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RESUMEN

Introduccién: El parto pretérmino, definido como el nacimiento antes de las 37
semanas de gestacion, afecta aproximadamente a 15 millones de neonatos al afio en
el mundo y es la principal causa de mortalidad neonatal. El cerclaje cervical es una
intervencidn quirdrgica disefiada para dar soporte mecanico al cuello uterino
incompetente. Las herramientas actuales de estratificacion de riesgo tienen
limitaciones criticas. Entre el 40% y el 50% de las pacientes que requieren un cerclaje
de emergencia carecen de antecedentes obstétricos previos. Identificar biomarcadores
moleculares capaces de detectar eventos fisiopatologicos tempranos disbiosis e
inflamacion antes de que se produzca una remodelacién cervical irreversible es un

factor clave para pasar de un enfoque reactivo a uno predictivo-preventivo.

Objetivo: Determinar qué bacterias distintas a Lactobacillus spp. y qué marcadores
inflamatorios que se presentan de forma temprana en el embarazo se asocian al

requerimiento de cerclaje cervical.

Materiales y métodos: Trabajo analitico y longitudinal basado en una cohorte
prospectiva multicéntrica de 133 mujeres embarazadas reclutadas en cinco hospitales
del Reino Unido entre febrero de 2016 y junio de 2018, con un total de 385 muestras
longitudinales. Se recolectaron muestras de fluido cervicovaginal en tres ventanas
gestacionales. La microbiota vaginal se caracterizdé por secuenciacién del gen 16S
rRNA en lllumina MiSeq. Las citocinas se cuantificaron con ensayos multiplex Luminex.
Para el andlisis estadistico se utilizaron curvas ROC vy coeficientes de correlacion de

Spearman.

Resultados: En el periodo A, IL-1B demostré una capacidad predictiva significativa
para la necesidad de cerclaje (AUROC = 0.6270; p = 0.0145). L. crispatus mostrd una
asociacion significativa paraddjica (AUROC = 0.6190; p = 0.0220), y se sumo IL-18
(AUROC =0.6182; p =0.0229). En el periodo B, IL-18 mantuvo su capacidad predictiva
(AUROC = 0.6257; p = 0.0131), y dos anaerobios disbioticos resultaron significativos,



Peptoniphilus emergidé como un predictor microbioldgico significativo (AUROC =
0.6121; p = 0.0270), junto con Dialister spp. (AUROC = 0.6299; p = 0.0104). En el
periodo C, ninguna variable alcanzé significancia estadistica, con valores de AUC
cercanos a 0.50. Las correlaciones entre los predictores fueron en su mayoria débiles,
salvo entre Dialister spp. y Peptoniphilus spp. en el periodo B, que se correlacionaron
de forma fuerte (p = 0.72).

Conclusiones: IL-13 posee una capacidad predictiva significativa y consistente en
ambos periodos. Peptoniphilus emerge como un predictor microbioldgico significativo
en el periodo B. La independencia entre el eje inmunoldgico (IL-1B) y el microbioldgico
respalda el desarrollo de modelos integrados que combinen informacidén inmunoldgica,

microbioldgica y clinica.

Palabras clave: biomarcadores, cerclaje,, pretérmino, IL-1.
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ABSTRACT

Introduction: Preterm birth, defined as delivery before 37 weeks of gestation, affects
approximately 15 million neonates per year worldwide and constitutes the leading
cause of neonatal mortality. Cervical cerclage is a surgical intervention designed to
provide mechanical support to the incompetent cervix. However, current risk
stratification tools present critical limitations, as 40-50% of patients requiring
emergency cerclage lack prior obstetric history. The identification of molecular
biomarkers capable of detecting early pathophysiological events —dysbiosis and
inflammation— before irreversible cervical remodeling is essential for transitioning from

a reactive to a predictive-preventive approach.

Objective: To determine whether early bacteria other than Lactobacillus spp. and

inflammatory markers can predict a further requirement of cervical cerclage.

Materials and methods: An analytical and longitudinal study was conducted based on
a prospective multicenter cohort of 133 pregnant women recruited at five hospitals in
the United Kingdom between February 2016 and June 2018, with 385 longitudinal
samples. Cervicovaginal fluid samples were collected at three gestational windows.
Vaginal microbiota was characterized by 16S rRNA gene sequencing on lllumina
MiSeq. Cytokines were quantified using Luminex multiplex assays. ROC curves and

Spearman correlation coefficients were used for statistical analysis.

Results: In period A, IL-1B demonstrated significant predictive capacity for cerclage
necessity (AUROC = 0.6270; p = 0.0145). L. crispatus showed a paradoxical significant
association (AUROC = 0.6190; p = 0.0220), and IL-18 was also significant (AUROC =
0.6182; p = 0.0229). In period B, IL-1B maintained its predictive capacity (AUROC =
0.6257; p = 0.0131), and Peptoniphilus emerged as a significant microbiological
predictor (AUROC = 0.6121; p = 0.0270), together with Dialister spp. (AUROC =
0.6299; p = 0.0104). In period C, no variable reached statistical significance, with AUC
values close to 0.50. Inter-correlations among predictors were mostly weak, except
between Dialister spp. and Peptoniphilus spp. in period B, which were strongly

correlated (p = 0.72).
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Conclusions: IL-1B possesses significant and consistent predictive capacity in both
periods. Peptoniphilus emerges as a significant microbiological predictor in period B.
The independence between the immunological axis (IL-18) and the microbiological axis
supports the development of integrated models combining immunological,

microbiological, and clinical information.

Keywords: biomarkers, cerclage, preterm,, IL-1.
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INTRODUCCION

La comprensién actual del parto pretérmino y de la insuficiencia cervical se basa
en cuatro ideas que se han consolidado en las ultimas dos décadas: el parto pretérmino
entendido como sindrome obstétrico mayor, el transito del modelo puramente
mecanico de la insuficiencia cervical a un modelo inflamatorio-microbiano, el marco de
los Community State Types (CST) para describir la microbiota vaginal y el paradigma
inmunolégico Th1/Th2 aplicado al embarazo (Romero et al., 2015; Elovitz et al., 2019;
Ravel et al., 2011; Sykes et al., 2012). Sobre estas ideas se inscribe la logica de los
modelos predictivos basados en biomarcadores que orientan la decision de colocar un
cerclaje (Honest et al., 2004; Conde-Agudelo & Romero, 2014).

El parto pretérmino como sindrome obstétrico mayor

La enfoque contemporaneo del parto pretérmino lo sitia no como una entidad
clinica unica, sino como uno de los “grandes sindromes obstétricos” en el sentido
propuesto por Romero et al. (2015): un fenotipo final comun al que se puede llegar
desde mecanismos etioldgicos heterogéneos. No hay una causa unica del parto
pretérmino, sino vias infeccion/inflamacion, disfuncidn decidual, sobre-distension
uterina, isquemia uteroplacentaria, alergia, trastornos cervicales, estrés materno-fetal
que convergen en la activacion de la “via comun del parto”: produccién de uterotoninas,
maduracién cervical y activacion de las membranas. Esta forma de conceptualizar el
problema ha sido determinante para la investigacion, ya que implica que ninguna
intervencioén aislada sera eficaz en todas las pacientes, y que la estratificacion basada
en mecanismos y no solo en factores de riesgo deberia preceder a la indicacion

terapéutica.

La epidemiologia sostiene esta concepcion multifactorial: se estima que
aproximadamente 15 millones de nacimientos pretérmino que se registran al afio en el
mundo (Chawanpaiboon et al., 2019; Ohuma et al., 2023), repartidos de forma muy
desigual entre regiones, dificilmente pueden atribuirse a una sola causa. Las cifras
consolidan, ademas, su peso como problema sanitario, con consecuencias que

perduran después del periodo neonatal y alcanzan la edad adulta. Precisamente esa
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heterogeneidad bioldgica es la que fundamenta el interés por la busqueda de
biomarcadores capaces de identificar mecanismos especificos en este caso, los
ligados a disbiosis vaginal e inflamacion local que conducen al subgrupo de pacientes

susceptibles de beneficiarse de un cerclaje (Elovitz et al., 2019; Kindinger et al., 2017).

Insuficiencia cervical: del modelo mecanico al modelo inflamatorio-

microbiano

Historicamente, la insuficiencia cervical se entendi®é como un problema
puramente estructural: una incapacidad del esfinter cervical interno para retener el
embarazo. La intervencion logica era mecanica el cerclaje cervical descrito de manera
sistematica por Shirodkar y McDonald a mediados del siglo XX, y extendido afios
después por Benson y Durfee (1965) al abordaje transabdominal y la indicacion se
apoyaba sobre todo en la historia obstétrica. Este modelo “mecanico puro” sigue
siendo util, pero ha mostrado limitaciones importantes como:una fraccion no menor de
pacientes con cerclaje termina presentando parto pretérmino, y otra fraccion con

historia obstétrica adversa nunca llega a presentarlo (Alfirevic et al., 2017).

En la ultima década, el péndulo se ha desplazado hacia un modelo inflamatorio-
microbiano. Desde esta otra mirada, la insuficiencia cervical seria la manifestacion
clinica de un proceso molecular subyacente activacion de la respuesta inflamatoria
local, produccion de metaloproteinasas de matriz, degradacion del colageno
cervicaliniciado a menudo por una alteraciéon de la microbiota vaginal (Elovitz et al.,
2019; Menon et al., 2019). La imagen del cérvix como un “esfinter pasivo” cede paso
a la de un tejido biolégicamente activo, cuyas propiedades mecanicas dependen del
estado inflamatorio y microbioldgico del entorno local. Este giro conceptual es el que
justifica buscar biomarcadores moleculares como predictores y, en el futuro,
complementar el cerclaje con intervenciones dirigidas a la inflamacion o a la

microbiota.

Microbiota vaginal y Community State Types

Ravel et al. (2011) propususieron que la microbiota vaginal de las mujeres en

edad reproductiva puede clasificarse, con base en el género bacteriano dominante, en
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cinco estados comunitarios o Community State Types (CST). Cuatro de ellos estan
dominados por especies de Lactobacillus (CST I, L. crispatus; CST Il, L. gasseri; CST
lll, L. iners; CST V, L. jensenii), mientras que el CST IV se caracteriza por la ausencia
de dominancia lactobacilar y por una mayor presencia de anaerobios como
Gardnerella, Prevotella, Atopobium y Peptoniphilus. El clasificador VALENCIA,

utilizado en el presente estudio, opera dentro de este marco.

La relevancia clinica de la clasificacion CST se consolidd con trabajos
posteriores que asociaron determinados estados comunitarios con desenlaces
obstétricos. Fettweis et al. (2019) mostraron que la composiciéon de la microbiota
vaginal en el primer trimestre se asocia al riesgo de parto pretérmino espontaneo, con
un patron en el que el CST IV y, en menor medida, el dominio por L. iners (CST Ill) se
asocian a mayor riesgo, mientras que la dominancia de L. crispatus (CST |) se
comporta como protectora. Kindinger et al. (2017) ampliaron esta linea de trabajo al
describir la interaccidn entre microbiota, longitud cervical y respuesta a progesterona
vaginal. El conjunto de estas evidencias sostiene la idea de que la microbiota no
acompana pasivamente al proceso obstétrico, sino que tiene poder explicativo sobre

el riesgo.

Paradigma Th1/Th2 en la inmunologia del embarazo

El embarazo representa, desde una perspectiva inmunoldgica, un fenbmeno
paradogjico:el sistema inmune materno debe tolerar a un semiinjerto antigénicamente
distinto. EI modelo clasico, refinado por trabajos posteriores, propuso que esta
tolerancia se apoya en un desplazamiento del balance Th1/Th2 hacia un perfil Th2
dominante, con predominio de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10, que favorecen la
tolerancia inmune (Sykes et al., 2012). Cuando ese equilibrio se rompe y aparece una
desviacion hacia un perfil Th1 (con IL-1B, IFN-y, TNF-a e IL-2 al frente), se han descrito
asociaciones con complicaciones obstétricas, entre ellas el aborto recurrente y el parto

pretérmino (Chan et al., 2022).

Trabajos mas recientes han matizado este modelo binario. Chan et al. (2022),
en el estudio que sirve de base metodoldgica al presente trabajo, mostraron que el

parto pretérmino mediado por microbiota implica una interaccion entre la inmunidad
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innata y la adaptativa que va mas alla de la dicotomia clasica. En ese escenario,
citocinas como IL-13 funcionan como bisagra entre la deteccibn microbiana por
receptores tipo Toll y la activacion de la respuesta adaptativa, mientras que IL-2 —
cuya funcién canodnica es la expansién clonal de linfocitos T— aparece como un
participante que el modelo Th1/Th2 estricto no preveia. Este matiz justifica medir un
panel amplio de citocinas y no limitarse a las que “clasicamente” se han asociado al

parto pretérmino.

De la disbiosis a la remodelacion cervical: cascada fisiopatolégica

Al integrar a los marcos anteriores, se puede trazar una cascada con tres pasos.
El primer paso ocurre cuando la pérdida de dominancia de Lactobacillus y la
colonizacion por anaerobios disbidticos elevan el pH vaginal, reducen la produccién de
acido lactico y de bacteriocinas, y alteran la integridad de la barrera mucosa cervical
(Fettweis et al., 2019; Ravel et al., 2011). En el segundo paso, la presencia de estos
anaerobios y de sus productos activa receptores de patrones moleculares —
principalmente TLR-2 y TLR-4— en células epiteliales e inmunes residentes, lo que
dispara la produccion de citocinas proinflamatorias (Elovitz et al., 2019). El tercer paso
se localiza en el tejido cervical: las citocinas, sobre todo IL-13, inducen la expresion de
metaloproteinasas de matriz (MMP-8, MMP-9) y la sintesis de prostaglandinas, lo que
se traduce en degradacién del colageno cervical, maduracién prematura y, finalmente,

dilatacion silente (Menon et al., 2019).
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Figura 1. De la disbiosis vaginal a la remodelacion cervical: cascada fisiopatologica. El esquema
resume, de manera general, los tres pasos que enlazan la disbiosis vaginal pérdida de la dominancia
de Lactobacillus y aumento de anaerobios con la inflamaciéon local, mediada por citocinas
proinflamatorias como IL-1B, y la consiguiente remodelaciéon y acortamiento cervical que puede
favorecer la insuficiencia cervical y el parto pretérmino. Elaboracion propia con base en la literatura
citada.

Este esquema es relevante para la presente investigacion porque anticipa que
tanto un marcador microbiolégico (el anaerobio disbidtico) como uno inmunolégico (la
citocina) deberian correlacionarse con el desenlace clinico, aunque con grados
variables de independencia entre si. y ademas, situa la ventana de oportunidad
predictiva en el segundo trimestre antes de que la remodelacion cervical sea
irreversible, permitiendo plantear como hipoétesis razonable que la utilidad de estos
biomarcadores se diluira en el tercer trimestre, cuando los pasos distales de la cascada

ya estan en marcha.

Bases conceptuales de los modelos predictivos basados en

biomarcadores

Un modelo predictivo, en términos formales, es una funcion que asigna a cada

paciente una probabilidad estimada de presentar un desenlace a partir de un conjunto
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de variables predictoras (Moons et al., 2019). La calidad del modelo se evalua
habitualmente con tres dimensiones: discriminacién su capacidad para distinguir entre
quienes presentaran y no presentaran el desenlace, cuantificada mediante el area bajo
la curva ROC, calibracion la concordancia entre las probabilidades predichas y las
observadas vy utilidad clinica su capacidad para modificar decisiones con impacto en
resultados—. En el presente trabajo, el enfoque se centra en la primera dimension: la
discriminacion, medida por el AUROC de cada biomarcador (Conde-Agudelo &
Romero, 2014).

Cabe precisar que un AUROC modestamente superior a 0.5, aunque
estadisticamente significativo, no implica utilidad clinica inmediata. Los marcos
contemporaneos para evaluar modelos predictivos como la guia PROBAST (Moons et
al., 2019) recomiendan completar la métrica discriminativa con analisis de calibracion,
evaluacion del impacto clinico y validacion externa antes de proponer un biomarcador
para la practica. Los hallazgos del presente estudio, por tanto, deben entenderse como
evidencia de que existe una sefial biolégica predictiva entre la disbiosis, la inflamacion
local y la necesidad de cerclaje, y como punto de partida para modelos multivariables
integradores que tendran que pasar por las etapas de validacién que dicha guia

contempla.
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MARCO TEORICO

Epidemiologia del Parto Prematuro

El parto prematuro (PPT) es aquel que ocurre antes de las 37 semanas
completas de gestacion, y sigue siendo uno de los grandes problemas no resueltos de
la obstetricia. Cada afio nacen prematuramente alrededor de 15 millones de bebés en
el mundo, una cifra que se traduce, segun la regidn, en entre el 5% y el 18% del total
de nacimientos. En México la prevalencia oscila entre el 8% y el 12%, con diferencias
regionales que reflejan tanto disparidades en el acceso a servicios de salud como
factores socioecondmicos (Chawanpaiboon et al., 2019). Su impacto no se limita a la
frecuencia: las consecuencias a corto y largo plazo que genera, tanto para el neonato
como para los sistemas de salud, son las que terminan de definirlo como un problema

sanitario de primer orden (Petrou et al., 2019; Twilhaar et al., 2018).

La incidencia del parto prematuro ha mostrado tendencias variables en las
ultimas décadas. En paises desarrollados se ha observado una estabilizacién o ligera
disminucion, atribuible a intervenciones preventivas y a mejoras en el cuidado prenatal,
en los paises en desarrollo, en cambio, las tasas se mantienen elevadas y siguen
asociadas a factores de riesgo prevenibles (Dobrokhotova et al., 2018). La distribucidon
tampoco es homogénea: es mas frecuente en poblaciones con recursos limitados,
acceso restringido a atencion prenatal de calidad y alta prevalencia de factores
modificables como infecciones genitourinarias no tratadas y estados nutricionales
deficientes (Vogel et al., 2018).

Morbilidad y Mortalidad Asociadas al Parto Prematuro

Las consecuencias del parto prematuro son multidimensionales y se extienden
desde el periodo neonatal inmediato hasta la vida adulta. La prematuridad es la
primera causa de mortalidad neonatal y la segunda causa de muerte en nifios menores
de cinco anos en el mundo, y se le atribuye aproximadamente un millén de defunciones

al ano (Ohuma et al., 2023). La mortalidad guarda relacion inversa con la edad
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gestacional al nacimiento, con tasas especialmente altas en neonatos menores de 28

semanas, donde pueden superar el 50% en entornos con recursos limitados.

La morbilidad neonatal asociada al parto prematuro es igual de relevante e
incluye un abanico amplio de complicaciones. El sindrome de dificultad respiratoria,
secundario a inmadurez pulmonar y déficit de surfactante, es una de las
complicaciones mas frecuentes en las primeras horas de vida (Sweet et al., 2023). En
el plano neuroldgico, la hemorragia intraventricular, la leucomalacia periventricular y la
encefalopatia hipdxico-isquémica figuran entre las mas devastadoras, con
consecuencias permanentes sobre el neurodesarrollo. La enterocolitis necrotizante, la
retinopatia del prematuro y la displasia broncopulmonar completan el cuadro y suelen

requerir intervenciones médicas prolongadas y especializadas (Myrhaug et al., 2019).

Las secuelas a largo plazo incluyen alteraciones del neurodesarrollo, con mayor
incidencia de paralisis cerebral, discapacidades cognitivas, trastornos del aprendizaje
y déficits sensoriales. Los estudios longitudinales documentan que los niflos nacidos
prematuramente presentan mas problemas conductuales, mayor frecuencia de
trastorno por déficit de atencion e hiperactividad y peor rendimiento académico
(Twilhaar et al., 2018). Ya en la vida adulta, las personas nacidas pretérmino muestran
mayor prevalencia de enfermedades cronicas hipertension arterial, diabetes tipo 2 y
enfermedad cardiovascular, un patron que apunta a un efecto de programacion fetal

adversa (Crump et al., 2019).

Factores de Riesgo para el Parto Prematuro

La etiologia del parto prematuro es multifactorial y obedece a una interaccion
compleja entre factores maternos, fetales, placentarios y ambientales. Dentro del
historial obstétrico, el antecedente de parto prematuro previo es uno de los predictores
mas fuertes: incrementa el riesgo de recurrencia entre 2.5 y 3.5 veces en embarazos
posteriores (Romero et al., 2015). Las pérdidas gestacionales recurrentes del segundo
trimestre, sobre todo cuando se asocian a incompetencia cervical, dibujan un patrén
de riesgo muy elevado que obliga a una vigilancia estrecha y a valorar intervenciones
profilacticas (Alfirevic et al., 2017). La incompetencia cervical, entendida como la

incapacidad del esfinter cervical interno para mantener el embarazo hasta el término
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en ausencia de sangrado o de datos sugestivos de infeccion, puede conducir a una
dilatacion cervical prematura y, a partir de ahi, a trabajo de parto prematuro o pérdida

gestacional (Dobrokhotova et al., 2018).

Los trastornos hipertensivos del embarazo, principalmente la preeclampsia y la
eclampsia, son factores de riesgo importantes para el parto prematuro iatrogénico. La
preeclampsia complica entre el 5% y el 8% de los embarazos y con frecuencia obliga
a una terminacioén anticipada para preservar la salud materna y fetal (Magee et al.,
2022). Su gravedad correlaciona de forma directa con la probabilidad y la precocidad
del parto: son las formas con criterios de severidad las que con mayor frecuencia

exigen terminacién antes de las 34 semanas.

La fertilizacion in vitro (FIV) y otras técnicas de reproduccion asistida se asocian
con un riesgo mayor de parto prematuro, sobre todo cuando dan lugar a embarazos
multiples. EI embarazo gemelar, al margen del método de concepcidn, llega a tasas
de parto prematuro del 50-60%, y cerca del 15% de esos nacimientos ocurre antes de
las 32 semanas (Debiéve et al., 2010). Los mecanismos en juego incluyen
sobredistensién uterina, mayor demanda metabdlica y una mayor frecuencia de

complicaciones obstétricas como preeclampsia e insuficiencia placentaria.

Las condiciones médicas maternas preexistentes, en particular la diabetes
mellitus y la hipertensién cronica, elevan el riesgo de parto prematuro por varias vias.
La diabetes, sobre todo cuando hay control glucémico suboptimo, se asocia con mayor
incidencia de preeclampsia, polihidramnios, macrosomia fetal y malformaciones
congénitas, todas ellas capaces de precipitar un parto prematuro (Mcintyre et al.,
2019). La hipertensién crénica, por su parte, aumenta el riesgo de preeclampsia
sobreagregada, restriccion del crecimiento intrauterino y desprendimiento prematuro
de placenta normoinserta, situaciones que con frecuencia obligan a terminar el

embarazo antes de tiempo.

El tabaquismo durante el embarazo es un factor de riesgo modificable y muy
prevalente. Sus mecanismos incluyen vasoconstriccion placentaria, menor capacidad
de transporte de oxigeno, aumento del estrés oxidativo y efectos inflamatorios directos

sobre los tejidos gestacionales. El riesgo crece de forma proporcional al numero de
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cigarrillos consumidos y, aunque el abandono del habito incluso en etapas avanzadas

del embarazo no lo elimina, si lo reduce parcialmente (Dahlin et al., 2016).

La edad materna en los extremos del espectro reproductivo también pesa. Las
adolescentes menores de 18 afios tienen un riesgo mayor que se ha atribuido a
inmadurez bioldgica, nutricion inadecuada y menor acceso al cuidado prenatal. En el
otro extremo, las mujeres de edad materna avanzada (=35 afios) enfrentan un riesgo
elevado por la mayor prevalencia de condiciones médicas cronicas, anomalias
cromosomicas fetales y complicaciones obstétricas como placenta previa y

preeclampsia (Lean et al., 2017).

La longitud cervical, evaluada por ultrasonido transvaginal, se ha consolidado
como uno de los predictores mas objetivos y confiables de parto prematuro. Una
longitud menor a 25 mm antes de las 24 semanas se asocia con un riesgo
notablemente mayor, y este riesgo crece a medida que la longitud disminuye
(Dobrokhotova et al., 2018). Por debajo de 15 mm el riesgo supera el 50% en algunos
estudios (He & Zhao, 2022). La utilidad clinica esta en que permite identificar a las
pacientes que podrian beneficiarse de progesterona vaginal o de cerclaje. El virus del
papiloma humano (VPH) y las lesiones cervicales asociadas son factores adicionales,
sobre todo cuando han requerido tratamiento quirdrgico. La conizacidon cervical,
indicada para neoplasia intraepitelial cervical de alto grado, retira tejido estromal y
puede comprometer la competencia cervical, lo que aumenta el riesgo de dilatacion
prematura y, en casos seleccionados, justifica la colocacién de cerclaje (Kyrgiou et al.,
2017).

La corioamnionitis inflamacién e infeccidn de las membranas fetales y del liquido
amniodtico es una de las causas mas relevantes de parto prematuro espontaneo. Entre
el 25% y el 40% de todos los partos prematuros se asocia con infeccidén intraamnidtica,
y esa proporcién es inversamente proporcional a la edad gestacional. Su presentacion
puede ser clinica o subclinica; la forma subclinica resulta especialmente problematica
por la dificultad diagndstica y la ausencia de sintomas maternos evidentes hasta

etapas avanzadas. La amniocentesis se puede emplear para obtener cultivos y
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descartar infeccion intraamniética antes de procedimientos de rescate como el cerclaje

de urgencia (Kim et al., 2015).

La disbiosis vaginal, caracterizada por la disminucion de especies protectoras
de Lactobacillus y colonizacion por bacterias anaerobias asociadas con vaginosis
bacteriana, es un factor de riesgo bien establecido para parto prematuro. La microbiota
vaginal saludable esta dominada por especies de Lactobacillus, sobre todo L.
crispatus, L. iners, L. jensenii y L. gasseri, que mantienen un pH acido (3.8-4.5)
mediante produccion de acido lactico y otros metabolitos antimicrobianos (Ravel et al.,
2011). Esta acidificacién y la produccion de bacteriocinas y peroxido de hidrégeno
inhiben el crecimiento de patdgenos potenciales. La vaginosis bacteriana, presente en
aproximadamente 10-30% de mujeres embarazadas, se caracteriza por reemplazo de
Lactobacillus por bacterias anaerobias como Gardnerella vaginalis, Prevotella spp.,
Peptoniphilus spp., Mobiluncus spp. y Atopobium vaginae. Esta alteracién microbiana
se asocia con incremento de 2 a 3 veces en el riesgo de parto prematuro,
probablemente mediado por respuestas inflamatorias locales exacerbadas y
produccion de enzimas que degradan la matriz extracelular del cuello uterino y

membranas fetales (Fettweis et al., 2019).

Estrategias Terapéuticas para Prevencién del Parto Prematuro

El manejo del riesgo de parto prematuro se ha modificado de manera
considerable en los ultimos afos, y ha e integrado estrategias farmacoldgicas y
quirurgicas. La progesterona, por via vaginal o intramuscular, es la intervencion
farmacoldgica de referencia en pacientes de alto riesgo. La progesterona vaginal (200
mg al dia) reduce el parto prematuro en mujeres con ceérvix corto (<25 mm) detectado
por ultrasonido en el segundo trimestre, con una disminucion del riesgo relativo de
alrededor del 40-50% (Romero et al., 2018). Sus mecanismos incluyen el
mantenimiento de la quiescencia miometrial, la modulacion de la respuesta
inflamatoria y la prevencién de la maduracion cervical prematura. La progesterona
intramuscular (250 mg semanales de 17-alfa-hidroxiprogesterona caproato) esta
indicada en pacientes con antecedente de parto prematuro espontaneo previo y reduce

de forma significativa la recurrencia (Care et al., 2022).
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Los tocoliticos son un grupo heterogéneo de farmacos que se utilizan para
suprimir la actividad uterina cuando ya se ha establecido el trabajo de parto prematuro.
No reducen la incidencia global del parto pretérmino, pero pueden prolongar el
embarazo 48-72 horas, una ventana critica que permite administrar corticosteroides
para la maduracion pulmonar fetal y, si hace falta, trasladar a la madre a un centro con
cuidado neonatal intensivo (Haas et al., 2012). Entre ellos se encuentran bloqueadores
de canales de calcio (nifedipina), inhibidores de la sintesis de prostaglandinas
(indometacina), agonistas beta-adrenérgicos (terbutalina) y antagonistas de
receptores de oxitocina (atosiban). La nifedipina y el atosiban se consideran de primera

linea por su buen perfil de eficacia y seguridad (Flenady et al., 2014).

El cerclaje cervical es una intervencion quirurgica que tiene como finalidad dar
soporte mecanico al cérvix incompetente y evitar su dilatacion prematura. Consiste en
suturar el cérvix de modo que permanezca cerrado durante el embarazo, reduciendo
el riesgo de trabajo de parto prematuro (Dobrokhotova et al., 2018). Sus indicaciones
dependen de caracteristicas clinicas y ultrasonograficas concretas de cada paciente;
en poblaciones bien seleccionadas, el procedimiento reduce el parto prematuro y

mejora los resultados perinatales (Alfirevic et al., 2017).

Cerclaje de Urgencia versus Cerclaje Electivo

El cerclaje cervical puede clasificarse, segun el momento y las indicaciones de
su realizacioén, en cerclaje profilactico (electivo), cerclaje indicado por ultrasonido y
cerclaje de urgencia (rescate). La distincion importa porque cada tipo tiene
indicaciones propias, técnicas quirurgicas que pueden variar y pronosticos distintos. El
cerclaje electivo o profilactico se coloca por lo general entre las 12 y 14 semanas de
gestacion en pacientes con historia obstétrica sugestiva de incompetencia cervical,
definida clasicamente como dos o0 mas pérdidas gestacionales en el segundo trimestre
con dilatacion cervical indolora en ausencia de trabajo de parto o sangrado (Shennan
& Jones, 2004). Aunque el procedimiento puede extenderse entre las semanas 10 a
16 en algunos casos, el periodo optimo permite realizar la intervencion cuando el cérvix

aun mantiene su longitud normal y no presenta cambios evidentes de dilatacién o

24



borramiento (Adeniran et al., 2014). Las técnicas transvaginales mas comunmente

empleadas incluyen:

Tabla 1. Principales técnicas transvaginales de cerclaje cervical.

Técnica Descripcion Referencia

McDonald Sutura en “bolsa de tabaco” o circular alrededor del cérvix con Wood & Owen (2016)
material permanente; se realiza usualmente entre las 12 y 14
semanas de gestacion. Es la técnica transvaginal mas empleada.

Shirodkar Banda submucosa (fascia lata o Mersilene) colocada bajo la Simcox & Shennan
mucosa vaginal a ambos lados del cérvix, con nudo anterior o (2007)

posterior. Mayor soporte tedrico, pero mayor complejidad
técnica; indicada sobre todo en cerclaje profilactico.

Wurm Dos puntos de sutura de ida y vuelta con material no Banerjee et al. (2020)
absorbible. Abordaje menos invasivo, con menor riesgo de
complicaciones.

Modificada de Emplea los ligamentos del cérvix para asegurar el cerclaje con Uchide et al. (2000)
Espinosa Flores cinta umbilical o Mersilene, distribuyendo el soporte de forma
anatomica.

El cerclaje indicado por ultrasonido es una categoria intermedia que se
recomienda en pacientes con gestacion unica, antecedente de parto prematuro
espontaneo previo y acortamiento cervical documentado (<25 mm) por ultrasonido
transvaginal antes de las 24 semanas (Story & Shennan, 2021). Esta estrategia
combina los factores de riesgo historicos con la evidencia objetiva de cambios
cervicales incipientes, lo que permite intervenir antes de que aparezca una dilatacion
significativa. La evidencia disponible sugiere que puede ser mas costo-efectiva que el
cerclaje profilactico universal en pacientes de alto riesgo, ya que evita procedimientos

innecesarios en quienes mantienen una longitud cervical adecuada (Pan et al., 2022).

El cerclaje de urgencia, también llamado de rescate, se reserva para situaciones
en las que ya se documenta una dilatacion cervical importante (tipicamente =2 cm),
con o sin protrusién de membranas amnidticas, siempre que no exista trabajo de parto
activo, ruptura de membranas, sangrado significativo ni datos de infeccion
intraamnidtica. Se trata de un escenario de alto riesgo en el que la probabilidad de
pérdida gestacional sin intervencion es muy elevada. Técnicamente es mas exigente
que el cerclaje electivo por los cambios cervicales avanzados y la presencia frecuente

de membranas protruyentes, que deben reducirse con cuidado para evitar su ruptura
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durante la colocacion de la sutura (Namouz et al., 2013). A partir de la semana 17
conlleva riesgos mayores asociados a los cambios morfoldgicos del cérvix, y después
de la semana 26 la probabilidad de ruptura de membranas y de desencadenar trabajo
de parto prematuro es lo bastante alta como para que no se recomiende su uso en
esas etapas (Naqvi & Barth, 2018).

Técnicas Adicionales para Optimizar el Cerclaje Cervical

En cerclajes de urgencia con membranas protruyentes, se han descrito técnicas

auxiliares para facilitar el procedimiento y reducir complicaciones:

 Amniocentesis: Extraccion de liquido amniotico para reducir el volumen
uterino y minimizar el riesgo de protrusion de membranas durante el
procedimiento. Este abordaje también facilita la obtencién de cultivos para

descartar infecciones intraamnioéticas (Kim et al., 2015).

* Llenado vesical: Se recomienda llenar la vejiga con aproximadamente
1000 mL de solucidn salina. Este método ayuda a elevar y desplazar las
membranas del campo quirurgico, reduciendo el riesgo de lesién durante la

sutura cervical (Yuksel Simsek et al., 2018).

* Uso de catéter Foley: Involucra insertar un catéter Foley en el canal cervical
y llenarlo con 50 mL de solucién salina. Este procedimiento eleva
suavemente las membranas del segmento uterino inferior, facilitando la
colocacién del cerclaje. Después de asegurar el nudo, se remueve el liquido

del balén y se extrae el catéter Foley (Wierzchowska-Opoka et al., 2021).

Manejo Post-Cerclaje

El manejo post-cerclaje es clave para evitar complicaciones. En general se
recomienda retirar el cerclaje entre las 36 y 37 semanas de gestacion, o al inicio del
trabajo de parto prematuro, para prevenir riesgos como laceraciones cervicales o
ruptura uterina (Care et al., 2022; Pan et al., 2022). En casos de ruptura prematura de
membranas (RPM), algunos autores plantean que retirarlo no es indispensable cuando

se planea una cesarea, ya que no se han observado efectos adversos significativos en
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embarazos futuros (Ehsanipoor et al., 2015; Story & Shennan, 2021). Mantenerlo de
forma prolongada, en cambio, podria asociarse con inflamacién o infeccion, aunque la
evidencia al respecto es limitada y poco concluyente (Marchand et al., 2022; Rafael et
al., 2014). Las complicaciones mas frecuentes incluyen RPM (5-10%),
desplazamiento o rotura de la sutura (3—8%), corioamnionitis (1-5%) y lesién cervical
durante la remocion. El cerclaje de urgencia tiene tasas de complicaciones bastante
mas altas que el electivo, con ruptura de membranas reportada hasta en el 25-30%
de los casos y corioamnionitis en el 10-15% (Burger et al., 2011). Por eso, la
evaluacion riesgo-beneficio es decisiva: algunos estudios han cuestionado el beneficio
del cerclaje de urgencia en subgrupos especificos, sobre todo cuando la dilatacion

cervical supera los 4 cm o existen datos de inflamacion intrauterina subclinica.

Cerclaje Abdominal

En casos mas complejos en los que el cerclaje vaginal resulta insuficiente,
puede considerarse el cerclaje abdominal. Existen dos abordajes
principaleslaparoscopico y laparotdmico, cada uno con ventajas y desventajas. El
cerclaje abdominal laparoscépico es un abordaje minimamente invasivo que ha
ganado popularidad por su mejor perfil de recuperacibn y menor tasa de
complicaciones. Un estudio realizado en el Instituto Nacional de Perinatologia en
México con 71 mujeres sometidas a cerclaje profilactico entre las 12 y 26 semanas de
gestacién mostré una reduccién en las tasas de parto prematuro, mejor supervivencia
neonatal y menor morbilidad que el cerclaje laparotomico. Eso si, requiere mayor

experiencia del cirujano y equipo especializado (Abdallah, 2021).

El cerclaje abdominal laparotomico, aunque mas invasivo, sigue siendo una
opcion valida, sobre todo en casos complejos en los que se requiere mayor visibilidad
y control durante el procedimiento. Implica incisiones mas grandes, lo que se traduce
en mayor dolor postoperatorio, recuperacion mas prolongada y mayor riesgo de
adherencias; a cambio, la visibilidad y el control que ofrece pueden resultar utiles ante

complicaciones quirurgicas imprevistas o escenarios delicados (Burger et al., 2011).
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Indicaciones del cerclaje transabdominal

El cerclaje transabdominal se realiza en casos de insuficiencia cervical severa

cuando el cerclaje vaginal es inefectivo. Los criterios principales incluyen:

» Insuficiencia cervical severa: casos donde el cerclaje vaginal ha fallado o no
es factible debido a caracteristicas anatdomicas especificas del cérvix o utero
(Davis et al., 2000).

» Cultivos negativos: los cultivos cervicales deben estar libres de infecciones

para evitar complicaciones postoperatorias (Romero et al., 2015).

+ Semanas gestacionales: tipicamente se realiza entre las 14 y 20 semanas

de gestacion, cuando su efectividad es mayor (Clark & Einarsson, 2020).

* Incompetencia cervical con historia de pérdidas gestacionales o partos
prematuros (Odibo et al., 2003).

* Ausencia de malformaciones uterinas severas incompatibles con el

embarazo (Riiskjaer et al., 2012).

» Historia de cerclaje fallido o cirugia cervical previa que haya debilitado el
cérvix (Corbett et al., 2021).

El cerclaje cérvico-istmico transabdominal (Benson) es una técnica quirdrgica
reservada para pacientes con condiciones obstétricas de alto riesgo. Su utilidad
depende del apego estricto a los criterios que justifican su uso: fallas de intentos
previos de cerclaje vaginal, lesiones cervicales severas que impiden el cerclaje
convencional y malformaciones congénitas que afectan la integridad anatémica del
cérvix (Waters et al., 2021). El cerclaje transabdominal se realiza a través de una
incision abdominal, con suturas colocadas alrededor del cérvix en el segmento cervical

inferior en la union entre el cérvix y el cuerpo uterino (Benson & Durfee, 1965).

Una seleccidn correcta de las pacientes y el apego estricto a estos parametros
son determinantes para el éxito de la intervencién. Cuando se realiza en las
condiciones adecuadas y por un equipo medico calificado, esta técnica puede ofrecer
resultados perinatales muy satisfactorios y contribuir a preservar el embarazo y el
bienestar fetal (Berghella, 2023).
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El cerclaje transabdominal parece una intervencion prometedora para mujeres
con insuficiencia cervical y embarazos multiples, sobre todo cuando el cerclaje vaginal
ha fallado. En un estudio sobre el manejo de la insuficiencia cervical en gestaciones
gemelares, Debiéve et al. (2010) evaluaron la efectividad del cerclaje transabdominal
en siete mujeres con antecedente de cerclaje vaginal fallido o inviable. La mayoria de
los embarazos alcanzé las 34—37 semanas, lo que apunta a que se trata de una opcion
viable para prevenir el parto prematuro en este grupo de alto riesgo. El tamano
muestral, no obstante, es pequeno, por lo que estos resultados deberan confirmarse

con estudios mas amplios.

Impacto Psicolégico de las Pérdidas Gestacionales

El impacto psicologico de la pérdida gestacional es conocido: perder un
embarazo deseado en cualquier etapa resulta profundamente angustiante, y en mayor
medida cuando se inscribe en un patron de pérdidas recurrentes. Los factores de
riesgo incluyen sindromes genéticos, trastornos endocrinos, sindrome antifosfolipido,
anormalidades anatdmicas, adherencias intrauterinas, miomas e incompetencia
cervical, esta ultima entre las causas mas frecuentes. La incompetencia cervical, que
suele manifestarse en el segundo trimestre o a comienzos del tercero, se define como
“dilatacion inicial, indolora y progresiva del cérvix, donde el trabajo de parto prematuro

parece inevitable e impredecible” (Quenby et al., 2021).
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JUSTIFICACION

El cerclaje de urgencia constituye una fraccion relevante del total de cerclajes
cervicales que se realizan, de hecho, se estima que entre el 15% y el 20% de ellos
corresponde a esta categoria. A diferencia del cerclaje electivo, que se planifica con
base en la historia obstétrica adversa, el de urgencia responde a una situacion clinica
aguda en la que se detectan cambios cervicales avanzados durante el embarazo en
curso. La cifra exacta es dificil de fijar porque tanto los criterios diagndsticos como los
umbrales de intervencion varian entre instituciones y profesionales (Adeniran et al.,
2014).

Los datos epidemioldgicos sefialan que las pacientes que requieren cerclaje de
urgencia forman un grupo heterogéneo. Entre el 40% y el 50% no tiene historia previa
de parto prematuro ni de pérdida gestacional, lo que indica que hay factores no
identificados de antemano que contribuyen a la insuficiencia cervical aguda. Esta
observacion deja en evidencia las limitaciones de los esquemas de estratificacion
basados unicamente en la historia clinica y obliga a buscar biomarcadores objetivos
capaces de identificar a las pacientes en riesgo antes de que aparezcan cambios

cervicales irreversibles (Shennan & Jones, 2004).

En la actualidad, el sistema de salud pone mas énfasis en prevenir los
problemas que en tratarlos una vez manifestados, partiendo de que las intervenciones
anticipadas suelen traducirse en mejores resultados clinicos, menor morbilidad y un
uso mas eficiente de los recursos sanitarios. En el caso del parto prematuro y la
insuficiencia cervical este principio cobra especial relevancia: el cerclaje electivo,
colocado antes de que aparezcan cambios cervicales importantes, tiene tasas de éxito
muy superiores al de urgencia, con menos complicaciones y mejor pronostico perinatal
(Shennan & Jones, 2004).

La medicina preventiva en obstetricia exige identificar con precisiéon a las
pacientes cuyo riesgo es lo suficientemente alto como para justificar una intervencion
profilactica y, a la vez, evitar procedimientos innecesarios en poblaciones de bajo

riesgo. Tradicionalmente, la estratificacidon se ha apoyado en la historia clinica y en la
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evaluacion ultrasonografica de la longitud cervical, pero ambas herramientas tienen
limitaciones. La historia clinica solo detecta a las pacientes con eventos adversos
previos y deja fuera a quienes estan en riesgo por primera vez. La longitud cervical,
aunque util, es un marcador tardio de un proceso fisiopatolégico que ya esta en marcha
(Conde-Agudelo & Romero, 2014). Incorporar biomarcadores moleculares
(marcadores inflamatorios y microbioldgicos) abre la posibilidad de identificar antes a
las pacientes en riesgo, justo cuando todavia es factible actuar con progesterona,
modificacion de la microbiota vaginal mediante probioticos o cerclaje electivo (Elovitz
et al., 2019).

Desde el punto de vista de salud publica, prevenir el parto prematuro mediante
la identificacion temprana y el manejo adecuado de la insuficiencia cervical tiene
implicaciones econdmicas relevantes. El costo del cuidado neonatal intensivo para
prematuros extremos es elevado y, en paises desarrollados, suele superar los cientos
de miles de ddlares por caso. Las secuelas a largo plazo —en particular las
discapacidades del neurodesarrollo, que requieren servicios educativos y médicos
especializados— suman costos adicionales que se extienden durante toda la vida. Las
estrategias eficaces de prevencion exigen una inversion inicial en deteccion y
tratamiento, pero resultan altamente costo-efectivas en cuanto reducen la incidencia

de estos casos catastréficos (Petrou et al., 2019).

Los modelos prondsticos y los sistemas de estratificacion de riesgo son piezas
centrales de la medicina actual, porque permiten individualizar el cuidado en funcion
del perfil de cada paciente. En obstetricia se han mostrado utiles en varios escenarios,
pero la prediccidén del parto prematuro y la identificacidon de las candidatas optimas a

cerclaje cervical siguen siendo un reto importante (Honest et al., 2004).

Un modelo predictivo ideal para la insuficiencia cervical y la necesidad de
cerclaje debe cumplir varios requisitos. En primer lugar, una sensibilidad alta que
permita identificar a la mayoria de las pacientes verdaderamente en riesgo y reduzca
al minimo los falsos negativos, que se traducen en pérdidas gestacionales prevenibles.
A la vez, debe mantener una especificidad razonable para evitar intervenciones

innecesarias en pacientes de bajo riesgo, con los costos y riesgos que estas conllevan.
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También tiene que ser factible en la practica clinica real, es decir, utilizar marcadores
medibles de forma fiable, reproducible y a un costo razonable. Por ultimo, debe aportar
informacion accionable: informaciéon que permita modificar el manejo y traducirse en

mejores resultados (Liao et al., 2005).

Los biomarcadores inflamatorios en fluido cérvico-vaginal se han postulado
como candidatos prometedores para los modelos predictivos de parto prematuro.
Citocinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a se elevan en respuesta a
estimulos inflamatorios, entre ellos la infeccién subclinica y la disbiosis vaginal. Estas
moléculas no funcionan solo como marcadores de inflamacién: participan de forma
directa en los procesos que llevan a la maduracion cervical prematura, al debilitamiento
de las membranas fetales y a la activacién de la contractilidad uterina. Medirlas, por

tanto, podria ofrecer informacion diagndstica y prondstica a la vez (Menon et al., 2019).

La caracterizacion de la microbiota vaginal mediante técnicas moleculares
aporta otra dimension al analisis predictivo. La secuenciacion de genes bacterianos,
en concreto la del gen 16S rRNA, permite identificar y cuantificar comunidades
bacterianas complejas. La dominancia de Lactobacillus se asocia con resultados
obstétricos favorables, mientras que l|a disbiosis caracterizada por diversidad
bacteriana aumentada y presencia de anaerobios como Gardnerella, Prevotella y
Peptoniphilus se correlaciona con un riesgo mayor de parto prematuro. Combinar la
informacion sobre la composicion microbiana con los marcadores inflamatorios podria
ofrecer una evaluacién mas completa del riesgo, al recoger tanto el estimulo inicial (la
disbiosis) como la respuesta del huésped (la inflamacién) (Kindinger et al., 2017). En
general, los modelos multivariables superan a los marcadores aislados. La integracion
de datos clinicos (historia obstétrica, edad, indice de masa corporal), ultrasonograficos
(longitud cervical), microbioldégicos (composicion de la microbiota vaginal) e
inmunoldgicos (perfil de citocinas) podria dar lugar a un modelo con capacidad
predictiva superior. Las curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) permiten
evaluar la capacidad discriminatoria de estos modelos, es decir, hasta qué punto
consiguen distinguir entre las pacientes que desarrollaran el desenlace de interés y las

qgue no (Moons et al., 2019).
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HIPOTESIS

Hipétesis alternativa (H,): La abundancia relativa de bacterias distintas a
Lactobacillus spp. en la microbiota vaginal de pacientes embarazadas se relaciona con
una respuesta inflamatoria de tipo Th1 y con la amenaza de parto prematuro, haciendo

necesaria la intervencion mediante un cerclaje.

Hipétesis nula (H,): La abundancia relativa de bacterias distintas a Lactobacillus spp.
en la microbiota vaginal de pacientes embarazadas no se relaciona con una respuesta
inflamatoria de tipo Th1 y tampoco con la amenaza de parto prematuro, por lo que no

sera necesaria la intervencion mediante un cerclaje.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar si las bacterias distintas a Lactobacillus spp. de la microbiota
vaginal se asocian con la exacerbacién de la respuesta inflamatoria y la
necesidad de cerclaje cervical, mediante la construccion de curvas ROC y
el analisis de correlacién de Spearman en tres periodos gestacionales (A, B
y C), con el fin de valorar su capacidad predictiva como marcadores
tempranos de riesgo.

Objetivos Particulares

Calcular, mediante curvas ROC, la capacidad discriminativa de las bacterias
distintas a Lactobacillus spp. respecto a la necesidad de cerclaje cervical en
los periodos A, By C, con el fin de identificar los periodos con mayor valor
predictivo.

Evaluar, mediante correlacion de Spearman, la asociacion entre los
marcadores microbiolégicos e inflamatorios, con el fin de determinar su
grado de independencia y su posible redundancia en un modelo predictivo.

Estimar la significancia estadistica de cada biomarcador como predictor, con
el fin de distinguir entre asociacion estadistica y utilidad clinica potencial.
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MATERIALES Y METODOS

Diseno del Estudio

Este trabajo corresponde a un estudio retrospectivo, analitico y longitudinal,
basado en el marco metodoldgico de los estudios del consorcio March of Dimes (MOD)
orientados a identificar biomarcadores microbiolégicos e inmunoldgicos asociados al
parto pretérmino y a la insuficiencia cervical. El analisis integré variables clinicas,
microbiolégicas e inmunoldgicas obtenidas durante el embarazo, conforme a los

procedimientos descritos por Chan et al. (2022).

Consideraciones Eticas

Este estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
del Instituto de Ciencias de la Salud de la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo
(CEI-ICSa), con numero de registro CEI-ICSa-2025/R007. El protocolo se desarrollo
en apego a los principios éticos de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial y a la normatividad vigente en materia de investigacion para la salud en
México. Como el analisis se basé en datos y muestras bioldgicas ya recolectados como

parte del estudio multicéntrico del consorcio March of Dimes (Chan et al., 2022)

Seleccion de Pacientes

Las pacientes fueron seleccionadas de una cohorte prospectiva multicéntrica
reclutada en cinco hospitales del Reino Unido (Chelsea and Westminster Hospital,
Edinburgh Royal Infirmary, St Mary's Hospital London, Queen Charlotte's Hospital y
University College London Hospital) entre febrero de 2016 y junio de 2018 (Chan et
al., 2022).

Criterios de inclusion

* Mujeres embarazadas = 18 afos.

« Embarazo unico.
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» Asistencia a clinicas de prevencion de parto prematuro por presentar al
menos uno de los siguientes factores de riesgo: antecedente de parto
prematuro espontaneo previo, pérdida gestacional de segundo trimestre,
aborto recurrente, hallazgo incidental de acortamiento cervical (<25 mm) o

antecedente de tratamiento excisional cervical (como LLETZ).

Criterios de exclusion
* Edad < 18 afios.
» Serologia positiva para VIH o hepatitis C.

* Relaciones sexuales o sangrado vaginal en las 72 horas previas a la toma

de muestra.

* Uso de duchas vaginales.

Caracteristicas Demograficas y Clinicas

La cohorte incluyé 133 mujeres, con una edad materna media de 31.2 afios
(rango 18—45), un indice de masa corporal promedio de 26.4 kg/m? y una composicion
étnica representativa de la poblacion del Reino Unido (caucasicas, afrocaribenas,
asiaticas y otras). No hubo diferencias estadisticamente significativas en edad, IMC ni
etnia entre los grupos de parto pretérmino y término. El tamafno muestral total fue de

133 pacientes, con 385 muestras longitudinales.

Obtencion de Muestras Cérvico-Vaginales

Las muestras de fluido cérvico-vaginal (CVF) se obtuvieron mediante hisopado
con torundas BBL CultureSwab MaxV Liquid Amies (Becton Dickinson, Oxford, UK) en

tres ventanas gestacionales predefinidas:
* Periodo A: 12+0 a 16+6 semanas.
* Periodo B: 20+0 a 24+6 semanas.
* Periodo C: 30+0 a 34+6 semanas (solo en quienes no habian parido antes).

Las muestras se tomaron antes de cualquier exploraciéon vaginal o de la

medicion de longitud cervical. Las torundas se colocaron de inmediato en hielo y se

36



almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento. En cada visita se registré la longitud
cervical por ecografia transvaginal; se considerd acortamiento cervical una longitud <

25 mm.

Genotipado de Microbiota Vaginal

Extraccion de ADN

El ADN bacteriano se extrajo de las torundas siguiendo protocolos previamente
establecidos (Aagaard et al., 2014). Se incluyeron controles negativos para descartar

contaminacion.

Amplificacion y secuenciacion

Se amplificaron las regiones hipervariables V1-V2 del gen 16S rRNA utilizando
una mezcla de cebadores directos 27F-YM (proporcion 4:1:1:1) y el cebador reverso
388R (GCTGCCTCCCGTAGGAGT). Esta mezcla mantiene la proporcion de
Lactobacillus spp. respecto a Gardnerella spp. La secuenciacion se realizd en la

plataforma lllumina MiSeq (Research and Testing Laboratory, Lubbock, TX, EE. UU.).
Analisis bioinformatico

Las muestras se clasificaron en Community State Types (CST) utilizando el

clasificador VALENCIA, que asigna a siete CST principales:
 CSTI: L. crispatus.
« CSTII: L. gasseri.
« CSTIII: L. iners.
« CSTIV-A, IV-B, IV-C: microbiota anaerobia diversa.
+ CST V: L. jensenii.

Se consider6 ademas dominancia de Lactobacillus cuando la abundancia

relativa del género era = 50%.
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Medicion de Citocinas e Inmunomediadores en Fluido Cérvico-

Vaginal

Procesamiento de muestras

Las torundas se descongelaron en hielo y el fluido se extrajo mediante presion
con jeringa estéril, obteniendo =350 uL. Se centrifugé a 3000 x g por 10 minutos y se

afnadio inhibidor de proteasas (5 yL/mL; Sigma-Aldrich) al sobrenadante.

Cuantificacion multiplex (Luminex)

Se emplearon paneles comerciales de Luminex siguiendo las instrucciones del

fabricante:

+ Citocinas: IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, IFN-y, GM-CSF y
TNF-a (R&D Systems / Bio-Techne). IL-8 se diluyo 1:10; el resto se midieron
sin diluir.

« Complemento: C3b/iC3b, C5 y Cba (paneles 1 y 2 de Milliplex
Merck/Millipore).

* Inmunoglobulinas: IgM, IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4, IgA e IgE (ProcartaPlex
Human Antibody Isotyping Panel 7-plex, Thermofisher). IgG1 requirio
dilucion 1:50.

Todas las muestras se analizaron por duplicado en placas de 96 pocillos con el
sistema Bio-Plex 200 (Bio-Rad). Se calculd el coeficiente de variacion intra e interplaca
para garantizar reproducibilidad; las concentraciones se expresaron en pg/mL o ng/mL

de fluido cérvico-vaginal.

Analisis Estadistico

Software utilizado

* GraphPad Prism 9.0.0.
+ Jamovi 2.6.12.
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Evaluacion de la normalidad

Antes de cualquier analisis comparativo o de correlacién, se evalud la
distribucion de las variables cuantitativas (concentraciones de citocinas y abundancias
relativas bacterianas) con la prueba de Shapiro-Wilk. Una variable se clasific6 como
no normal cuando su valor de p fue inferior a 0.05, lo que llevé al rechazo de la hipotesis

nula de normalidad.

Analisis descriptivo

Como todas las variables se apartaron de manera significativa de la normalidad
(p < 0.0001 en todos los casos), los datos se trabajaron con pruebas no paramétricas.

El umbral de significancia estadistica se fijo en p < 0.05.

Analisis de correlacion

Para evaluar la independencia entre los biomarcadores predictores se calculd
el coeficiente de correlacion de Spearman (p). Se eligié este método no paramétrico
por la ausencia de normalidad de los datos, ya mostrada por la prueba de Shapiro-
Wilk. Los coeficientes se interpretaron con la siguiente escala: 0.00-0.19, correlacién
muy débil; 0.20-0.39, débil; 0.40-0.59, moderada; 0.60-0.79, fuerte; 0.80-1.00, muy
fuerte. Los resultados se representaron mediante mapas de calor; la intensidad del
color refleja la magnitud de la correlacion y el color, su direccion (azul = positiva, rojo

= negativa).

Modelos predictivos y curvas ROC

Con los valores de las pacientes con y sin cerclaje se construyeron curvas
Receiver Operating Characteristic (ROC) y se calculé el area bajo la curva (AUROC)
con su intervalo de confianza del 95% y el valor de p asociado (prueba de que el
AUROC es diferente de 0.5). Se consideraron clinicamente relevantes aquellos
biomarcadores con AUROC > 0.51y p <0.05.
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RESULTADOS

Evaluacion Integral de la Capacidad Predictiva (AUC-ROC) por
Periodo y Community State Type

En un primer paso para identificar marcadores microbioldgicos e inmunoldgicos
asociados al requerimiento del cerclaje cervical, se analizaron 31 marcadores (6
inflamatorios, 25 microbioldgicos) en sujetos experimentales que tenian riesgo de parto

pre-término.

Las Tablas 2 y 3 integran todas las variables microbioldgicas, inmunologicas y
patogénicas analizadas, ordenadas de mayor a menor capacidad discriminativa
(AUC).

De las 17 variables del periodo A (Tabla 2), tres alcanzaron significancia
estadistica como predictores (AUC > 0.51 y p < 0.05): IL-18 (AUC = 0.6270; p =
0.0145), Lactobacillus crispatus (AUC = 0.6190; p = 0.0220) e IL-18 (AUC =0.6182; p
= 0.0229). IL-2 quedo cerca del umbral sin alcanzarlo (AUC = 0.5923; p = 0.0755) y se
comenta mas adelante como tendencia. En el periodo B (Tabla 3), donde se evaluaron
17 variables, tres resultaron significativas: IL-13 (AUC = 0.6257; p = 0.0131), Dialister
spp. (AUC = 0.6299; p = 0.0104) y Peptoniphilus spp. (AUC = 0.6121; p = 0.0270). IL-
113 fue la Unica variable que se mantuvo significativa en los dos periodos, lo que la situa
como el predictor mas robusto del panel. Vale la pena insistir en que estos AUC caen
en el rango de discriminacion modesta (0.60-0.70), asi que conviene leerlos como
sefales que habra que confirmar en cohortes independientes antes de pensar en un

uso clinico.

Tabla 2. Capacidad discriminativa (AUC-ROC) de las variables evaluadas en el periodo A (12-16
semanas; n = 126).

Variable AUC IC 95% P
IL-1B8 0.6270 0.5288-0.7252 0.0145
Lactobacillus crispatus 0.6190 0.5217-0.7163 0.0220
IL-18 0.6182 0.5192-0.7173 0.0229
IL-2 0.5923 0.4930-0.6917 0.0755
IL-6 0.5597 0.4587-0.6606 0.2506
IL-5 0.5439 0.4421-0.6456 0.3984
Gardnerella vaginalis 0.5426 0.4409-0.6443 0.4123
Dialister spp. 0.5279 0.4263-0.6296 0.5909
Bifidobacterium spp. 0.5246 0.4226-0.6266 0.6357
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Lactobacillus iners
Finegoldia spp.
Peptoniphilus spp.
Campylobacter spp.
TNF-a

Lactobacillus gasseri
Shigella spp.
Anaerococcus spp.

0.5182
0.5173
0.5158
0.5102
0.5075
0.5038
0.5018
0.5017

0.4160-0.6205
0.4154-0.6193
0.4139-0.6178
0.4084-0.6120
0.4066-0.6085
0.4021-0.6055
0.3999-0.6037
0.3995-0.6038

0.7256
0.7385
0.7608
0.8443
0.8848
0.9413
0.9726
0.9745

AUC = area bajo la curva ROC; IC 95% = intervalo de confianza al 95%; p = valor de p de la prueba de que el AUC difiere de

0.5 (GraphPad Prism 9.0). Los valores en verde y negrita corresponden a predictores significativos (AUC > 0.51 y p < 0.05); los
valores en gris corresponden a variables no significativas. CST | = L. crispatus; CST Il = L. gasseri; CST Il = L. iners; CST IV =

anaerobios diversos; CST V = L. jensenii.
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Tabla 3. Capacidad discriminativa (AUC-ROC) de las variables evaluadas en el periodo B (20-24
semanas; n = 132-133).

Variable AUC IC 95% p
Dialister spp. 0.6299 0.5325-0.7272 0.0104
IL-18 0.6257 0.5306-0.7209 0.0131
Peptoniphilus spp. 0.6121 0.5143-0.7098 0.0270
IL-2 0.5845 0.4864-0.6826 0.0954
Anaerococcus spp. 0.5784 0.4792-0.6776 0.1218
IL-5 0.5760 0.4771-0.6749 0.1337
IL-18 0.5709 0.4689-0.6729 0.1616
Lactobacillus crispatus 0.5702 0.4723-0.6681 0.1657
TNF-a 0.5498 0.4514-0.6481 0.3259
Bifidobacterium spp. 0.5461 0.4466-0.6456 0.3630
Finegoldia spp. 0.5438 0.4441-0.6435 0.3874
IL-6 0.5414 0.4427-0.6401 0.4141
Lactobacillus iners 0.5410 0.4422-0.6398 0.4180
Gardnerella vaginalis 0.5382 0.4387-0.6376 0.4513
Campylobacter spp. 0.5218 0.4232-0.6205 0.6664
Shigella spp. 0.5046 0.4054-0.6038 0.9277
Lactobacillus gasseri 0.5005 0.4007-0.6002 0.9928

AUC = area bajo la curva ROC; IC 95% = intervalo de confianza al 95%; p = valor de p de la prueba de que el AUC difiere de
0.5. Los valores en verde y negrita corresponden a predictores significativos (AUC > 0.51 y p < 0.05); los valores en gris
corresponden a variables no significativas.

Analisis de Capacidad Predictiva mediante Curvas ROC

Periodo A: Evaluaciéon de Biomarcadores Microbiolégicos e Inmunolégicos

En el periodo A se construyeron curvas ROC para cada uno de los
biomarcadores del panel que resultaron ser predictores significativos del cerclaje
cervical. La interleucina-1B (IL-1B) mostré capacidad predictiva significativa para la
necesidad de cerclaje cervical, con un area bajo la curva (AUROC) de 0.6270 (IC95%:
0.5288-0.7252; p = 0.0145) (Figura 2). La magnitud del AUC se ubica en el rango que
Hosmer y Lemeshow clasifican como discriminacion “modesta” (0.60—0.70) (Hosmer
& Lemeshow, 2000), y el limite inferior del intervalo de confianza (0.5288) queda por
encima del valor nulo de 0.50, lo cual permite descartar la hipétesis de que la
discriminacion de IL-1B sea atribuible al azar. Esta citocina proinflamatoria tiene un
papel central en la cascada inflamatoria que precede al parto prematuro, y aqui
discriminé de manera significativa entre las pacientes que requirieron y las que no

requirieron intervencion quirurgica.
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Figura 2. Curva ROC de IL-1B como predictor de la necesidad de cerclaje cervical en el periodo A (12—
16 semanas; n = 126). La linea continua representa la curva empirica de sensibilidad frente a 1—
especificidad; la diagonal punteada corresponde a la linea de no discriminacién (AUC = 0.50). Area bajo
la curva: 0.6270 (IC95%: 0.5288-0.7252; p = 0.0145). La curva se desplaza de manera consistente por
encima de la diagonal, lo que indica que niveles mas altos de IL-13 se asocian con la necesidad de
intervencion quirargica. AUROC, Area Under the Receiver Operating Characteristic; Cl, Confidence
Interval.

Dentro de los biomarcadores microbioldgicos, Lactobacillus crispatus alcanzo
significancia con un AUROC = 0.6190 (IC95%: 0.5217-0.7163; p = 0.0220) (Figura 3).
El AUC se ubica también en el rango de discriminacién modesta y, sobre todo, el limite
inferior del 1C95% (0.5217) esta por encima de 0.50, lo que apoya que la asociacion
no es atribuible al azar. El sentido de esa asociacién es, sin embargo, contraintuitivo:
la abundancia de L. crispatus se correlacioné de manera positiva con la necesidad de
cerclaje, justo lo contrario de lo que se esperaria segun la literatura, donde el dominio
por esta especie suele considerarse un factor protector. Este “efecto paraddjico” se
discute mas adelante a la luz de mecanismos cervicales independientes del control

inflamatorio.
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Figura 3. Curva ROC de Lactobacillus crispatus como predictor de la necesidad de cerclaje cervical en
el periodo A (12-16 semanas; n = 126). AUC = 0.6190 (IC95%: 0.5217-0.7163; p = 0.0220). La
asociacion es estadisticamente significativa pero paraddjica: una mayor abundancia relativa de L.
crispatus se asocié con mayor probabilidad de cerclaje, contrario al efecto protector descrito en la
literatura. AUROC, Area Under the Receiver Operating Characteristic; Cl, Confidence Interval.

La interleucina-18 (IL-18) completd el grupo de predictores significativos del
periodo A, con un AUROC = 0.6182 (IC95%: 0.5192-0.7173; p = 0.0229) (Figura 4).
Su capacidad discriminativa es practicamente igual a la de IL-13 en este mismo
periodo, y el limite inferior del IC95% (0.5192) se mantiene por encima de 0.50, lo que
descarta el azar como explicacién. Que dos citocinas de la familia de la IL-1 aparezcan
juntas entre los predictores tiene sentido biolégico: ambas se activan por la via del
inflamasoma, aunque IL-18 se asocia ademas con la polarizaciéon de respuestas Th1,
lo que sugiere que la rama de inmunidad celular también participa en la cascada que

precede a la insuficiencia cervical.
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Figura 4. Curva ROC de IL-18 como predictor de la necesidad de cerclaje cervical en el periodo A (12—
16 semanas; n = 126). AUC = 0.6182 (IC95%: 0.5192-0.7173; p = 0.0229). El AUC es casi idéntico al
de IL-18 en el mismo periodo, lo que apoya que la activacion de la familia de la IL-1 acompaia al riesgo
de cerclaje. AUROC, Area Under the Receiver Operating Characteristic; Cl, Confidence Interval.

Periodo B: Reevaluacion de Biomarcadores en Fase Tardia

En el periodo B, la curva ROC para IL-1B mantuvo capacidad predictiva
significativa (AUROC = 0.6257; IC95%: 0.5306—0.7209; p = 0.0131) (Figura 5), lo que
confirma su valor como predictor. La consistencia entre periodos —AUC de 0.6270 en
el periodo A y 0.6257 en el periodo B, con intervalos de confianza practicamente
superpuestos— es uno de los hallazgos mas soélidos de este trabajo: indica que la
sefial de IL-1B no es un fendmeno dependiente de una ventana especifica del
embarazo, sino que se mantiene a lo largo del segundo trimestre, justo en la ventana

clinica en la que aun es viable plantear un cerclaje electivo.
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Figura 5. Curva ROC de IL-1B3 como predictor de la necesidad de cerclaje cervical en el periodo B (20—
24 semanas; n = 132). AUC = 0.6257 (1C95%: 0.5306-0.7209; p = 0.0131). EI AUC y su IC95% son
practicamente superponibles con los del periodo A (Figura 2), lo que muestra que la capacidad
discriminativa de IL-18 se mantiene estable a lo largo del segundo trimestre. AUROC, Area Under the
Receiver Operating Characteristic; Cl, Confidence Interval.

En el periodo B, Peptoniphilus dio un AUROC =0.6121 (1C95%: 0.5143-0.7098;
p =0.0270) (Figura 6), lo que lo identifica como un predictor microbioldgico significativo
de la necesidad de intervencion quirurgica en esta ventana. La magnitud del AUC se
situa en el rango de discriminacién modesta, comparable a la de IL-13 en el mismo
periodo, y el limite inferior del IC95% (0.5143) se mantiene por encima de 0.50, lo que
apoya que la asociacion no es atribuible al azar. Por tratarse de un AUC modesto, su
valor predictivo debera validarse en cohortes mayores antes de proponerse como
marcador clinico. Es relevante notar el contraste temporal: en el periodo A,
Peptoniphilus no habia alcanzado significancia (AUC = 0.5158, p = 0.7608; Tabla 2) y
la sefal emerge solo entre las 20 y 24 semanas, lo que sugiere que el evento de

disbiosis se hace visible en este compartimento al avanzar el embarazo.
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Figura 6. Curva ROC de Peptoniphilus spp. como predictor de la necesidad de cerclaje cervical en el
periodo B (20-24 semanas; n = 133). AUC = 0.6121 (IC95%: 0.5143-0.7098; p = 0.0270), lo que lo

identifica como un predictor microbiolégico significativo en este periodo. La magnitud del AUC es
comparable a la de IL-1B en este periodo, y la sefial emerge solo en esta ventana —en el periodo A no
habia sido significativo (AUC = 0.5158, p = 0.7608)—, lo que apunta a un fenémeno disbiotico que se
hace visible al avanzar el segundo trimestre. AUROC, Area Under the Receiver Operating
Characteristic; Cl, Confidence Interval.

El otro predictor microbiolégico del periodo B fue Dialister spp., que alcanzé el
AUROC mas alto del panel en esta ventana: 0.6299 (IC95%: 0.5325-0.7272; p =
0.0104) (Figura 7). Al igual que Peptoniphilus, se trata de un anaerobio asociado a
disbiosis vaginal, y su sefial aparece solo en el periodo B (en el periodo A no fue
significativo: AUC = 0.5279, p = 0.5909; Tabla 2). La forma de la curva, muy pegada al
eje vertical, refleja que un grupo reducido de pacientes concentro la mayor parte de la
abundancia de este género, lo que es tipico de un marcador disbi6tico que aparece de
forma localizada. Como se vera mas adelante, Dialister y Peptoniphilus tienden a

aparecer juntos, de modo que aportan informacién en buena parte solapada.
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Figura 7. Curva ROC de Dialister spp. como predictor de la necesidad de cerclaje cervical en el periodo
B (20—24 semanas; n = 132). AUC = 0.6299 (IC95%: 0.5325-0.7272; p = 0.0104). Es el AUC mas alto
del periodo B; la sefal emerge solo en esta ventana —en el periodo A no fue significativo (AUC = 0.5279,
p = 0.5909)—. AUROC, Area Under the Receiver Operating Characteristic; Cl, Confidence Interval.

Evaluacion de la Normalidad de los Biomarcadores

Antes de los analisis de correlacion entre marcadores, se evalud la distribucion
de cada variable con la prueba de Shapiro-Wilk. A modo de ejemplo, en el periodo A
las citocinas IL-1B, IL-6 e IL-2 y la bacteria Lactobacillus crispatus mostraron
desviaciones significativas de la normalidad, con valores de p < 0.0001 en todos los
casos (Tabla 4). En el periodo B, IL-1B y Peptoniphilus tampoco siguieron una
distribucion normal (p < 0.0001). Por eso, todos los analisis posteriores se hicieron con

meétodos estadisticos no paramétricos.

Tabla 4. Estadisticos descriptivos y prueba de Shapiro-Wilk para las variables

predictoras del periodo A (12—16 semanas).

IL-18 PA IL-6 PA IL-2 PA L. crispatus PA

N 126 126 126 126
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Missing 0 0 0 0
Mean 180 234 344 12260
SD 368 11.8 42.8 16047
Shapiro-Wilk W 0.513 0.155 0.787 0.743
Shapiro-Wilk p <.001 <.001 <.001 <.001

Tabla 5. Estadisticos descriptivos y prueba de Shapiro-Wilk para las variables

predictoras del periodo B (20-24 semanas).

IL-1B Peptoniphilus
N 132 133
Missing 1 0
Mean 263 26.8
SD 729 70.0
Shapiro-Wilk W 0.375 0.437
Shapiro-Wilk p <.001 <.001

Analisis de Independencia de Predictores mediante Mapas de Calor

Dado que la prueba de Shapiro-Wilk demostré que ninguna de las variables
seguia una distribucidon normal (Tablas 4 y 5), se procedi6 a calcular las correlaciones
mediante el coeficiente de Spearman para evaluar la independencia entre los

biomarcadores predictores.

Periodo A: Correlaciones entre Biomarcadores

En el periodo A, las correlaciones entre los tres predictores significativos fueron
bajas, o que apunta a que en buena medida son independientes (Figura 8). Todas
resultaron débiles y ninguna alcanzé significancia estadistica (p > 0.05 en todos los
casos). Llama la atencién que la citocina inflamatoria IL-18 y la citocina IL-18, pese a

compartir vias de la familia de la IL-1, no mostraron correlacion apreciable entre si:
* IL-1B vs. L. crispatus: p = -0.24
* IL-1B vs. IL-18: p = 0.02
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« L. crispatus vs. IL-18: p=0.02

Estos datos indican que, en el microambiente cervical, la produccién de cada
citocina puede estar regulada por factores locales independientes. L. crispatus mostro
una correlacion negativa débil con IL-1B (p = -0.24, p > 0.05) y una correlacion
practicamente nula con IL-18 (p = 0.02, p > 0.05), lo que indica que la abundancia de
esta bacteria no se asocia de manera directa con el grado de inflamacién local, aun
cuando ambos factores (la bacteria y las citocinas) se asocian por separado con la
necesidad de cerclaje en los analisis de curvas ROC. Esta disociacién apunta a que L.
crispatus podria influir en el riesgo de insuficiencia cervical mediante mecanismos

independientes de la inflamacion.
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Figura 8. Mapa de calor de correlaciones de Spearman entre los tres predictores significativos del
periodo A: IL-1B, IL-18 y Lactobacillus crispatus (n = 126). La escala de color codifica magnitud y
direccion de la correlaciéon: azul, correlacidon positiva; rojo, correlacién negativa; la intensidad es
proporcional al coeficiente p. Todas las correlaciones son débiles (|p] < 0.24) y ninguna alcanza
significancia estadistica (todos los p > 0.05). Este patrén apoya la independencia entre los predictores
y, en consecuencia, justifica explorar modelos multivariables.

Periodo B: Correlacion de Biomarcadores

En el periodo B el analisis incluyé a los tres predictores significativos: IL-1(,
Dialister spp. y Peptoniphilus spp. (Figura 9). Aqui el patron fue desigual: IL-13 se

correlacioné de forma débil y positiva con las dos bacterias con Dialister (p = 0.31) y
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con Peptoniphilus (p = 0.24), lo que indica que su elevacién no depende de tener
presente a cada anaerobio por separado. En cambio, las dos bacterias disbidticas si
se correlacionaron fuerte entre si (Dialister vs. Peptoniphilus: p = 0.72). Tiene sentido:
ambos géneros pertenecen al mismo consorcio anaerobio de la disbiosis vaginal, asi
gue suelen aparecer juntos. Esto deja una lectura practica clara: el eje microbiolégico
(Dialister y Peptoniphilus) aporta informacién en gran parte redundante entre si,
mientras que IL-1B aporta algo distinto. Por eso, a la hora de armar un modelo conviene

combinar IL-1 con uno solo de los dos anaerobios, no con los dos.

Dialister spp
Peptoniphilus spp

-2
&
o |

IL-18

Dialister spp 031

-0.5

Peptoniphilus spp 024

-1.0

Figura 9. Mapa de calor de correlaciones de Spearman entre los tres predictores significativos del
periodo B: IL-1B, Dialister spp. y Peptoniphilus spp. (n = 132). IL-1B se correlaciona de forma débil con
Dialister (p = 0.31) y con Peptoniphilus (p = 0.24), mientras que las dos bacterias disbidticas se
correlacionan de forma fuerte entre si (p = 0.72). La escala de color codifica magnitud y direccion: azul,
positiva; rojo, negativa. Las dos bacterias aportan informacién redundante entre si, mientras que IL-1f3
suma una dimension inmunoldgica distinta; de ahi la conveniencia de integrar un marcador de cada eje

en el modelo predictivo.
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DISCUSION

Interpretacion Integrada de los Hallazgos

El analisis conjunto de las curvas ROC y los mapas de calor permite responder
a la pregunta central de este trabajo y respalda la hipotesis alternativa (H,). En sintesis,
los datos muestran que: (1) en el periodo B, dos bacterias ajenas al género
Lactobacillus spp. Peptoniphilus spp. (AUC =0.6121; p =0.0270) y Dialister spp. (AUC
= 0.6299; p = 0.0104) se asociaron con la necesidad de cerclaje cervical; (2) esta
asociacion coexiste con una respuesta inflamatoria caracterizada por elevacion de
citocinas Th1, en particular IL-1B, a la que se suma la sefal significativa de IL-18 en el
periodo A (AUC = 0.6182; p = 0.0229); y (3) estos biomarcadores muestran grados
variables de independencia, lo que indica que capturan aspectos complementarios del

proceso fisiopatoldgico.

Que IL-1B haya mostrado capacidad predictiva en los dos periodos y que sea la
Unica variable que lo hizo le otorga un papel central entre los biomarcadores
evaluados. Desde el punto de vista clinico, abre la posibilidad de usarla como
herramienta de estratificacion temprana del riesgo. IL-1B es una citocina
proinflamatoria que inicia cascadas que terminan en la produccion de prostaglandinas,
metaloproteinasas de matriz y otras moléculas efectoras responsables de la
maduracion cervical y del debilitamiento de las membranas fetales. Su elevacion en el
fluido cérvico-vaginal podria, entonces, reflejar la activacion de estos procesos antes
de que se manifiesten clinicamente, algo especialmente util en pacientes
asintomaticas que desarrollan una insuficiencia cervical silente (Romero et al., 2015).
Este hallazgo coincide con investigaciones previas que han documentado elevaciones
de citocinas proinflamatorias en escenarios de inflamacion intrauterina y riesgo de
parto prematuro (Kindinger et al., 2017). IL-1p también participa de forma activa en la
amplificacion de la respuesta inflamatoria y en la remodelacién del tejido conectivo
cervical, dos procesos clave en la fisiopatologia de la insuficiencia cervical (Menon et
al., 2019).
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Aunque IL-6 e IL-2 no alcanzaron significancia estadistica como predictores
independientes en el periodo A, sus tendencias vale la pena comentarlas. IL-6, ademas
de sus efectos proinflamatorios directos, funciona como puente entre las respuestas
inmunes innata y adaptativa e influye en la diferenciacidon de las células T helper hacia
fenotipos especificos. Su elevacion se ha asociado de forma reproducible con trabajo
de parto prematuro y corioamnionitis subclinica en varios estudios, lo cual respalda su
utilidad como biomarcador (Kindinger et al., 2017). El caso de IL-2 es distinto y, en mi
opinidon, uno de los hallazgos mas interesantes del panel. Aunque no alcanzé
significancia, su tendencia (p = 0.0755) resulta llamativa porque IL-2 no suele
explorarse como biomarcador obstétrico: su funcion canodnica es la expansion clonal
de linfocitos T activados, no la inflamacion tisular directa. Que aparezca entre las
variables con mejor rendimiento discriminativo apunta a un papel de la rama adaptativa
Th1 en la cascada que precede a la insuficiencia cervical, un mecanismo poco
explorado hasta ahora. La observacién encaja con trabajos que atribuyen a la
inmunidad adaptativa un papel mas activo del que tradicionalmente se le asignaba en

el mantenimiento del embarazo y la tolerancia al aloinjerto fetal (Sykes et al., 2012).

Peptoniphilus spp. forma parte de las bacterias asociadas con vaginosis
bacteriana y disbiosis vaginal, condiciones bien documentadas como factores de
riesgo para parto prematuro (Fettweis et al., 2019). Su identificacion como predictor en
el periodo B refuerza la idea de que la disbiosis vaginal cumple un papel critico en la
fisiopatologia de la insuficiencia cervical y el parto prematuro (Kindinger et al., 2017).
Desde el punto de vista mecanistico, Peptoniphilus produce proteasas y péptidos
bioactivos capaces de degradar la barrera mucosa cervical y, ademas, activa
receptores tipo Toll (TLR-2/4) en células epiteliales e inmunes residentes, lo que
desencadena la liberacion de IL-1B y de otras citocinas (Fettweis et al., 2019). Aun asi,
la correlacidn débil observada entre ambos marcadores (p = 0.24, no significativa)
indica que la elevacion de IL-1B no depende exclusivamente de Peptoniphilus: otras
fuentes de estimulo inflamatorio infeccidn subclinica, estrés oxidativo, dafo
epitelialtambién aportan. Esta disociacion parcial tiene una consecuencia practica

directa: combinar un marcador microbiolégico con uno inmunologico podria aportar
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dimensiones complementarias del riesgo que ninguno de los dos alcanza por

separado.

La evolucién temporal de los biomarcadores entre los periodos A y B también
vale la pena comentarla. Mientras que IL-18 mantuvo su capacidad predictiva en
ambos periodos, Peptoniphilus solo lo hizo en el B. Este desfase podria reflejar la
naturaleza dinamica de la respuesta inflamatoria durante el embarazo y la progresion
temporal de los procesos fisiopatoldgicos que llevan a la insuficiencia cervical (Petrou
et al., 2019). Que IL-1B se haya mantenido como predictor en los dos periodos refuerza
su relevancia como biomarcador potencial para la estratificacion del riesgo. En cuanto
al periodo C (30-34 semanas), los resultados conviene leerlos con cuidado: ninguna
variable alcanzé significancia y los valores de AUC rondaron 0.50, practicamente
equivalentes al azar. Veo tres explicaciones posibles para este patron. La que me
parece mas interesante desde el punto de vista biolégico es que, para la semana 30,
las pacientes que iban a requerir cerclaje ya lo habian recibido o ya habian presentado
el desenlace adverso, con lo que la variable de resultado pierde variabilidad en esa
ventana tardia. Otra posibilidad es que los cambios inflamatorios y disbidticos que
preceden a la insuficiencia cervical sean fendmenos del segundo trimestre que se
atenuan o se resuelven conforme avanza la gestacién. Tampoco se puede descartar
una explicacién de orden metodoldgico: el menor tamafno muestral del periodo C que
incluye solo a las pacientes que no habian parido antes de esa ventana reduce la
potencia estadistica para detectar diferencias reales. Sea cual sea el peso de cada
una, el mensaje clinico coincide: la utilidad predictiva de estos biomarcadores se
concentra entre las semanas 12 y 24, que es justo el intervalo en el que el cerclaje

electivo sigue siendo una opcion viable.

El analisis de correlaciones mediante el coeficiente de Spearman, justificado por
la ausencia de normalidad que mostré la prueba de Shapiro-Wilk, dejé ver patrones
llamativos. En el periodo A, la correlacion practicamente nula entre IL-18 e IL-18 (p =
0.02, p > 0.05) indica que estos biomarcadores capturan aspectos relativamente
independientes de la respuesta inmunoldgica, pese a pertenecer ambos a la familia de
la IL-1. IL-1B refleja la activacion inflamatoria aguda mediada por el inflamasoma,

mientras que IL-18 aunque también dependiente de caspasa-1 participa en la
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polarizacion de respuestas Th1 y en la actividad de células NK, lo que apunta a que
ambas citocinas contribuyen por vias parcialmente distintas al riesgo de insuficiencia

cervical (Sykes et al., 2012).

Lo mismo ocurrié con L. crispatus e IL-18 fue practicamente nula (p = 0.02, p >
0.05), lo que confirma que la abundancia de esta bacteria comensal y los niveles de
IL-18 van por su cuenta. En suma, los tres predictores del periodo A miden cosas
distintas y se solapan poco, lo que da pie a integrarlos en un modelo en lugar de

quedarse con uno solo (Sykes et al., 2012).

La correlacion negativa observada entre Lactobacillus crispatus y la citocina
proinflamatoria IL-1B (p = -0.24, no significativa) apoyan la idea de que la presencia de
Lactobacillus, especialmente L. crispatus, se asocia con un ambiente vaginal menos
inflamatorio. L. crispatus produce acido lactico y otras sustancias antimicrobianas que
mantienen un pH vaginal bajo y protegen frente a patégenos, generando un

microambiente que tiende a suprimir la inflamacion excesiva (Ravel et al., 2011).

Lo mas llamativo del andlisis es que IL-13 e IL-18, pese a pertenecer a la misma
familia y compartir parte de la maquinaria de activacion dependiente de caspasa-1, no
muestren una correlacion apreciable en el microambiente cervical. Esto apunta a que
factores locales especificos la composicion microbiana, la integridad epitelial, la
presencia de mediadores solubles modulan de forma diferencial la produccién de cada
citocina. Igual de llamativo resulta que L. crispatus presente un AUROC significativo
para cerclaje pero no se correlacione con la inflamacion local. Una explicacion
plausible es que L. crispatus, mas alla de su papel antiinflamatorio, contribuye a la
integridad estructural del cérvix por vias independientes: la produccién sostenida de
acido D-lactico mantiene un pH que dificulta la activacion de metaloproteinasas de
matriz (MMP-8, MMP-9), y la exclusién competitiva de anaerobios evita la degradacion
enzimatica directa del colageno cervical (Ravel et al., 2011). En otras palabras, la
asociaciéon paraddjica podria reflejar un mecanismo de proteccion cervical que opera
en paralelo a la modulacion inflamatoria y cuyo efecto se diluye cuando el dafio

estructural ya esta en curso.

55



CONCLUSIONES

Los hallazgos de este estudio muestran que los biomarcadores inmunoldgicos
(IL-1B) y microbioldgicos (Peptoniphilus) en el segundo trimestre del embarazo poseen
capacidad predictiva para la necesidad de cerclaje cervical en pacientes con amenaza
de parto prematuro. IL-18 mostré capacidad predictiva consistente en los periodos Ay
B, mientras que Peptoniphilus mostré asociacion significativa como predictor en el
periodo B, lo que refleja la progresion temporal de los cambios microbioldgicos durante
la gestacion. A IL-18 se sumo IL-18 en el periodo A, y a Peptoniphilus se sumé Dialister
spp. en el periodo B, de modo que el panel significativo quedé conformado por tres

marcadores en cada ventana.

La ausencia de capacidad discriminativa en el periodo C refuerza la nocién de
que la ventana predictiva de estos biomarcadores se concentra en el segundo

trimestre, etapa en la cual las intervenciones preventivas resultan mas factibles.

Aunque Lactobacillus crispatus mostré una asociacién paradodjica con la
necesidad de cerclaje en el periodo A, su falta de correlacion significativa con la
inflamacion local sugiere que su papel protector podria estar mediado por mecanismos
independientes de la supresion inflamatoria, o bien que su efecto se ve anulado en

contextos de dafno cervical preexistente.

La independencia entre el eje inmunoldgico (IL-1B) y el microbiolégico, que se
ve en lo débil de sus correlaciones, deja claro que la insuficiencia cervical no obedece
a un unico mecanismo, sino a la convergencia de procesos inmunolégicos vy
microbioldgicos parcialmente autonomos. Hay un matiz que vale la pena senalar:
dentro del eje microbiolégico, Dialister spp. y Peptoniphilus spp. si se correlacionaron
fuerte entre si (p = 0.72), de modo que aportan informacién en buena parte repetida y
bastaria con incorporar una de las dos al modelo. De aqui sale una idea practica: un
modelo que combine IL-13, un marcador de la microbiota vaginal e informacion clinica
(historia obstétrica, longitud cervical) podria discriminar mejor que cualquier marcador
por separado. Los pasos siguientes serian validar estos biomarcadores de forma

prospectiva en cohortes independientes, buscar puntos de corte utiles para la clinica 'y
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evaluar intervenciones dirigidas como probidticos para restaurar la dominancia de
Lactobacillus o terapias antiinflamatorias locales en pacientes estratificadas por su

perfil de riesgo molecular.

Conviene, no obstante, interpretar estos hallazgos con cautela. La capacidad
predictiva de los marcadores identificados fue estadisticamente significativa, pero de
magnitud modesta (AUROC entre 0.61 y 0.63, dentro del rango de discriminacién de
0.60 a 0.70), de modo que la significancia estadistica no equivale por si sola a utilidad
clinica. IL-1B y el marcador microbiolégico aportan informacién complementaria,
aunque no necesariamente independiente, por lo que su valor probablemente resida
en integrarlos —junto con la historia obstétrica y la longitud cervical— en un modelo
multivariable, mas que en emplearlos de forma aislada. En consecuencia, la asociacion
observada en el segundo trimestre debe entenderse como una sefal bioldgica
prometedora y un punto de partida, no como evidencia suficiente para recomendar su
uso clinico: antes de ello sera necesario validarla de forma prospectiva en cohortes
independientes, calibrar los modelos, definir puntos de corte y evaluar su impacto

sobre las decisiones y los resultados clinicos.
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ANEXO 1

Glosario de Abreviaturas

PPT: Parto prematuro
sPTB: Parto prematuro espontaneo (spontaneous preterm birth)

PPROM: Rotura prematura de membranas preparto (preterm prelabor rupture of

membranes)
MTL: Pérdida en medio trimestre (mid-trimester loss)

LLETZ: Exéresis de gran asa de la zona de transformacién cervical (large loop excision

of the transformation zone)

CVF: Fluido cervicovaginal (cervicovaginal fluid)

CST: Tipo de estado comunitario (Community State Type)
MBL.: Lectina de unién a manosa (mannose-binding lectin)
IgM: Inmunoglobulina M

IgG: Inmunoglobulina G

C3b/iC3b: Fragmento del complemento C3b/iC3b

C5: Componente C5 del sistema del complemento

IL-8: Interleucina 8

IL-6: Interleucina 6

IL-1B: Interleucina 1 beta

IL-2: Interleucina 2

FIV: Fertilizacion in vitro

GWAS: Estudio de asociacion del genoma completo (Genome-Wide Association
Study)

RNA-Seq: Secuenciacion de ARN

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay)

ASV: Variante de secuencia de amplicén (Amplicon Sequence Variant)
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VALENCIA: Clasificador de centroides para microbioma vaginal
STIRRUPS: Base de datos para clasificacion taxonémica de microbiota vaginal

AUROC: Area bajo la curva ROC (Area Under the Receiver Operating Characteristic
curve)

ROC: Caracteristica operativa del receptor (Receiver Operating Characteristic)
IC95%: Intervalo de confianza del 95%

NF-kB: Factor nuclear kappa B

Th1: Linfocito T helper tipo 1

Th2: Linfocito T helper tipo 2
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ANEXO 2

Glosario de Términos

Incompetencia cervical. Incapacidad del esfinter cervical interno para mantener el
embarazo hasta el término, caracterizada por dilatacion cervical indolora y progresiva

sin contracciones uterinas significativas.

Preeclampsia. Trastorno hipertensivo del embarazo que se presenta después de las

20 semanas de gestacion y se asocia con proteinuria y/o dafo a érganos blanco.

Eclampsia. Complicacién grave de la preeclampsia caracterizada por la aparicion de

convulsiones sin otra causa neuroldgica identificable.

Corioamnionitis. Inflamacién e infeccion de las membranas fetales (corion y amnios)

y del liquido amnidtico, generalmente de origen bacteriano ascendente.

Enterocolitis necrotizante. Enfermedad inflamatoria intestinal grave que afecta

principalmente a neonatos prematuros y se asocia con alta morbimortalidad.

Retinopatia del prematuro. Trastorno del desarrollo vascular de la retina que ocurre

en recién nacidos prematuros, pudiendo causar discapacidad visual severa.

Displasia broncopulmonar. Enfermedad pulmonar crénica secundaria a inmadurez
pulmonar y exposicion prolongada a oxigenoterapia o ventilacion mecanica en

neonatos prematuros.

Disbiosis. Alteracion en la composicion y funcién normal de la microbiota asociada
con estados patolégicos, caracterizada por pérdida de microorganismos beneficiosos

y proliferacion de patobiontes.

Capacidad Predictiva. La capacidad predictiva se refiere a la habilidad de un modelo
o marcador para discriminar entre individuos que desarrollaran un evento de interés y

aquellos que no.

Opsonizacién. Proceso inmunolégico mediante el cual los patégenos son marcados
por anticuerpos o proteinas del complemento para facilitar su reconocimiento y

fagocitosis.
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Citocinas. Moléculas de sefnalizacion producidas por células del sistema inmune que

regulan procesos inflamatorios, inmunitarios y hematopoyéticos.

Complemento. Sistema de proteinas plasmaticas del sistema inmune innato que

participa en la opsonizacion, la inflamacion vy la lisis celular.

Metataxonémico. Enfoque analitico basado en la secuenciacion del gen ARNr 16S
para caracterizar la composicion de comunidades microbianas sin necesidad de

cultivo.

Diversidad alfa. Medida de la riqueza y diversidad de especies dentro de una

comunidad microbiana especifica.

Diversidad beta. Medida de la disimilitud en la composicion de especies entre

diferentes comunidades microbianas.

Cerclaje cervical. Procedimiento quirurgico que consiste en la colocacion de una
sutura alrededor del cérvix para proporcionar soporte mecanico y prevenir su dilatacion

prematura.

Cerclaje electivo. Cerclaje realizado de manera profilactica en pacientes con historia

de incompetencia cervical, antes de que ocurran cambios cervicales significativos.

Cerclaje de urgencia. Cerclaje realizado como procedimiento de rescate cuando ya

existe dilatacion cervical evidente con riesgo de pérdida gestacional inminente.

Longitud cervical. Medida ultrasonografica de la longitud del cérvix, utilizada como

predictor de riesgo de parto prematuro.
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