.08
EFW <p10 6 (10) 0 (0) <0.01

Fetoplacental Doppler

UA-PI Z-score —0.61£0.54 —0.16+0.54 0.59

UA-PI > p95 0(0) 0 (0) 1.00
MCA-PI Z-score —0.54+1.20 0.05+1.04 <0.01
MCA < p5 12 (21) 1(2) <0.01
CPR Z-score —-0.45+1.37 0.19+1.14 <0.01
CPR <p$ 12 (21) 1(2) <0.01
Frontal FMBV Z-score  2.0940.83 0.09+1.43 <0.01
Frontal FMBV > p95 45(78) 10 (17) <0.01

Data are given as mean & SD or 7 (%). *Student’s ¢-test for
independent samples and Pearson’s x2 or Fisher’s exact test as
appropriate. AC, abdominal circumference; BPD, biparietal
diameter; CPR, cerebroplacental ratio; EFW, estimated fetal weight;
FL, femur length; FMBYV, fractional moving blood volume; GA,
gestational age; HC, head circumference; MCA, middle cerebral
artery; p, percentile; PL, pulsatility index; UA, umbilical artery.

when compared with controls. We found increased
Ino/Cho ratios in the frontal lobe and basal ganglia and
decreased NAA/Cho and Cho/Cr ratios in both areas
compared to controls. Moreover, in three CHD cases (one
with critical aortic stenosis and HLHS, one transposition
of great vessels and one tricuspid atresia with hypoplastic
right ventricle) a peak of lactate was identified.

Perinatal and surgical outcomes

As shown in Table4, no differences in pregnancy
complications were found between the two study groups.
Mean gestational age at delivery was similar. There
was a non-significant trend for a lower birth weight
in CHD cases, due to a higher proportion of infants
born small-for-gestational age compared with controls
(17% vs 2%, respectively; P < 0.01). Neonates with CHD
had a significantly smaller HC at birth than did controls
(335 mm vs 349 mm; P < 0.01).

Among the 58 neonates diagnosed with CHD, seven
(three HLHS, one tricuspid atresia, one Ebstein’s anomaly,
one hypoplastic aortic arch and one transposition of great
vessels) died in the first week following delivery, before,
during or after open-heart surgery. There were 34 cases
requiring open-heart surgery in the first month and 17 that
did not require cardiac surgery during the first 6 months
(Figure 1).

Ultrasound Obstet Gynecol 20165 47: 65-73.
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Control

Mid trimester fetal ultrasound

Figure 4 Assessment of cerebral changes in fetus with congenital
heart disease (CHD) and in normal control by mid-gestation
ultrasound examination of brain biometry (a) and middle cerebral
artery flow (b) and by near-term magnetic resonance imaging of
brain volumetry and cortical development (c) and metabolic
profile (d). Red line indicates interhemispheric fissure. Yellow line
shows parietoccipital fissure depth, which is significantly decreased
in CHD fetus. Red arrows indicate N-acetylaspartate peak, which
is significantly decreased in CHD fetus.

Postnatal neurodevelopmental results

The BSID-III test was conducted on the 17 infants who did
not require open-heart surgery during the first 6 months of
age. Results from this test are reported in Table 5. Signif-
icant linear correlations between average BSID-III scores
and some variables of the composite score were observed:
total brain volume (r=0.410; P=0.02), left and right
cingulate fissure depth (r=0.359; P=0.04 and r=0.337;
P =0.04, respectively), frontal Ino/Cho ratio (r=-0.531;
P <0.01) and NAA/Cho ratio (r=0.452; P <0.01).

Predictors of abnormal brain development assessed
by MRI at term

Abnormal fetal brain development was defined by a
composite score, as described previously. Stepwise logistic
regression results showed that fetal MCA-PI (OR, 12.7;
P=0.01), CPR (OR, 8.7; P=0.02) and fetal HC (OR, 6.2;
P=0.02) at mid-gestation were independent predictors
of abnormal brain development (Table6). The other
variables analyzed, including BPD, FMBV and CHD
subgroup, were not identified as statistically significant
independent predictors by the model.

Regression analysis suggested that a combination of
MCA-PI and HC Z-scores provided the best classification
model, accounting for 86.4% of the uncertainty of

Copyright © 2015 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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Table 3 Results of magnetic resonance imaging (MRI) of brain at
term in fetuses with congenital heart disease (CHD) and normal

controls
CHD Controls
Parameter (n=358) (n=2358) p*
GA at MRI (weeks) 37.2+0.4 37.3+0.4 0.47
Brain volumetry
TBV (cm?) 318.2+£29.7 3444+£22.0 <0.01
TICV (cm?3) 394.2+34.1 S14.1+36.1 <0.01
Left opercular 0.004 +0.001 0.006+0.001 <0.01
volume/TICV
Right opercular 0.003+£0.001 0.006 £0.002 <0.01
volume/TICV
Total opercular 0.007£0.001 0.011+0.003 <0.01
volume/TICV
Brain cortical development
Left insula depth/BPD 0.3014+0.013 0.267+0.031 <0.01
Right insula depth/BPD  0.303£0.016 0.319+0.074  0.18
Left sylvian fissure 0.158+0.023 0.151+0.024 0.38
depth/BPD
Right sylvian fissure 0.155+0.022 0.157+0.051  0.37
depth/BPD
Left parietoccipital 0.099+£0.019 0.136+0.036 <0.01
fissure depth/BPD
Right parietoccipital 0.101+0.020 0.135+0.034 <0.01
fissure depth/BPD
Left cingulate fissure 0.061+0.009 0.093+0.015 <0.01
depth/BPD
Right cingulate fissure 0.061+0.010 0.093+0.017 <0.01
depth/BPD
Left calcarine fissure 0.163+£0.036 0.193+0.029 <0.01
depth/BPD
Right calcarine fissure 0.163+£0.038 0.195+0.032 <0.01
depth/BPD
Brain metabolic profilet
Frontal area
Ino/Cho 4.64+0.79 3.63+£0.49 <0.01
NAA/Cho 1.34+0.21 1.61+0.14 <0.01
Cho/Cr 0.48+£0.05 0.51+£0.06 <0.01
Basal ganglia
Ino/Cho 4.244+0.64  3.234+0.65 <0.01
NAA/Cho 1.44+£0.25 1.85+0.28 <0.01
Cho/Cr 0.40+0.05 0.45+0.03 <0.01

Data are given as mean =+ SD. *Multivariate analysis of covariance,
adjusting for gestational age at MRI, maternal smoking and
maternal body mass index. 172 =48 for CHD group and 7 =46 for
controls. BPD, biparietal diameter; Cho, choline; Cr, creatine; GA,
gestational age; Ino, inositol; NAA, N-acetylaspartate; TBV, total
brain volume; TICV, total intracranial volume.

having abnormal brain development at term (Nagelk-
erke R square). The following model achieved a
higher discrimination performance as compared with
the individual parameters: probability of abnormal
brain development=e”/(1+¢”): Y=-3.78+ (MCA-PI
Z-score x —2.23) + (HC Z-score x —1.58). The receiver—
operating characteristics curve of this model resulted in
an area under the curve of 89% (95% CI, 85-99%).

DISCUSSION

This study provides evidence that abnormal brain
development at birth in fetuses with CHD can be predicted
by mid-gestational sonographic features including fetal
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Table 4 Perinatal characteristics of fetuses with congenital heart
disease (CHD) and normal controls that underwent mid-gestation
ultrasound assessment and subsequent brain magnetic resonance
imaging at term for evaluation of abnormal brain development

CHD Controls

Characteristic (n=358) (n=158) P*
Pregnancy complication

Pre-eclampsia 0 (0) 0 (0) 1

Gestational diabetes 4(7) 2 (3) 0.54

Spontaneous PTD 3(5) 0(0) 0.31

Placenta previa 1(2) 0 (0) 0.76

Prenatal glucocorticoid 1(2) 0 (0) 0.76

exposure
Delivery and perinatal outcome

Labor induction 20 (34 11 (19) 0.06

Regional anesthesia during 55(95 52 (90) 0.49
labor

GA at delivery (weeks) 39.3+1.3 39.6+1.0 0.21

Cesarean section 11 (19) 9 (16) 0.62

Male infant 37 (64) 29 (50) 0.11

Birth weight (g) 3289+604 3415+349 0.17

Birth-weight percentile 47 +34 53+25 0.28
Birth weight < p10 10 (17) 1(2) <0.01
Birth height (cm) 50+3 50+2 0.44
Head circumference (mm) 335+13 349+12 <0.01
S-min Apgar score <7 2(3) 2(3) 1.00
Umbilical artery pH 7.25+0.07 7.26+0.06  0.93
Umbilical artery pH < 7.10 0 (0) 1(2) 0.31
Neonatal outcome
Days in NICU 31421 0 (0) <0.01

Breastfeeding at hospital 46 (79) 45 (78) 0.74
discharge

Major neonatal morbidityt 2 (3) 0(0) 0.43

Neonatal death} 7 (12) 0 (0) 0.01

Data are given as mean & SD or 7 (%). *Student’s ¢-test for
independent samples and Pearson’s x2 or Fisher’s exact test as
appropriate. tDefined by presence of bronchopulmonary dysplasia,
necrotizing enterocolitis, intraventricular hemorrhage,
periventricular leukomalacia, retinopathy or sepsis. $Defined as
newborn death within first 28 postnatal days. GA, gestational age;
NICU, neonatal intensive care unit; p, percentile; PTD, preterm
delivery.

head biometry and brain Doppler. The fetal MRI
multimodal integrated approach used in this study
allowed a comprehensive description of abnormal brain
remodeling and metabolism in CHD fetuses. The
observed reduction in brain biometry is in line with
previous studies reporting a progressive third-trimester
deceleration in volumetric brain growth in CHD
fetuses'%!1, Brain volume is predictive of neurological
deficits in adolescents with CHD32. Regarding the
metabolic changes we detected, reduced NAA/Cho ratio
is aligned with other reports from CHD fetuses!'” and
neonates’. NAA is a neuronal marker®® located in
immature oligodendrocytes®* of which levels increase
during normal fetal brain maturation. Ino is a marker
of astrocyte activation and reactive gliosis>®37, which
is known to occur in mild hypoxic conditions®®. Both
an NAA/Cho decrease and Ino/Cho increase predict
later neurodevelopmental delay in infants with hypoxic
ischemic encephalopathy3¢3°, The disrupted cortical
developmental pattern in CHD fetuses reported in this

Copyright © 2015 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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Table 5 Scores of neurodevelopmental assessment using Bayley
Scales of Infant and Toddler Development (third edition) in five test
areas at 4—6 months of age (before cardiac surgery) in study
population of fetuses with congenital heart disease (CHD) and
normal controls

CHD Controls

Test domain (n=17) (n=46) pP*
Cognitive 91+14 103+22 0.03
Abnormal cognitive areat 3 (18) 5(11) 0.34
Language 97 £38 108 £17 0.01
Abnormal language areat 4 (24) 3(7) 0.13
Motor 86+11 100+10 0.01
Abnormal motor areat 10 (59) 2 (4) <0.01
Social-emotional 85+22 106+24 <0.01
Abnormal socioemotional areat 9 (53) 11 (24) <0.01
Adaptive 89+20 97416 0.04
Abnormal adaptive areat 7 (41) 7 (15) <0.01
Average score 89+10 101+£10 <0.01

Data are expressed as mean £ SD or 7 (%). *Comparisons between
groups performed by multivariate analysis of covariance, adjusting
for potential confounding factors such as maternal smoking, low
socioeconomic status, gestational age at delivery, breastfeeding and
gender, or Pearson’s x> or Fisher’s exact test as appropriate. TArea
considered abnormal when score < 85 points (< 1 SD).

Table 6 Results of stepwise logistic regression of mid-gestational
clinical and ultrasound parameters for prediction of abnormal brain
development, identified on fetal brain magnetic resonance imaging
(MRI) at term, in fetuses with congenital heart disease (CHD)

Composite score for
abnormal brain MRI

Parameter pP* OR (95% CI)*
MCA-PI Z-score 0.01 12.7 (3.1-51.1)
HC Z-score 0.02 6.2 (2.4-25.8)
CPR Z-score 0.02 8.7 (2.0-31.4)
BPD Z-score 0.31 3.1(0.8-12.8)
Frontal FMBV Z-score 0.79 2.0 (0.5-13.1)
CHD subgroupt 0.70 3.1 (0.9-14.5)

*P-value and odds ratio (OR) calculated by logistic regression
analysis to predict abnormal neurodevelopment defined by
composite score including any of the following: abnormal frontal
magnetic resonance spectroscopy (inositol/choline > 90™ percentile
or N-acetylaspartate/choline < 10™ percentile or

choline/creatine < 10 percentile) or parietoccipital or cingulate
fissure depth < 10™ percentile or total brain volume < 10t
percentile. TCHD subgroup according to expected main pattern of
placental (oxygenated, nutrient-rich) us systemic (deoxygenated,
nutrient-poor) mix of blood supply to the brain. BPD, biparietal
diameter; CPR, cerebroplacental ratio; FMBYV, fractional moving
blood volume; HC, head circumference; MCI-PI, middle cerebral
artery pulsatility index.

study confirms previous findings in fetuses and neonates
with CHD prior to open-heart surgery”>'!. Similar cortical
anomalies have also been reported in growth-restricted
fetuses presenting later abnormal neurodevelopment?!.

A remarkable finding of this study, in contrast
with previous studies'®!!, is that the anatomical
type of CHD was not an independent predictor of
abnormal neurodevelopment when used in association
with ultrasound and Doppler brain findings. These
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findings must be interpreted with caution until confirmed
and refined with larger sample sizes. Thus, it is plausible
that the form of CHD provides independent predictive
value if a larger sample size is used. However, our
findings are not in contradiction with this notion.
It is generally assumed that left-sided CHD such as
HLHS represents a higher risk for brain lesions and
developmental delay due to the massive reduction in
perfusion of placental well-oxygenated blood supply to
the fetal brain'**%4! However, other CHD types with
preserved brain blood supply can also be associated with
prenatal neurological injury!#. This was also observed in
our study, in which fetuses defined as low risk (Subgroup
1 with expected brain perfusion with well or moderately
preserved placental blood content) showed changes in the
metabolic patterns and a trend for cortical developmental
delays. Therefore, it seems logical that the observation
of direct effects on the fetal brain discriminates better
the risk of abnormal neurodevelopment than does the
anatomical form of CHD. In addition, the presence
of disrupted brain development amongst fetuses with
theoretically well-preserved brain oxygenation suggests
potential additional factors that remain to be clarified.
For instance, certain forms of CHD are associated with
changes in the gene expression*? or circulating levels of
angiogenic factors*!, which might reflect primary changes
in brain circulation.

From a clinical perspective, the use of specific
brain predictors might be incorporated as part of the
comprehensive assessment at the time of clinical diagnosis
of CHD. An individualized prediction of the risk of
abnormal neurodevelopment could improve parental
counseling and facilitate early-life interventions that have
been shown to improve brain development in other infants
at risk¥*~*. We are aware that the identification of
significant brain abnormalities during fetal life might
also influence the parental decision following antenatal
counseling!*.

One of the main strengths of this study is that it was
performed on a well-characterized consecutive cohort of
fetuses with CHD that was followed up prospectively.
Brain development was assessed by comprehensive
MRI evaluation, including an extensive spectroscopic
assessment with strict quality control criteria. Several
limitations of our study have to be mentioned. Our
cohort covered a wide spectrum of CHD diagnoses.
Because of the rather small sample size, conclusions for
individual types of CHD cannot be drawn. A significant
proportion of the most severe forms of CHD, such
as HLHS, did not reach term due to a high rate of
termination of pregnancy. It could be hypothesized that,
with a larger proportion of those CHD forms, the
statistical analysis might have identified clinical type
of CHD as an independent predictor of brain injury.
Also, it should be considered that the use of motion
correction techniques as a prior step to an automated
brain volumetric estimation could be advantageous and
less time consuming than the approach used in our
study**. However, careful anatomical image acquisition

Copyright © 2015 ISUOG. Published by John Wiley & Sons Ltd.
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was conducted in our study, repeating acquisitions if
artifacts were present. This enabled good-quality images
to be available for our selected approach. We acknowledge
that larger studies are necessary to clarify the predictive
role and to identify specific patterns of brain injury
for each of the major anatomical forms of CHD.
Finally, we acknowledge that an optimal definition
of abnormal neurodevelopment in CHD patients is
challenging. Ideally, such a definition would include a
specific neurodevelopmental test at 2 years of age or later.
However, most CHD cases will require open-heart surgery
during infancy, which strongly limits the interpretation
of subsequent neurodevelopmental tests. Nevertheless,
results from neurodevelopmental tests performed on a
small sample of CHD infants before surgery showed
significant correlations with the measurements selected
in our predictive algorithm. These associations support
the role of the parameters assessed in this study to
predict the neurological outcome later on in life. As
we were aiming to predict neurodevelopmental delay of
prenatal origin, we defined abnormal brain development
as the combination of brain abnormalities identified by
fetal MRI at term. We acknowledge the importance
of confirming these results in a larger sample size
and completing the analysis of the correlation between
mid-gestational ultrasound and fetal MRI parameters
with neurodevelopmental tests performed later on in life,
when relevant cognitive skills can be assessed. This study
is now underway.

In conclusion, our study provides evidence that fetuses
with CHD that have abnormal brain development can be
identified from mid-gestation. If our results are confirmed
in larger studies, recording fetal head biometry and
Doppler could be performed routinely when diagnosing
CHD. Likewise, screening for neurological alterations
could be included in the standard clinical follow-up of
CHD fetuses at risk. Further larger studies are required
to confirm and refine these findings. Predicting the risk of
abnormal brain development in fetuses with CHD should
improve significantly parental counseling and allow early
interventions with proven impact on neurodevelopmental
outcomes.
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6. RESULTATS







6.1-Estudi 1: Evidence of second-trimester changes in head biometry and

brain perfusion in fetuses with congenital heart disease.

Durant el periode d’estudi es van incloure 159 fetus que complien els criteris d’inclusio.
D’aquests es va excloure vint-i-un casos amb malformacions extra-cardiaques, trenta casos
d’aneuploidia, cinc casos diagnosticats abans de la setmana 20 i tres casos de gestaci6
multiple, quedant una poblacié de 100 casos. En cinc d’aquests, la perfusio cerebral no es
va poder mesurar de forma correcta, quedant finalment 95 casos per I'analisi, que es van
aparellar amb 95 controls. La distribucio dels tipus de CC en el grup d’estudi es mostra en la
taula 6.1.1. Les variables basals eren similars en els dos grups d’estudi. Respecte a les
variables perinatals, 43 (45.3%) dels pacients del grup de fetus amb CC van sol-licitar una
interrupcié legal de la gestacié i, dels 52 casos que van continuar la gestacio, tres (5.8%)
van presentar un mort fetal avantpart (un cas d’anomalia d’Ebstein, un d’atrésia pulmonar i
un d’estenosi aortica critica). Dels 49 casos que van néixer, tres (6.1%) van morir durant la
primera setmana de vida abans o després de la cirurgia cardiaca (un cas d’anomalia
d’Ebstein amb coartacio d’aorta, un cas d’atrésia tricuspide i un cas d’estenosi critica d’aorta
amb hipoplasia de ventricle esquerre). No hi havia diferencies entre els dos grups d’estudi
en les variables perinatals a excepcio del pes al néixer, on els nadons amb CC presentaven
un pes al néixer significativament inferior als nadons control (3175 + 607 vs 3312 + 699
grams), amb una proporcio superior de hadons amb pes per sota del percentil 10 (22.4% vs
8.4%).

D’acord amb el metode d’aparellament, no hi havia diferéncies en 'edat gestacional
al moment de I'exploracio ecografica entre el grups d’estudi. Els fetus amb CC presentaven
uns valors Z del BDP i del PC significativament inferiors que el grup control, amb una
proporcio de fetus amb DBP i PC inferior al percentil 5 significativament superior. En canvi,
no hi havia diferencies en el PA i en la LF (taula 6.1.2). Quan vam classificar els fetus en
diferents grups en relacio al patr6 de perfusio cerebral esperat segons el tipus de CC, els
tres grups presentaven valors anormals respecte els fetus controls, perdo no hi havia

diferencies significatives entre els grups de CC (taula 6.1.3).



TAULA 6.1.1. Cardiopaties congenites incloses en I'analisi.

Grups de cardiopaties congénites n

Grup 1: irrigacio cerebral amb baix contingut de sang placentaria

Hipoplasia ventricle esquerre 12
Estenosi adrtica 7
Coartacio d’aorta 13
Transposicié de grans arteries 10
Grup 2: irrigacio cerebral amb contingut intermedi de sang placentaria i sistémica
Canal auriculo-ventricular 4
Ventricle Unic doble entrada 2
Tetralogia de Fallot 13
Truncus arteriés 4
CC complexes: 10

Isomerisme dret: CAV + TGA + EP

Isomerisme dret: AT + VDDS + TGA + EP

Isomerisme dret: CAV + VDDS + AP + ColAP

Isomerisme dret: CAV + VU + TGA + EP

Isomerisme dret: CAV + VDDS + TGA + EP

Isomerisme dret: CAV + VDDS + TGA + IAA

Canal auriculo-ventricular + transposicié grans vasos
Atrésia tricUspide + atrésia aortica

Ventricle Unic + transposici6 grans artéries + coartacio aorta
Atrésia mitral + ventricle dret doble sortida

Grup 3: irrigacié cerebral amb alt contingut de sang placentaria

Atrésia tricspide 12
Anomalia d’Ebstein 4
Estenosi pulmonar 3
Atrésia pulmonar 1

CAV, canal auriculo-ventricular; TGA, transposicié de grans arteries; EP, estenosi pulmonar; AT, atrésia tricispide;
VDDS, ventricle dret doble sortida; AP, atresia pulmonar; ColAP, col-laterals aorto-pulmonars; VU, ventricle Unic;
[AA, interrupcié arc aortic.

Pel que fa a I'avaluacié Doppler de la perfusio cerebral, els fetus amb CC presentaven
valors Z de I'lP de 'ACM i de la RCP significativament inferiors i valors Z del FMBV
significativament superiors al grup control (taula 6.1.2). De manera similar, hi havia un
increment significatiu en la proporcié de casos amb un IP de 'ACM i RCP per sota del
percentil 5 i amb un FMBV per sobre del percentil 95. En canvi, quan comparavem en funcio

del tipus de CC i el patré de perfusio cerebral esperat, no hi havia diferéncies clares. Tots



els grups de CC presentaven valors anormals respecte els controls i hi havia certa tendéncia
a presentar millors valors del FMBYV del grup 1 al grup 3 (taula 6.1.3).

TAULA 6.1.2. Comparacié dels parametres biometrics i de '’estudi Doppler entre CC i controls.

CC (n=95) Control (n=95) p*

EG ECO (setm) 22.3 (20 -23.5) 22.2 (20.2 — 23.6) 0.922
Biometries fetals

DBP (valor 2) -1.61 +/- 0.82 -0.43 +/-1.15 <0.001
PC (valor 2) -0.89 +/- 1.43 0.09 +/- 0.74 <0.001
PA (valor Z) 0.27 +/- 0.79 0.17 +/- 0.54 0.300
LF (valor Z) -0.09 +/- 1.26 -0.19 +/- 0.88 0.506
DBP <p5 49 (51.6%) 13 (13.7%) <0.001
PC < p5 25 (26.3%) 4 (4.2%) <0.001
PA < p5 1 (1.1%) 1 (1.1%) 0.751
LF < p5 1 (1.1%) 3 (3.2%) 0.312
Estudi Doppler

IP AU (valor Z) -0.41 +/- 0.62 -0.19 +/- 0.59 0.105
IP ACM (valor 2) -0.23 +/-1.09 0.34 +/- 1.07 <0.001
RCP (valor Z) -0.37 +/-1.29 0.30 +/- 1.10 <0.001
FMBV (valor Z) 2.35+/-1.01 0.15 +/- 1.34 <0.001
IP AU > p95 1 (1.1%) 0.316
IP ACM < p5 10 (10.5%) 2 (2.1%) 0.017
RCP < p5 13 (13.7%) 3 (3.2%) 0.009
FMBV > p95 77 (81.1%) 10 (10.5%) <0.001

Els resultats s’expressen en forma de mitjana + DS, n (%) o mediana (rang). * Valor P calculat mitjancant la prova
de T-Student, khi-quadrat (X2) de Pearson o la prova exacte de Fisher. CC, cardiopatia congenita; EG, edat
gestacional; ECO, ecografia; DBP, diametre biparietal; PC, perimetre cranial; PA, perimetre abdominal; LF, longitud
femur; IP, index pulsatilitat; AU, arteria umbilical; ACM, artéria cerebral mitja; RCP, ratio cerebro-placentaria;
FMBV, volum fraccié sanguinia en moviment.



TAULA 6.1.3. Comparacio dels parametres biometrics i de 'estudi Doppler dividint els casos de
CC en diferents grups en funcié del patré de perfusioé cerebral esperat segons el tipus de CC.

Grup CC 1
(n=42)

Grup CC 2
(n=33)

Grup CC 3
(n=20)

Control (n=95)

EG ECO (stm)

Biometries fetals

21.6 (20.5—23.4) 22.1(20.0-23.5) 22.3(20.5-23.2) 22.2(20.2 - 23.6)

DBP (valor 2) -1.68 +/- 0.73* -1.48 +/- 0.92* -1.49 +/- 0.81* -0.43 +/-1.15
PC (valor 2) -0.92 +/- 0.98* -0.84 +/- 1.29* -0.80 +/- 1.83* 0.09 +/- 0.74
PA (valor Z) 0.14 +/- 0.74 0.26 +/- 0.84 0.25 +/- 0.78 0.17 +/- 0.54
LF (valor 2) 0.23 +/-1.01 0.05 +/- 1.01 0.18 +/-1.71 -0.19 +/- 0.88

DBP anormal (<p5)

25 (59.5%)*

15 (45.5%)*

9 (45.0%)*

13 (13.7%)

PC anormal (<p5) 11 (26.2%)* 7 (21.2%)* 4 (20%)* 4 (4.2%)
PA anormal (<p5) 1 (2.4%) --- --- 1(1.1%)
LF anormal (<p5) 2 (6.0%) 3 (3.2%)
Estudi Doppler

IP AU (valor 2) -0.37 +/- 0.81 -0.49 +/- 0.54 -0.41 +/-0.54 -0.58 +/- 0.59
IP ACM (valor 2) -0.28 +/- 1.07* -0.22 +/- 1.13* -0.28 +/- 1.08* 0.34 +/- 1.07
RCP (valor 2) -0.51 +/- 1.41* -0.37 +/- 1.14* -0.35 +/- 1.10* 0.30 +/- 1.10
FMBYV (valor Z) 2.53 +/- 0.97* 2.42 +/- 0.78* 1.73 +/- 1.30* 0.15 +/- 1.34
IP AU anormal (>p95) 1 (3.0%) ---

IP ACM anormal (<p5) 6 (14.2%)* 3 (9.1%)* 1 (5.0%) 2 (2.1%)
RCP anormal (<p5) 7 (16.7%)* 4 (12.1%)* 2 (10.0%) 3 (3.2%)

FMBV anormal (>p95)

38 (90.5%)*

26 (78.8%)*

13 (65.0%)*

10 (10.5%)

Els resultats s’expressen en forma de mitjana + DS, n (%) o mediana (rang). Diferéncies entre els diferents grups
d’estudi avaluades mitjancant ANOVA amb correccié de Bonferroni. Grup 1: irrigacié cerebral amb baix
contingut de sang placentaria; Grup 2: irrigaci6 cerebral amb contingut intermedi de sang placentaria i
sistémica; Grup 3: irrigacio6 cerebral amb alt contingut de sang placentaria. *P<0.05, grup 1, 2 o 3 vs control. CC,
cardiopatia congenita; EG, edat gestacional; ECO, ecografia; DBP, diametre biparietal; PC, perimetre cranial; PA,
perimetre abdominal; LF, longitud fémur; IP, index pulsatilitat; AU, artéria umbilical; ACM, artéria cerebral mitja;
RCP, ratio cerebro-placentaria; FMBV, volum fraccié sanguinia en moviment.



6.2-Estudi 2: Severity of fetal brain abnormalities in congenital heart disease

in relation with the main expected patern of in utero brain supply.

En aquesta poblacié d’estudi no existien diferéncies en les variables basals de les
pacients incloses en els tres grups d’estudi. La distribucié dels tipus de CC incloses en cada
grup d’estudi es mostra a la taula 6.2.1. Tampoc hi havia diferéncies en els resultats
perinatals dels tres grups, a excepcié d’'una major taxa de nadons amb baix pes al néixer i
d’'una major taxa de mort neonatal en els grups amb CC respecte el grup control. En la figura

7 es pot observar el diagrama de flux de les pacients incloses en I'estudi.

TAULA 6.2.1. Distribucid dels tipus de CC en els diferents grups d’estudi.

CCclasseA CCclasseB Controls

(n=29) (n=29) (n=58)
Hipoplasia d’arc aortic 13 NA
Estenosi aortica critica 5 NA
Hipoplasia ventricle esquerre 1 NA
Transposicié grans arteries 10 NA
Canal auriculo-ventricular 3 NA
Tetralogia de Fallot 9 NA
Truncus arteriés 1 NA
Atrésia tricuspide 4 NA
Anomalia d’Ebstein 5 NA
Estenosi / atrésia pulmonar 5 NA
CC complexa 2 NA

CC classe A: perfusié cerebral amb un baix contingut de sang provinent de la placenta.
CC classe B: perfusié cerebral amb un contingut intermedi de sang provinent de la
placenta i de nivell sistemic. CC, cardiopatia congenita; NA, no aplica.



Figura 7. Diagrama de flux de les pacients introduides en |'estudi
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CC, cardiopatia congenita; ILEs; interrupci6 legal de I'embaras; RMN, ressonancia magnetica.

AVALUACIO ECOGRAFICA

L’avaluacié ecografica es va realitzar a les 36-38 setmanes. En I'estudi biométric,
guan comparaven amb els controls, les dues classes de CC presentaven valors Z del DBP i
del PC significativament disminuits, aixi com també una proporcio significativament superior
d’aquestes mesures per sota del percentil 5 (taula 6.2.2). A més, tal com s’observa en la
figura 8, existeix una tendencia lineal significativa a favor de diferéncies més pronunciades

en les CC classe A. No hi havia diferéencies en els valors Z del PA, la LF i del PFE entre els

tres grups d’estudi.

Fixant-nos en I'avaluacio Doppler, les classes A i B de CC presentaven valors Z de
'lP de 'ACM i de la RCP significativament inferiors i valors Z del FMBV significativament




superiors respecte els controls. D’acord amb aquestes dades, la proporcié de valors
anormals d’aquests parametres també era més gran en els dos grups de CC que en els
controls. Altra vegada, hi havia una tendencia lineal significativa a presentar diferencies més

marcades en les CC de la classe A.

TAULA 6.2.2. Parametres de I'avaluacié ecografica a terme en els diferents grups d’estudi.

CC classe A CCclasse B Controls .
(n=29) (n=29) (n=58)

EG ecografia (setm) 37.2+0.3 37.1+05 37.3+04 0.25
Biometries fetals

DBP (valor 2) -1.76 + 0.641+ -1.25 + 0.75°1 0.21 +0.97 <0.01
DBP < p5 (%) 5914 28t 3 <0.01
PC (valor 2) -0.99 + 1.077+ -0.39 + 0.10f -0.03 + 047 <0.01
PC < p5 (%) 41t 21t 3 <0.01
PA (valor Z) 0.48 + 0.83 0.27 + 0.97 0.15 + 0.80 0.12
PA < p5 (%) 0 3 0 0.21
LF (valor 2) -0.30 + 1.07 -0.25+0.88 -0.16 + 0.64 0.17
LF < p5 (%) 0 7 2 0.31
PFE (grams) 2922 + 387 2858 + 337 3012 + 311 0.13
PFE < p10 (%) 10 7 0 0.06
Estudi Doppler

IP AU (valor Z) -0.04 + 0.64 -0.08 + 0.46 -0.06 + 0.44 0.83
IP AU > p95 (%) 0 0 0 1.00
IP ACM (valor Z) -0.95 + 0.957+ -0.29 + 1.14t 0.18 + 1.06 <0.01
IP ACM < p5 (%) 38t 17t 0 <0.01
RCP (valor Z) -0.87 + 1.10™+ -0.26 + 1.00t 0.05+1.01 <0.01
RCP < p5 (%) 35t 14t 0 <0.01
FMBYV (valor 2) 2.30 + 0.80t# 1.57 + 0.93f 0.27 +1.12 <0.01
FMBV > p95 (%) 861 50t 7 <0.01

Els resultats s’expressen en forma de mitjana + DS o %. * Valor P de tendéncia linial calculada mitjancant analisi
multivariat de la covarianca. Diferéncies entre els diferents grups d’estudi avaluades mitjancant ANOVA amb
correccio de Bonferroni. 1P<0.05, controls vs CC classe A o CC classe B. $P<0.05, CC classe A vs classe B. CC,
cardiopatia congénita; EG, edat gestacional; DBP, diametre biparietal; PC, perimetre cranial; PA, perimetre
abdominal; LF, longitud féemur; PFE, pes fetal estimat, 1P, index pulsatilitat; AU, artéria umbilical; ACM, artéria
cerebral mitia; RCP, ratio cerebro-placentaria; FMBV, volum fracci6 sanguinia en moviment.



Figura 8. Resultats de I’avaluacio ecografica a terme
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* Tendeéncia linial significativa (p<0.05) calculada mitjangant analisi multivariat de la covarianga. CC, cardiopatia
congenita; DBP, diametre biparietal; PC, perimetre cranial; IP, index pulsatilitat; ACM, arteria cerebral mitja; RCP,
ratio cerebro-placentari; FMBV, volum fracci6 sanguinia en moviment.

ESTUDI VOLUMETRIC, DESENVOLUPAMENT CORTICAL | METABOLISME
CEREBRAL PER RMN | ESPECTROSCOPIA

Els fetus amb CC mostraven VCT, VIT i VOp significativament disminuits respecte els
fetus controls amb una tendeéncia lineal significativa a través dels tres grups d’estudi (taula
6.2.3 i figura 9). Quan vam avaluar el patré de desenvolupament cortical, els fetus amb CC
presentaven un descens significatiu en la profunditat de les cissures CP-O, CCing i CCalc
de manera bilateral, i un disminucié de la profunditat del Iobul de la insula esquerra en
comparacié amb els controls. Altra vegada vam observar una tendéncia lineal significativa
cap a diferencies més pronunciades en els fetus amb CC classe A.



TAULA 6.2.3. Resultats de la RMN a terme en els diferents grups d’estudi.

CCclasse A CCclasse B Controls .
(n=29) (n=29) (n=58) i

EG a RMN (setm) 37.2+04 37.1+04 37.3+04 0.29
Volums cerebrals

VCT (cmd) 306.7 + 21.91 329.7 +32.3t 344.4+22.0 <0.01
VIT (cm?3) 382.2 + 22.11 406.2 + 40.0t 514.1 + 36.1 <0.01
VOp esq / VIT (x1000) 3.33 +0.62f 3.62 + 0.57f 5.79 + 1.27 <0.01
VOp dret / VIT (x1000) 3.20 +0.77F 3.59 + 0.60f 5.55 +1.59 <0.01
VOp total / VIT (x1000) 6.53 + 1.24t 7.20 + 1.03t 11.33+2.65  <0.01
Patr6 de desenvolupament cortical

Ins esq / DBP 0.304 + 0.012t 0.299 + 0.014* 0.267 +0.031  <0.01
Ins dreta / DBP 0.308 + 0.017 0.298 + 0.014 0.319 +0.074  0.51
ClLat esq / DBP 0.160 + 0.022 0.156 + 0.024 0.151+0.024  0.03
ClLat dreta / DBP 0.157 + 0.022 0.152 + 0.022 0.157 + 0.051 0.94

CP-O esq / DBP 0.090 + 0.014t1+ 0.108 + 0.0197 0.135+0.036 <0.01

CP-O dreta / DBP 0.091 + 0.013f¢ 0.111 + 0.021* 0.134+0.034 <0.01

CCing esq / DBP 0.055 + 0.0071+ 0.065 + 0.0097 0.093 +0.015 <0.01

CCing dreta / DBP 0.057 + 0.008T+ 0.066 + 0.010f 0.092 +0.017 <0.01

CCalc esq / DBP 0.152 + 0.0311¢ 0.173 + 0.038t 0.193+0.029 <0.01

CCalc dreta / DBP 0.153 + 0.0297+ 0.172 + 0.033f 0.195+0.032 <0.01

Els resultats s’expressen en forma de mitjana + DS. * Valor P de tendéncia lineal calculada mitjangant analisi
multivariat de la covarianca. Diferéncies entre els diferents grups d’estudi avaluades mitjangcant ANOVA amb
correcciéo de Bonferroni. 1P<0.05, controls vs CC classe A o CC classe B. P<0.05, CC classe A vs classe B. CC,
cardiopatia congenita; EG, edat gestacional; RMN, ressonancia magnetica; VCT, volum cerebral total; VIT, volum
intracranial total; VOp, volum opercular; DBP, diametre biparietal; Ins, insula; CLat, cissura lateral; CP-0O, cissura
parieto-occipital; CCing, cissura cingular; CCalc, cissura calcarina.



Figura 9. Resultats de |'avaluacié per RMN a terme
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CC, cardiopatia congenita; VCT, volum cerebral total; VIT, volum intracranial total; DBP, diametre biparietal; CP-O,
cissura parieto-occipital; CCing, cissura cingular; CCalc, cissura calcarina.

Respecte a l'estudi del metabolisme cerebral per espectroscopia, dels 116 fetus
inclosos, 94 casos — 48 (83%) CC (25 CC Classe A i 23 CC classe B) i 46 (79%) controls -
complien els criteris de qualitat pel posterior analisi. En global, els fetus amb CC presentaven
nivells incrementats de mino/Col i nivells disminuits de NAA/Col i de Col/Cr a nivell del I1obul
frontal i dels ganglis basals respecte els fetus controls. De nou, també apareixia un tendencia

lineal significativa cap a canvis més pronunciats en les CC classe A (taula 6.2.4 i figura 10).



TAULA 6.2.4. Resultats de I'estudi espectroscopic a terme en els diferents grups d’estudi.

CCclasse A CCclasse B Controls
Perfil metabolic cerebral (n=25) (n=23) (n=46) :
EG a 'espectro (setm) 37.2+04 37.1+04 37.3+04 0.27
Area frontal
mino / Col 4.94 + 0.79%+ 4.15 + 0.50f 3.62 +0.49 <0.01
NAA / Col 1.23 +0.217¢ 1.46 + 0.13f 1,61+0.14 <0.01
Col/Cr 0.43 + 0.04t+ 0.47 + 0.03f 0.51 + 0.06 <0.01
Ganglis basals
mino / Col 459 +0.671 3.86 + 0.31t 3.23 + 0.65 <0.01
NAA / Col 1.31 +0.227+ 1.53 + 0.207 1.85+0.28 <0.01
Col / Cr 0.37 + 0.03"# 0.43 +0.05 0.47 +0.02 <0.01

Els resultats s’expressen en forma de mitjana + DS. * Valor P de tendéncia lineal calculada mitjancant analisi
multivariat de la covarianca. Diferéncies entre els diferents grups d’estudi avaluades mitjancant ANOVA amb
correcciéo de Bonferroni. 1P<0.05, controls vs CC classe A o CC classe B. #P<0.05, CC classe A vs classe B. CC,
cardiopatia congenita; EG, edat gestacional; SRM, espectroscopia; mlno, mioinositol; Col, colina; NAA, N-acetil-
aspartat; Cr, creatina.

Figura 10. Resultats de I’avaluacio per espectroscopia a terme
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CC, cardiopatia congénita; mIno, mioinositol; Col, colina; NAA, N-acetil-aspartat; Cr, creatina; Fr, 1obul frontal; GB,
ganglis basals.



6.3-Estudi 3: Mid-gestation brain Doppler and head biometry in fetuses with

congenital heart disease predict abnormal brain development at birth.

En aquesta poblacié, les variables basals dels casos i els controls no presentaven
diferéncies significatives. La distribucié dels tipus de CC incloses en el grup dels casos es
pot observar a la taula 6.2.1. A la figura 11 es presenta el diagrama de flux de les pacients

incloses a I'estudi.

Figura 11. Diagrama de flux de les pacients introduides en |'estudi
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CC, cardiopatia congénita; ILEs; interrupcio legal de I'embaras; RMN, ressonancia magnetica; BSID-III,
Bayley scales of infant and toddler development, 3ed edition



AVALUACIO ECOGRAFICA A LES 20-24 SETMANES

A les 20-24 setmanes de gestacio, els fetus amb CC presentaven una disminucio
significativa dels valors Z del DBP i del PC, amb una proporcié significativament major de
fetus amb DBP i PC per sota del de percentil 5 respecte el grup control. En canvi, no hi havia
diferencies en el PA i la LF. Aquests fetus també mostraven valors Z significativament
inferiors de I'lP de 'ACM i del RCP, i valors Z significativament majors del FMBV respecte

els fetus controls (figura 12 i taula 6.3.1).

Figura 12. Parametres de |'avaluacid ecografica en els dos grups d’estudi
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Es visualitzen les diferéncies, entre els dos grups d’estudi, en el parametres de 1'avaluacié ecografica a les 20-24
setmanes de gestacid: A, biometries cefaliques; B, estudi de Doppler de la ACM; C, avaluaci6 del FMBV.



TAULA 6.3.1. Resultats de I'avaluacié ecografica a les 20-24 setm.

cC Controls .
(n=58) (n=58)

EG ecografia (setm) 22.3+0.9 22.1+0.8 0.690
Biometries fetals

DBP (valor Z) -1.12+1.00 -0.05+091 <0.01
DBP < p5 (%) 41 5 <0.01
PC (valor 2) -0.78+1.13  0.16 +0.72 0.01
PC < p5 (%) 29 3 <0.01
PA (valor 2) 0.46 +0.87  0.24+0.58 0.11
PA < p5 (%) - 2 0.31
LF (valor 2) 0.15+0.84 -0.10+0.92 0.13
LF < p5 (%) 2 0.31
PFE (grams) 454 + 56 468 + 68 0.08
PFE < p10 (%) 11 <0.01
Estudi Doppler

IP AU (valor Z) -0.61+0.54 -0.16 + 0.54 0.59
IP AU > p95 (%) 1.00
IP ACM (valor 2) -054+1.20 0.05+1.04 <0.01
IP ACM < p5 (%) 20 2 <0.01
RCP (valor 2) -045+1.37 0.19+114 <0.01
RCP < p5 (%) 20 2 <0.01
FMBV (valor Z) 2.09+0.83 0.09+1.43 <0.01
FMBV > p95 (%) 78 17 <0.01

Els resultats s’expressen en forma de mitjana + DS o %. * Valor P calculat mitjang¢ant la prova de T-Student, khi-
quadrat (X2) de Pearson o la prova exacte de Fisher segons convingui. CC, cardiopatia congénita; EG, edat
gestacional; DBP, diametre biparietal; PC, perimetre cranial; PA, perimetre abdominal; LF, longitud femur; PFE, pes
fetal estimat, IP, index pulsatilitat; AU, arteria umbilical; ACM, artéria cerebral mitja; RCP, ratio cerebro-placentaria;
FMBYV, volum fraccié sanguinia en moviment.



ESTUDI VOLUMETRIC, DESENVOLUPAMENT CORTICAL | METABOLISME
CEREBRAL A TERME PER RMN | ESPECTROSCOPIA

En I'estudi cerebral fetal per RMN a terme, els fetus amb CC presentaven VCT, VIT i
VOp significativament disminuits respecte els fetus controls. Quan vam estudiar el patr6 de
desenvolupament cortical, els fetus amb CC també presentaven una disminucio significativa
de la profunditat de les cissures CP-O, CCing i CCalc respecte els fetus controls. A més, en
aquests fetus es va observar també un increment significatiu de la profunditat del lobul de la
insula esquerra. No es van observar diferéncies entre els dos grups a nivell de la insula

dreta, ni a nivell ’ambdues CLat (figura 13 i taula 6.3.2).

Figura 13. Avaluacio de la profunditat de la cissura CP-O en els dos grups d’estudi

Control

La “linia vermella” mostra la cissura inter-hemisferica. La “linia groga” mostra la profunditat de la cissura CP-0,
significativament disminuida en el fetus amb CC respecte el fets control. CC; cardiopatia congénita.



TAULA 6.3.2. Resultats de la RMN a terme.

EG a RMN (setm)
Volums cerebrals
VCT (cm?®)

VIT (cm3)

VOp esq / VIT (x1000)
VOp dret / VIT (x1000)

VOp total / VIT (x1000)

ccC
(n=58)
37.2+04

318.2 + 29.7
394.2 +34.1
3.47 + 0.61
3.39+0.71

6.87 + 1.17

Patr6 de desenvolupament cortical

Ins esq / DBP

Ins dreta / DBP
ClLat esq/ DBP
ClLat dreta / DBP
CP-O esq / DBP
CP-O dreta / DBP
CCing esq / DBP
CCing dreta / DBP
CCalc esq / DBP

CCalc dreta / DBP

0.301 + 0.013
0.303 + 0.016
0.158 + 0.023
0.155 + 0.022
0.099 + 0.019
0.101 + 0.020
0.061 + 0.009
0.061 + 0.010
0.163 + 0.036

0.163 + 0.038

Controls
(n=58)
37.3+04

344.4 + 22.0
514.1 + 36.1
5.78 + 1.27
5.55 + 1.58

11.33 + 2,65

0.267 + 0.031
0.319 + 0.074
0.151 + 0.024
0.157 + 0.051
0.136 + 0.036
0.135 + 0.034
0.093 + 0.015
0.093 + 0.017
0.193 + 0.029

0.195 + 0.032

0.47

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

0.18

0.38

0.37

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

<0.01

Els resultats s’expressen en forma de mitjana + DS. * Valor P calculat mitjangant analisi multivariat de la covarianca
ajustant per edat gestacional a la RMN, tabaquisme i index de massa corporal. CC, cardiopatia congenita; EG, edat
gestacional; RMN, ressonancia magneética; VCT, volum cerebral total; VIT, volum intracranial total; VOp, volum
opercular; DBP, diametre biparietal; Ins, insula; CLat, cissura lateral; CP-0, cissura parieto-occipital; CCing, cissura

cingular; CCalc, cissura calcarina.

En I'estudi per espectroscopia, dels 116 fetus inclosos en I'estudi, 48 fetus amb CC i
46 controls van complir els criteris de qualitat per a I'analisi. Aixi, els fetus amb CC van

mostrar canvis significatius en el patré metabolic cerebral respecte els controls. Es van trobar
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nivells significativament incrementats de la ratio mino/Col a nivell del 10bul frontal i dels
ganglis basals, i nivells significativament disminuits de la ratio NAA/Col i Col/Cr en les dues
arees esmentades respecte els fetus controls (taula 6.3.3 i figura 14). A més, en tres casos
(un cas de hipoplasia de ventricle esquerre, un cas de TGA i un cas de atresia tricaspide) es

va identificar un pic de lactat.

TAULA 6.3.3. Resultats de I'estudi espectroscopic a terme.

Perfil metabolic cc Selpiifel p *
cerebral (n=48) (n=46)
EG a I'espectro (setm) 37.2+0.3 37.3+04 0.32
Area frontal
mino / Col 4.64 +0.79 3.63+0.49 <0.01
NAA / Col 1.34 +0.21 1,61 +0.14 <0.01
Col /Cr 0.48 +/- 0.05 0.51 +0.06 <0.01
Ganglis basals
mino / Col 4.24 + 0.64 3.23+0.65 <0.01
NAA / Col 1.44 +0.25 1.85+0.28 <0.01
Col/Cr 0.40 + 0.05 0.47 +0.03 <0.01

Els resultats s’expressen en forma de mitjana + DS. * Valor P calculat mitjancant analisi multivariat de la covarianga.
CC, cardiopatia congénita; EG, edat gestacional; SRM, espectroscopia; mIno, mioinositol; Col, colina; NAA, N-acetil-
aspartat; Cr, creatina.

RESULTATS PERINATALS

No es van identificar diferencies entre els dos grups de l'estudi respecte a les
complicacions de la gestacié ni en la majoria dels resultats perinatals. Tal com era d’esperar,
els fetus amb CC mostraven una tendencia a presentar un menor pes al néixer, donada la
preséncia d’'una major proporcié de nadons amb baix pes al néixer (<p10) quan es compara
amb el grup control (17% vs 2%, p<0.01). El resultat postnatal d’aquests infants es mostra

en la figura 11.
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Figura 14. Grafic resultat de I’analisi metabolic cerebral a terme per espectroscopia

Control

En el grafic es posen de manifest els canvis en el metabolisme cerebral en els fetus amb CC respecte els fetus
controls. S'observa un increment significatiu en el pic de mIno (fletxa blava) i una disminucié6 significativa en el pic
de NAA (fletxa vermella). CC; cardiopatia congénita.

ESTUDI DEL NEURODESENVOLUPAMENT POSTNATAL

La prova de neurodesenvolupament BSID-1ll es va realitzar als infants amb CC que
no havien precisat cirurgia cardiaca correctora durant els primers 6 mesos de vida. Els
resultats d’aquesta avaluacié es mostren a la taula 6.3.4. Com es pot observar, els infants
amb CC presentaven puntuacions significativament més baixes en totes les arees del
neurodesenvolupament avaluades per la prova, en comparacié amb el controls. Globalment,
els infants amb CC presentaven una proporcié major de proves anormals respecte els
controls, pero aquestes diferencies eren sobretot més marcades en I'area motora, socio-

emocional i adaptativa.
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Taula 6.3.4. Estudi del neurodesenvolupament amb BSID-III d’estudi als 4-6 mesos de vida
(abans de la cirurgia cardiaca).

Area de la prova (n(i(1:7) C((;n:t;g)ls P*
Cognitiva 91+14 103 + 22 0.03
Area cognitiva anormal (%) t 18 11 0.34
Llenguatge 97 +8 108 + 17 0.01
Area llenguatge anormal (%) 1 24 6 0.13
Motora 86 + 11 100 + 10 0.01
Area motora anormal (%) 1 59 4 <0.01
Socio-emocional 85 + 22 106 + 24 <0.01
Area socio-emocional anormal, (%) 1 53 23 <0.01
Adaptativa 89 + 20 97 + 16 0.04
Area adaptativa anormal (%) 1 41 16 <0.01
Puntuacié mitjana 89 +10 101 +10 <0.01

Els resultats s’expressen en forma de mitjana + DS. * Valor P calculat mitjancant analisi multivariat de la covarianga,
khi-quadrat (X2) de Pearson o la prova exacte de Fisher segons convingui. T L’area es considerava anormal quan la
puntuaci6 era inferior a 85 punts (<1DS). CC; cardiopatia congénita

A lavaluar la relacio entre les variables de la RMN prenatal i la prova de
neurodesenvolupament postnatal es va observar una correlacio lineal significativa entre la
puntuacié mitjana del BSID-Ill i algunes de les variables de la RMN prenatal incloses en
'index resultat de puntuacié composta: VCT (r=0.410; p=0.02), CCing esquerra i dreta
(r=0.359; p=0.04ir=0.337; p=0.04, respectivament), ratio mino/Col frontal (r=-0.531; p<0.01)
i ratio NAA/Col frontal (r=0.452; p<0.01).
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Figura 15. Grafiques de correlacio lineal entre variables de RMN prenatal i el

BSID-IIl al 4-6 mesos de vida
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PREDICTORS DE DESENVOLUPAMENT CEREBRAL FETAL ANORMAL PER RMN

El desenvolupament cerebral fetal anormal va ser definit mitjancant un index resultat
de puntuacié composta que inclou les seguents variables de l'avaluaci6 per RMN i

espectroscopia prenatal:

e Volum cerebral total <p10 o,
e Cissura parieto-occipital o Cissura Cingular <p10 o,
¢ Perfil metabolic frontal anormal (mlIno/Col >p90, NAA/Col <p10 o Col/Cr <p10)

Per avaluar la capacitat predictiva dels parametres de la ecografia de les 20-24 setmanes
per predir un desenvolupament cerebral anormal definit com I'index resultat de puntuacio
composta mencionat anteriorment, es va realitzar un analisi de regressio logistica. Els
resultats d’aquesta es mostren a la taula 6.3.5, i s’'observa com els valors Z de I'lP de 'ACM,
del PC i de la RCP eren predictors independents d’'un desenvolupament cerebral anormal a
terme. Les altres variables analitzades (DBP, FMBV i classe de CC) no van ser

seleccionades com a predictors independents per aguest model.

Taula 6.3.5. Regressio logistica per a la predicci6 dels resultats de la RMN cerebral fetal a
terme a partir de parametres clinics i ecografics de les 20-24 setmanes en fetus amb CC.

index puntacié composta per una RMN anormal
Parametres ecografia 20-24 stm

p* OR (CI 95%)*
IP ACM (valor Z) 0.01 12.7 (3.1 -51.1)
PC (valor Z) 0.02 6.2 (2.4 - 25.8)
RCP (valor 2) 0.02 8.7(2.0-31.4)
DBP (valor Z) 0.31 3.1(0.8-12.8)
FMBYV frontal (valor Z) 0.79 2.0(0.5-13.1)
Classe de CC t 0.70 3.1(0.9-14.5)

Valor P i Odds Ratio calculats mitjangant un analisi de regressio logistica per predir el seglient index resultat de
puntuacié composta: VCT<p10 o CP-O o CCing <p10 o SRM frontal anormal (mIno/Col >p90 o NAA/Col <p10 o
Col/Cr <p10). tClasse de CC d’acord amb el patrd esperat d’aportacio de sang placentaria (altament oxigenada i
rica amb nutrients) al cervell fetal en funcié del tipus de CC. RMN, ressonancia magnética; IP ACM, index de
pulsatilitat artéria cerebral mitja; PC, perimetre cranial; RCP, ratio cerebro-placentaria; DBP, diametre biparietal;
FMBV, volum fraccid sanguinia amb moviment; CC, cardiopatia congenita.
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L'analisi de regressié va suggerir que una combinacié dels valors Z de I'lP de TACM i del PC
proporcionava el millor model de classificacio, que incloia el 86,4% de la incertesa de tenir
un desenvolupament cerebral anormal a terme (Nagelkerke r?). El segiuent model va
aconseguir una capacitat de discriminacié superior en comparacio amb els parametres

individuals: desenvolupament cerebral anormal = eY (1+eY):

Y =-3.78 + (valor Z de I'|P ACM * -2.23) + (valor Z del PC * -1.58)

La corba ROC (figura 15) d’aquest model presenta una area sota la corba de 89% (IC 95%:
85-99%).

Figura 15. Corbes ROC que il-lustren la capacitat predictiva dels parametres

ecografics de les 20-24 stm sobre el desenvolupament cerebral a terme
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Valor Z de IP PC: ASC0.75 (1C95%: 0.61—0.88, p<0.01)
Valor Z de IP ACM: ASC0.85 (IC 95%: 0.74 - 0.97, p<0.01)
Valor Z de PC + IP ACM: ASC0.89 (1C95%: 0.85—-0.99, p<0.01)

PC, perimetre cranial; IP, index pulsatilitat; ACM, artéria cerebral mitja; ASC, area sota la corba.
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7.DISCUSSIO
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7. DISCUSSIO

Aquesta tesi posa de manifest que les alteracions cerebrals dels infants amb CC
apareixen ja durant la etapa fetal i, a més, aquests canvis es poden detectar de manera molt
preco¢ durant el segon trimestre de la gestaci6. També demostra com, a part del tipus de
CC, hi ha altres parametres que ens poden ajudar a predir, de manera precog, quins son els
fetus que tindran més risc de presentar anomalies en el desenvolupament cerebral a terme.

El nostre primer estudi confirma que els fetus amb CC presenten canvis en les
biometries cefaliques i en la circulacio cerebral en comparaci6 amb els fetus controls i
demostra, per primera vegada, que aquests canvis ja estan presents de manera molt preco¢
durant el segon trimestre de la gestacio, a les 20-24 setmanes. A més, I'estudi ha demostrat
gue aquestes alteracions no només afecten a les CC més severes sin6 gue estan presents,
en major o menor mesura, en tot tipus de CC.

Durant els ultims anys, diversos estudis havien mostrat un increment en la prevalenca
de microcefalia en els nadons amb CC abans de la cirurgia correctora243436, Donofrio et
al.°, per la seva banda, va ser el primer en demostrar que els fetus amb CC presentaven
PC reduits respecte els controls al tercer trimestre de la gestacid, resultats que eren
confirmats per Arduini et al. uns anys més tard®>. En concordanca amb aquests estudis, el
nostre estudi demostra, per primera vegada, que una proporcié important de fetus amb CC
presenten un DBP i un PC per sota del percentil 5 (50% i 25%, respectivament) durant el
segon trimestre de la gestacio.

Quan ens centrem en els canvis en la circulacié cerebral, els nostres resultats son
comparables amb els dels estudis previs. Per exemple, com en el nostre estudi, Kaltman et
al.3! reportaven que els fetus amb hipoplasia de cavitats esquerres tenien valors inferiors en
I'lP de 'ACM durant el tercer trimestre. No obstant aix0, aquests autors van objectivar que
els fetus amb lesions obstructives del tracte de sortida dret (majoritariament estenosis
pulmonars i tetralogia de Fallot) no presentaven diferéncies en les resistencies
cerebrovasculars respecte els controls®!. En contrast amb aquest resultats, en el nostre
estudi vam objectivar que els fetus amb CC dretes també presentaven una disminucio de les
resistencies cerebrovasculars, i aixod s’explica perqué la nostra poblacié presentava formes
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més severes de CC dretes (majoritariament atrésia tricuspide i anomalia d’Ebstein). De la
mateixa manera, posteriorment altres grups van demostrar també que els fetus amb CC
presentaven resisténcies vasculars cerebrals disminuides respecte els fetus normals30:3%:33-
35 El nostre estudi aporta, per primera vegada, que un 10-15% dels fetus amb CC ja
presenten signes de vasodilatacio cerebral durant el segon trimestre de la gestacid. No
obstant aix0, no vam poder demostrar diferéncies en la perfusié cerebral quan vam subdividir
els casos en diferents grups de CC segons el patré de circulacio cerebral esperat en cada
un d’ells. Tot i aixi, aquests resultats s’han d’interpretar amb cautela degut a la mida
relativament petita dels diferents grups resultants. Una contribucié addicional del nostre
estudi és la utilitzacio del FMBV, que és un métode altament sensible que pot detectar canvis
en la perfusio cerebral en els fetus de manera més preco¢c que l'estudi Doppler
convencional®364, Curiosament, el 81% dels fetus amb CC presentaven valors del FMBV a
nivell del lobul frontal cerebral per sobre del percentil 95. Aquestes troballes suggereixen
amb molta for¢a que, tot i que mostrin valors normals de la I'lP de 'ACM, la proporcio de
fetus amb CC que presenten canvis subtils en la circulacié cerebral podria ser molt major.
Determinar si aquests canvis subtils poden tenir alguna influéncia en el posterior
neurodesenvolupament requereix nous estudis amb mostres més grans i amb seguiment
postnatal.

En vista de la creixent evidéncia que apunta cap a un major risc de lesié cerebral, la
prediccié de neurodesenvolupament aviat es convertira en un dels majors reptes en el
maneig contemporani dels fetus i nadons amb CC. Des d’una perspectiva clinica, I'existéncia
de canvis tan precocos en la perfusié cerebral d’aquests fetus obre el cami per a una major
investigacio per caracteritzar la historia natural dels canvis en la reorganitzacio cerebral
d’aquest fetus. Tal coneixement podria aplanar el cami per a posteriors intervencions pre- o
postnatals destinades a alterar els mecanismes que condueixen a aquesta remodelacio
cerebral i a la posterior alteracié del neurodesenvolupament. Si els nostres resultats es
confirmen en altres investigacions, el seguiment longitudinal dels parametres Doppler podria
esdevenir un index Gtil per a la identificacié dels fetus amb més risc de presentar alteracions.

El nostre segon estudi demostra que les alteracions en el desenvolupament cerebral
estan presents en la majoria de tipus de CC durant la fase final de la gestacié. A més, les

~ 110 ~



dades confirmen que aquests canvis s6n molt més importants en aquells tipus de CC que
presenten una alteracié6 més marcada respecte el patré6 normal de subministrament de sang
oxigenada al cervell, és a dir, en aquelles CC en qué el cervell fetal es perfon amb un més
baix contingut de sang provinent de la placenta (altament oxigenada i rica en nutrients).

Els resultats confirmen les dades prévies, suggerint que les alteracions en el
neurodesenvolupament en els fetus amb CC inclouen una disminucié significativa de les
biometries cefaligues en el moment del diagnostic i en el tercer trimestre3°3°, signes de
redistribucié cerebral avaluats mitjancant estudi Doppler convencional i FMBY/30-32:34,35,65,66
reduccié important dels VIT i VCT® i retard en el patr6 de desenvolupament cortical®.
Finalment, també vam obtenir resultats similars als publicats préviament en I'estudi
espectroscopic en recent nascuts?® i en el tercer trimestre de gestacié®’, mostrant una
disminucié en els ratios de NAA/Col en diferents arees cerebrals. Pel que fa a I'associacio
entre el tipus de CC i el grau de lesié neurologica, algunes publicacions previes ja havien
descrit canvis cerebrals més pronunciats en determinats tipus de CC, especialment en la
hipoplasia de cavitats esquerres®®. En el nostre estudi es van dividir sistematicament les
CC en dos grups en funcio de patro d’oxigenacio cerebral esperat, cosa que ens va permetre
proporcionar noves evidéncies concloents en suport a aguesta idea. A més, també cal
destacar que el grup d’alt risc d’aquest estudi (CC classe A) només incloia un cas de
hipoplasia de cavitats esquerres, revelant aixi que altres tipus de CC, que a priori presenten
un millor pronostic quirargic, com la coartacié d’aorta amb hipoplasia d’arc aodrtic o la TGA,
també constitueixen un grup amb alt risc de presentar un desenvolupament cerebral
anormal.

Des d’un punt de vista fisiopatologic, les nostres dades donen suport a I'antiga hipotesi
de que una aportacio insuficient d’oxigen i nutrients al cervell fetal en desenvolupament juga
un paper molt important en la lesié neuroldgica associada a les CC®’. Es interessant que, tal
com succeeix amb altres condicions associades amb una alteracio de l'oxigenacié cerebral,
com ara el retard de creixement intrauteri, la vasodilatacio cerebral €s una resposta
fisiologica amb efectes protectors limitats®®. Per tant, una vasodilatacié cerebral més
pronunciada normalment ens indicara una reducci6 més severa de l'oxigen i/o nutrients

subministrats al cervell i, probablement, un pitjor resultat en el desenvolupament neurologic
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d’aquest fetus i/o infants. D'altra banda, I'is del FMBV com un metode altament sensible per
detectar canvis subtils en la perfusié sanguinia, suggereix amb molta forca que, malgrat
presentin valors normals en 'estudi Doppler convencional de 'ACM, la proporcio de fetus
amb CC amb canvis en la circulacié cerebral podria ser inclis molt major.

Des d’un punt de vista clinic, la identificaciéo d’aquells tipus de CC associades a un
espectre més greu d’alteracions cerebrals, permetria un millor assessorament als pacients
en el moment del diagnostic i permetria orientar quins casos de CC podrien beneficiar-se
d’'un seguiment neuroldgic precog i aixi beneficiar-se també d’intervencions especifiques per
millorar el seu neurodesenvolupament®®. Si aquests resultats es confirmen en series més
amplies, hi hauria possibilitats de definir patrons especifics de desenvolupament neurologic
anormal en certs tipus de CC, els quals podrien ser de gran ajuda en la comprensio dels
mecanismes implicats en el desenvolupament cerebral anormal en els fetus i nadons amb
CC i podrien ajudar també en el disseny d'estrategies d'intervencié per intentar millorar-lo.

El tercer estudi aporta evidéncia de que I'alteracié de desenvolupament cerebral en
els fetus amb CC pot ser predit utilitzant parametres de I'avaluacié ecografica a les 20-24

setmanes (biometries cefaliques i I'estudi Doppler cerebral).

L’avaluacié multimodal del desenvolupament cerebral per RMN realitzada en aquest
estudi va permetre realitzar una descripcié global dels canvis en la remodelaci6 i el
metabolisme cerebral durant la época prenatal en els fetus amb CC. La disminuci6 dels
volums cerebrals observada en el nostre estudi esta en la linia de les publicacions prévies
gue mostraven una desacceleracié progressiva en el creixement del volum cerebral durant
el tercer trimestre de la gestacié en els fetus amb CC3738, Aquesta disminucié del volum
cerebral és predictiva de deéficits neurologics en adolescents amb CC’°. En referéncia als
canvis metabolics detectats en el nostre estudi, un NAA/Col reduit esta en concordanca amb
els altres estudis publicats en fetus®” i nounats?®. L'NAA és un marcador neuronal’, que
també esta present en els oligodendrocits immadurs’?, i la seva concentracié va
incrementant-se de manera gradual durant el procés de maduracié cerebral normal’3. El
mlno és un marcador d’activacio dels astrocits i de gliosis reactiva’*’®, que es déna en
condicions d’hipoxia moderada o severa’®. Tant la disminucié del NAA/Col com l'increment

de mino/Col sén predictors de retard en el neurodesenvolupament en els infants amb
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encefalopatia hipoxico-isquémica’’’. El patré de desenvolupament cortical anormal en els
fetus amb CC reportat en aquest estudi confirma les troballes prévies en fetus i nounats amb
CC abans de la cirurgia cardiaca!®3®. Anomalies corticals similars s’han identificat també en
fetus amb retard de creixement intrauteri que posteriorment presenten un

neurodesenvolupament anormal®.

Una de les troballes més remarcables, en contrast amb estudis anterios®’38, és que
el tipus anatomic de CC no és un predictor independent del desenvolupament cerebral
anormal quan s’'usa en associaci6 amb les altres troballes ecografiques a les 20-24
setmanes. Aquestes dades s’han de prendre amb precaucio fins que siguin confirmades en
seéries més grans, ja que és plausible que el tipus de CC també tingui el seu valor predictiu
independent quan s’usi una mostra més gran. De fet, les nostres troballes no estan en
contradiccié amb aquesta idea. Generalment s’ha assumit que les CC esquerres, com per
exemple la hipoplasia de cavitats esquerres, presenten un major risc de presentar lesions
cerebrals i retard en el neurodesenvolupament degut a una reduccié massiva de I'aportacio
de sang altament oxigenada procedent de la placenta cap al cervell fetal en
desenvolupament®?”.78, No obstant aixo, altres tipus de CC, amb una perfusié cerebral
preservada o menys alterada que les CC esquerres, també poden desenvolupar anomalies
en el neurodesenvolupament®. Aquest fet també s’ha identificat en el nostre estudi, on els
fetus definits com a subgrup de baix risc (subgrup 1, amb una perfusié cerebral amb una
proporcié normal o moderadament conservada de sang provinent de la placenta) també
presenten canvis en el patro metabolic cerebral i mostren cert retard en el patré de maduracio
cortical quan els comparem amb els fetus controls. Per tant, sembla ldgic que I'observacio
directe dels efectes que té la CC sobre el cervell en desenvolupament, discrimini millor els
fetus amb meés risc de presentar anomalies en el neurodesenvolupament, que Unicament el
tipus anatomic de CC. A més, la preséncia d’'un desenvolupament cerebral prenatal alterat
dins del grup de fetus amb una oxigenacié cerebral tedricament preservada suggereix
I'existéncia d’altres possibles factors contribuents encara per clarificar. Per exemple, certes
formes de CC han estat associades amb canvis en I'expressidé génica’ o en els nivells
circulants de factors angiogencs®, que també podrien reflectir possibles canvis en la

circulacio cerebral.
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Des dun punt de vista clinic, la utilitzaci6 de predictors especifics del
desenvolupament cerebral podria incorporar-se com a part d’'una avaluacié integral en el
moment del diagnostic ecografic d’'una CC durant el segon trimestre de la gestacié. Una
prediccio individualitzada del risc d'anomalies en el neurodesenvolupament podria millorar
de manera significativa I'assessorament a les families davant el diagnostic d’'una CC y podria
servir per iniciar intervencions des de fases molt inicials de la vida d’aquest nadons, cosa
gue ha demostrat millorar el desenvolupament cerebral en els infants en altres grups de
risc®98182  De |la mateixa manera també som conscients que la identificacié d’anomalies
cerebrals significatives durant I'etapa prenatal, pot influenciar en la decisi6 dels pares

després de I'assessorament prenatal®.

Un dels principals punts forts d’aquest estudi és que es va realitzar en una cohort ben
caracteritzada de fetus amb cardiopatia congénita diagnosticats al nostre centre i que es van
seguir de manera prospectiva. A més el desenvolupament cerebral es va avaluar mitjancant
un estudi integral per RMN, incloent una avaluacid del metabolisme cerebral per

espectroscopia amb estrictes criteris de qualitat.

El nostre estudi també presenta diverses limitacions. La nostra cohort inclou un ampli
espectre de CC, pero degut a la reduida mida de la mostra no s’han pogut treure conclusions
individuals per als diferents tipus de CC. Per altra banda, una proporci6 significativa de les
formes més severes de CC, com per exemple la hipoplasia de cavitats esquerres, no arriben
a terme donada I'elevada taxa de interrupcié legal de la gestacié que existeix en el nostre
entorn. Podriem hipotetitzar que amb una proporcié més gran d’aquestes formes de CC,
I'analisi estadistic podria haver identificat també el tipus de CC com a predictor independent
de lesio cerebral. També reconeixem que la classificacio en CC classe A i classe B és una
classificacio teorica, i tot i que aquesta pot no representar de manera optima la millor
classificacio per les CC, creiem que és precisa a I'’hora de diferenciar els diferents patrons
d’aportacié de sang oxigenada procedent de la placenta cap al cervell fetal. Pel que fa a les
diferents tecniques utilitzades en el nostre estudi, sabem que el FMBV és un molt bon
parametre per a l'avaluacié de la perfusié cerebral, perd també reconeixem que per una
correcta adquisicié de les imatges es requereix una corba d’aprenentatge considerable i,
posteriorment, requereix un post-processat off-line de les mateixes, el qual en pot limitar el
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seu Us en la practica clinica habitual. A més, també s’hauria de considerar que la utilitzacio
de tecniques de correccio del moviment com a pas previ a una estimacio volumetrica cerebral
automatitzada podria tenir avantatges i ser menys tediosa que el métode utilitzat en el nostre
estudi®3. No obstant aix0, en el nostre estudi es va realitzar una adquisicié molt acurada de
les imatges anatomiques, repetint-se I'adquisicid sempre que estiguessin artefactuades.
Aquest métode garantia I'obtencioé d’imatges de bona qualitat per poder realitzar els calculs
necessaris en tots els casos. Reconeixem que sén necessaris estudis més grans per
clarificar el paper predictiu de les variables ecografiques i per identificar patrons especifics
de lesio cerebral per a cadascuna de les principals formes anatomiques de CC. Finalment,
sabem que la definicié optima de desenvolupament neurologic anormal en els pacients amb
CC és un repte. ldealment aquesta definicié hauria d’incloure un test especific de
neurodesenvolupament als 2 anys de vida o més tard. No obstant aix0, la majoria de casos
de CC requeriran una cirurgia cardiaca durant la infancia, cosa que limita de manera molt
important la interpretacio de les proves de neurodesenvolupament posteriors. Els resultats
dels nostres test de neurodesenvolupament, realitzats en una petita mostra de nadons amb
CC abans de la cirurgia cardiaca, van mostrar correlacions significatives amb les variables
seleccionades en el nostre algoritme predictiu. Aquestes associacions recolzen el paper dels
parametres avaluats en aquest estudi per a predir el resultat neurologic més endavant,
durant I'época postnatal. Com que el nostre objectiu era predir el retard en el
neurodesenvolupament d’origen prenatal, van definir el desenvolupament cerebral anormal
com una conjuncié d’anomalies cerebrals identificades en la RMN a terme. Sera important
doncs, confirmar aquests resultats en mostres més gran i completar 'analisi de la correlacio
entre les variables ecografiques del segon trimestre i els parametres de la RMN a terme amb
proves de neurodesenvolupament realitzades en els primers anys de vida, moment en el

puguin ser avaluades habilitats cognitives rellevants.
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Importancia de I’estudi del desenvolupament cerebral en els fetus amb CC

Les CC son les malformacions congenites més frequents i la principal causa de
mortalitat per anomalia congenita durant el primer any de vida. Durant les Ultimes decades,
laugment de la supervivéncia com a consequéncia de la millora de les técniques
quirurgiques i de les mesures de suport postoperatories ha fet desviar I'atencié cap a
I'elevada xifra de morbiditat neurologica que presenten aquests infants.

Inicialment, aquesta morbididitat neurologica era atribuida a la cirurgia cardiaca i les
seves complicacions, pero en els Ultims anys ha aparegut cada vegada més evidéncia a
favor de que els nadons amb CC ja presenten anomalies cerebrals immediatament després
de néixer i abans de la cirurgia cardiaca. D’aquesta manera s’ha focalitzat I'atencié cap a un
possible origen prenatal de la lesio cerebral que presenten aquest infants. Aquest concepte,
conegut com "programacio fetal", és un dels enfocs més importants de cares a la prevencio
de les malalties durant I'edat adulta. El desenvolupament cerebral durant la vida fetal és un
procés molt complexe que requereix un equilibri adequat en I'aport d’oxigen i nutrients. Les
condicions adverses durant I'embaras, com per exemple la preséncia d’'una CC, poden
condicionar un desenvolupament cerebral anormal que posteriorment pot acabar
desenvocant en els diferents tipus i graus de morbiditat neurologica que presenten els
nadons i infants amb CC.

En aquesta tesi hem demostrat que és possible identificar canvis en el
desenvolupament cerebral dels fetus amb CC en etapes molt precoces de la gestacio i, a
més hem demostrat com, a part del tipus de CC, existeixen altres variables (biometries
cefaliques i varibles de I'estudi Doppler) que ens poden ajudar a identificar de manera molt
preco¢ quins fetus amb CC presentaran més risc de presentar alteracions en el
desenvolupament cerebral.

La informacio presentada obre les portes per la introduccié d’aquestes variables dins
de l'avaluacio inicial de les CC, en el moment de diagnostic, permetent aixi identificar de
manera precog els fetus amb més risc de desenvolupar anomalies del sistema nerviés
central que condicionin posteriorment I'aparicié d’alteracions en el neurodesenvolupament.

La identificacio preco¢ dels fetus amb risc de presentar un neurodesenvolupament

anormal permetra, per una banda, millorar de manera significativa I'assessorament familiar
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en el moment del diagnostic de la CC i, per altre banda, permetra iniciar intervencions
(programes d’estimulacié precoc) per tal de millorar el resultat neurologic final d’aquests

infants.
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8. CONCLUSIONS
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8. CONCLUSIONS

1. Elsfetus amb CC presenten anomalies en el desenvolupament cerebral identificables per
ecografia (durant el segon i a terme) i per RMN a terme:

1.1. Biometries cefaliques reduides.

1.2. Signes de redistribuci6 hemodinamica cerebral, amb vasodilataci6 cerebral,

identificables en I'estudi Doppler fetoplacentari.

1.3.  Augment de la perfusio a nivell del lobul frontal cerebral avaluada mitjangant el
FMBV.

1.4. Volum cerebral reduit, alteracié en el patré de desenvolupament cortical i en el

metabolisme cerebral identificables per RMN i espectroscopia.

2. Les CC que presenten una obstruccio del tracte de sortida del ventricle esquerre i la TGA
(patr6 de perfusié cerebral amb una disminucié marcada del volum de sang oxigenada

provinent de la placenta), presenten alteracions en neuroimatge més pronunciades.

3. En els casos que no requereixen cirurgia correctora durant els primers mesos de vida,
els fetus que presenten anomalies del desenvolupament cerebral més pronunciades en
la RMN a terme presenten pitjor puntuacio en el test de neurodesenvolupament realitzat

als 4-6 mesos de vida.

4. En els fetus amb CC, el perimetre cranial i I'lP de ’ACM durant el segon trimestre de la
gestaci6é (20-24 setmanes) permeten identificar els fetus amb més risc de presentar un

desenvolupament cerebral anormal a terme avaluat per RMN.
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