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RESUMEN

Introduccidn. La displasia broncopulmonar (DB31%) ‘es 'una enfermedad pulmonar que se caracicriza
por la progresion dc altcracnoncs radiolégicas relacionadas con cambios patoléglcos de lnﬂamacmn )
tanto aguda como créruca fibrosis ¢ hxpcrtrof'a dc muasculo liso a nivel bronquiolar. - ‘
Ilasta el momento se desconoce el mecanismo exacto por el cual se producen estas altcrﬂciones de la
estructura y funcién pulmonar del neonato que desarrolla DBP, sin embargo todo indica que la
inflamacion es el proceso fundamenial de esta lesién pulmonar. Existen estudios que indican que se
encuentran involucrados factores genéticos que determinan la ausencia o presencia de la DBP.
Dentro. de in inflamacion existen polimorfismos que ejercen una accién reguiadora sobre :la
produccion de citocinas proinflamatorias, que hacen que los individuos que las tienen respondan en
forma diferente al resto de individuos, resultando clinicamente en la presencia dé ‘diferentes
enfermeduades. De estas enfermeduades, In que se reluciona con procesos pulmonun:> es la Alvculnm .
Fibrosantie en la que la presencia del alelo A2 de [L-1ra se ha encontrado como l‘auor de' nesgo para

padecer esta entidad.

El alelo A2 det recepmr del antagonista de I1~1 (I1-1ra 2) ::Jerce una accu‘m reguladora <nbrc la

desurrollun DBP compurados con lus que no la desarrollaron

Disefto. Estudio de casos y controles anidado en una cohort

a ventilacion mecanica de los cuales se cxcluyc:mn de clln fallccuemn 3; quedandn un grupa final

dec 44 nconatos. A todos se les tomo sangre pcntcnca para cxtmcclbn dc ADN A tm\és de la
ampliticacién paor técnica de PCR sc realizé la dctcrmmamén dc pohmorhsmo de lL—lrn. Sc csperd
cumplir los 28 dias o a las 36 SEG corregida para el dxagnésnco de DBP segun los criterios de

Bancalari ¥ los grados del mismo con los criterios de Toce.




Anatlisis eslndlsln.u. 1. -Para l.z descripeion peneral de las caracteristicas de los neonatos se utilizé
estadistica descriptiva de acuerdo al nivel de medicién de las variables. 2. -Se realizé un analisis
bhivariado con las -variables que pudieran asociarse a la presencia de DRP. l.a“signiticancia
cstadistica de las asociaciones se evalu6 mediante la prueba de Chi cuadrada y en los casos qi.le no
se pucdo realizar, sc aplicé la prucba exacta de Fisher, ¢l nivel de significancia se¢ ajusté a 0.05.
Resuttados. Sc obtuvicron mucstras dc un total de 61 pacicntces, dc los cu:.\lcs 4 no sc fncluvcron por
criterios de eliminacién y 13 (21.3%3) fallecieron antes del dmgnostlco de DBP De los neonatos
cstudiados 20 (44%%) presentaron DBP y 24 (46%%) no la presentaron. y

El numero de homocigotos de Al fue de 28/44 ( 64%%6), de A2 de 8/44 (18‘%‘) y dc Ad de 1/44 ("%)
Como heterocigotos se enconiré Al-A2 en 5/44 pacientes (11%6) y de AI-A4 de ”/44 (4 5%%)

Del grupo con DBP tuvieron polimorfismo A2 de IL-ira 5/"0 neonalos ("4%) Dcl grupo sin DBP '
6/24 tuvieron el polimorfismo A2 de IL-1ra (27%) Al reahzar el anallsxs entre. pa

» 'hmort'smo A._ y
DBP no se e¢ncontrd asociacion (p: 0.78) )

Conclusiones, La frecuencia del alelo A2 de ILl-1ra: c> almlld.r

presencia de DBP.




INTRODUCCION

La displasia broncopulmonar (DBP), descrita inicialmente en 1967 por Novnhwa'v"el at, ‘" es una
enfermedad pulmonar crénica que sc caracteriza por de altcracloncs mdxologlcas progresivas
rclacionadas con cambios, patoidgicos dc inflamacién tanto aguda.como crémcn, fibrosis c
hipertrofia de masculo liso a nivel bronquiolar, & e o

Con cl incremento en la sobrevida de nconatos pretérmino cn las tcrapiés' ncbnatalcs. se ha
observado un aumento de enfermedades cronicas, cobrando asi la DBP una gran 1mponanc|a‘

La DBP tiene una incidencia de 20% en los neonatos que requieren de ventilacion mecdnica
y una incidencia de 15-47% en los neonatos que pesaron al nacimiento menos de 1500 g. ¥ En'el
Instituto Nacional de Perinatologia, la incidencia de DBP en lactantes con peso mcnor de 1500 g al
nucer es de 20-40%, y de 40-60% en los menores de 1000 g. %

Los neonatos que padecen DBP tienen 30% mus posibilidades de morir durante el primer afio
de vida comparados con los neonatos de caracteristicas similares sin DBP. Ademas presentan
hiperreactividad bronquial con reportes de remisién alrededor de los 8 ailos de edad. ™ El desarrollo
neurolégico se ve afectado hasta en un 30% de los lactantes con DRP y se encuentran alteraciones
motoras, auditivas ¥ grave minusvalidez hasta en 16%4 de cstos neonatas. ®10) o principales causas
de mucrte en cstc grupo de nconatos son la insuficicncia respiratoria, sepsis y cor. pulmonale. @ Las
infcccioncs respiratorias son frecucntes durante los dos primcros afios de vida cn los nconatos con
DBP siendo el principal agente el virus sincitial respiratorio (SRV){'®

Para cl diagnostico de DBP existen tres criterios fundamentales ': ¢l apoyo ventilatorio. las
caracteristicas clinicas y las alteraciones radiologicas. El apoyo ventilatorio incluye la necesidad de
ventilacion con presién positiva intermitente durante la primera semana de vida, la nec:siddd de
oxigeno suplementario y/o ventilacién mecanica para mantener una PaO: por encima de 50 mm¥Hga
los 28 dias de vida extrauterina ' o a Jas 36 semanas de edad gestacional corregida (EGC) W Se
toma el criterio de ain a los 28 dias cuando el peso al nacimiento fue mayor de 1500 g. El crilério de
36 semunas de EGC se aplica (,uandu el peso del neonato sl nacimiento fue menor de 1500 1,. Las
caracteristicas clinicas que se usan como cmenos para el diagnéstico de DBP son la preseucxa de
taqquipnea, disnea, retraccion m\‘ercos(al y subcoﬂal y estertores a la auscultacion. -2, 9 A esto<
criterios propuestos por Bancalari’ er at a0 para el diagndstico de DBP, se agregan los datos




radioldgicos Que son a]l::muom:: dn(‘u;a> en lu den: ] dud dc .smboa pulmonc;, al(cmundo con dreas.

normales o enl'sematosaﬁ y zonns dc f‘onnacnones bulosns : eqo< cr:terlos des cnlo< por Toce er al
4B ce utilizan para la claﬁlhcacu{m de DBP eetadl(‘cando ala ntermedad en tres gradn 3 Ievc

moderada 0 severa.

lL.os lacmmcs con DBP ucncn cn’su mayoria e antccedent c haber sido prcmaturos, con

mancjo ventilatorio a presioncs V ol

apoyo ventilatorio por tiempo prolong,ad .

(PCA)41& : : ; .
A pesar de la gran 1mpormncxa que tiene la DBP n la poblucxén neonaml husm el momento

se desconoce el mecanismo exacto por el cual se producen graves’ ahemmones en'la estructura y
funcién pulmonar del neonato que desarrolia esta cnudad. La cno]og,ia de DBP se ha auibuido a
numerosos factores que confluyen a un solo final que es la reaccién inflamatoria a nivel pulmonar.

Esta reaccion influmatoria s posible que comience “in urere™ 8%

. pero, tras ¢l nacimiento, otros
factores entre los cuales se encuentran la hiperoxia y el barotrauma asociados a la ventilacion
mecanica, infeccion sistémica y deficiencia primaria de proteinas de surfactante o de factores
nutricionales como vitamina A y . 9% inducen una reaccién inflamatoria mayor en los pulmones
inmaduros de los pretérminos con sindrome de distres i’espirathrib y DBP. 99 Asi 1os nconatos
pretérmino con ricsgo para ¢l desarrollo de DBI® tic'r'lcn'ma'vor ‘reaccion inflamatoria a . nivel
pulmonar con respecto a 10s nconatos que No presentan DBP con una elcvacion de fa pct'mcablhdnd
de la microvasculatura pulmonar. ¢7'® En 1a figura 1 se mu:su-.z grnﬁcamem: la patogénesis de la
DBP. BE VL

Los datos que demuestran proceso mﬂamatonos bxen csmblecxdo a nivel pulmonar provlcnen de

estudios de lavados bronco-alveolares renlxzados en neona!os donde se observa un incremento en el
namero de células inflamatorias como neuxroi'los ¥ macréfagos ‘asi como de las citocinas

mterlcucma 6 (IL-6). factor de necrosis

proinflamatorias principales: lmcrleucma 1ﬁ (IL—IB)

tumoral a (I'NFa) c intcricucina 8 (ll,-S) cn nconntos quc dc<arrollan DBP con rcspecto a los’
nconatos quc no la desarrollan. an Los mvclcs de estas cnocxnas prointlamatorias s¢ hallan
clevados desde ¢l primer dia de vida cn nconatos con’ LBP, mantcméndosc cn cstas condicioncs

hasta por 3 a 5 semanas posteriores. Estos incrementos no se observan en lactantes sin DBP. 4192




Asi mismo se ha encontrado incremento de In actividad proteolitica de elastasas 'y del fuctor de

crecimiento transformador 3 (TGFB) y fibronectina. u7.23:27
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Otro dc los factorcs importantes involucrados en la etiologia de la DBP son los factores
genéticos yva que se ha demostmdo en estudios realizados en gemelos que existe mayor
predisposicion a padecer DBP en neonatos cuyos gemelos padecen DBP.* Existen polimorfismos
de citocinas que al presentarse en algunos individuos, su maquinaria inmunoreguladora es menos
flexible




Los pohmorl'smos son'la prcscnua de dos o mas alelos mutanies en uny poblauén. que no
pueden cxphcnrse por-una mutaclén recursente.. Los genes mutantes pueden encontrarse de forma
homocigota cuando, ambos gene ln: apormdo< pnr el padre y por la madre e<mn afecmdoe' o de

torma heterocugma cuandn solo un genesta ‘modificado. &%

Uno de los pollmoﬂlsmos relacionados con cntcrmcdadcs en dondc la lnﬂamacxén es el
mccanismo fundamcntal, cs’ lu prescncia dcl alclo A2 dcl anmg,onwta dcl rcccptor “de IL,-I (IL,-lra

A2) La presencia del alelo- A. de ll..-lrn sc ha rclncxonado con enfermedades"co pson:sxs.

liquen - escleroso.” lupus cntcmmoso dxscoxdc dermmms hcrpcnformc’ Vp‘x'g:_o" artritis
T @) o

reumatoide juvenil y polimiositis. SRR : :
Se ha comprobado que in virro ja presencm del nlelo > éjc IL-lx"p. ihc}emenm Ia concenu:icién de
IL-1p. @V : : e :

E! polimorfismo de IL-1m consta de’ r:pencnoncs de 86 pa.rcs dc bnscs (pb) ordenndas una tras

La presentacién del alelo A2 de IL-Ira se hn buscado en cnfcrmedades pulmonares con

incremento en el proceso inflamatorio a nivel pulmonar,
Entre estas enfermedades pulmonares se encuentran a la ulveohus ﬁbrosnnle (AF), al a.sma yala

33-35)
silicosis, ©

Se realizé un estudio en donde se comparan pacientes con AF y c.onlroles sanos en ° poblaciones de

ingleses e italianos. En la poblacién de ingleses se encontré una asoclacxén entre pacientes

homocigotos para el alelo 2 de! gene de antagonista del receptor de TI-~1 yvel desarrallo de AF

siendo signiticativa (RM 10.2, IC 95%, 1.26-81.4, p 0.03) Sin cmbargo al estudiar pacientcs en la

poblacién italiana, sc cncontrd csta misma asociacion en homocigotos pero no skgm'ﬁcativa (RM
2.54; 1C 95% 0.68-9.50; p— 0.2. ®»

En asma bronquial, la presencia de IL-1ra A2 se relaciond con la scvcndnd del asma en
pacientes blancos y negros. ©% De 1a misma mancra ¢! polimorfismo A2 de IL-l racen 1a sxhcos:s se
relaciona con severidad de 1a presentacién de la enfermedad. ©%

IL-1 es una de las principales citocinas moduladoms, siendo el prototipo de citocina inductora
de cambios inflamatorios agudos y crénicos.
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Entre los cfcclt» ob:ervadus por IL-] >c cngucnlra la :.apuudud de mcrcmenlar la produccion de

olras cxlocmas como el faclor esllmulamc de colomas dc branulocuos (G-CSF), 'I‘NFa, -6, IL-8, y

de mxcmbros hom logos dc la famlha ‘de’ la qu:mxocma_\: como PDGF ‘e IL-11. La actividad

bxologlca derln‘ IL. mmb n..se: combma ccn otras cnocmas como el TNF-a y Ila IL-6

mcremenmndo Ia respuesua xnﬂamaton

JLYSTIFICACIOIN

ta DBP sc dcsarrolla cn mﬁ: dc 40 J dc los nconmos de pretérmino mcnorcs de 1500 g de pecso que

requicren de vcnnlnclén mccémca nsx dn, 1o cuat A:onsnm)c un problema dc ntcncxén |mpon:mte

en las 1cmpxas nconatales de. todos los hospualcs quc atienden a este tipo de nconatos. No s¢ ha
rcponndo previamente “la asociacién - de ‘polimorfismos 'y csta cnfcrmcdad La posﬁ:xhdad de
encontrar alguna asociacién dcl pohmor!’smo A2 dell-1 aconla presencm dc DBP ser{n de gran

utilidad en la prictica chmca pennnml ya que podm identificar pncxemes con nesgo de DBP

PREGUNTA DE l.\'VEsTldA'cio

- 4,L\|<tc a:oclacu'm ntrc la prc<encu\ del alelo A2 de lb-lm v cl d :armllo dc DBP en

nconatos mcnor cs dc 1500 g de pcso somctldos a wcmllaclén mccamca?

HII'O'I'ESIS i

e Ei alclo A“ dc. lL—Ira se asoc:n a la prcscncm de DBP cn los nconatos mcnores de 1S00 g
<omcndos a vcntllnc n mecanica. | ; |

OBJETIVOS
GENERAL

e Determinar la asociacién de T1-1 ra A2 en neonatos menores de 1500 g que desarroltan DRP
comparados con los que no la desarrollaron

11




ESPECIFICOS

- <Comparar. la frccucncm de pollmorf'smo dc lL—lra A2 cntrc los. pacicntes con DB y sus
controles. Dctcrmmar si cxxﬁtc asociacién entre otras vnnablcs v Ia frccucncm de DBP.

M ETODOLOG’L’A; :
Disefio. .- i
- De, ﬂcuerdo ala

- De acucrdo ul propésxlu

(‘ag lor de ncsgo y un des«.nlace.

LUCARY DURACIO : ol
Se llevé a cabo la apmcxén de’ los pacientes ‘en‘ e drea de’ cuxdados xmensnos nconatales del

‘I de mmzo del "’00"' al 30 de mavo del 2003 L
1 ra se'realizé en'el. labormono del Dr.: Vlanncy Navarrete

Instituto  Nacional dc’ Pcnnatologx

identificacion de pohmqrﬁsmo de I
Ortiz en CINVESTAV. .,

POBL. ArléN

METODO DE MUESTREO :
Se utilizé un muestro no prnbabllk

con los critcrios dec sclccmén, hm

con peso mcnor de 1500 g quc tucron mnnc_\a 0s con ventl acion mccanlca cn la U(,IN del INPer.

CRITERIOS
DE INCLUSION

* Recién nac:do; en cl INPcr
e Peso igual o menora 1500 g. adecuado a la edad gcstactonal
e Deambos scxos

e Con inicio de \cnulncxén mccﬁmcn en las primeras 24 horas de vida

12




s Consentimiento informado por escrito del responsable legal.

NO INCLUSION =
e Malformacioncs congénitas ’

LLII\IINACION

. Falln tecnlca cn ia rcalxmcnén de reaccién en cadena de pohmerasa (PCR)

DE rxcx,usu’)r\'

e Muerte antes de 1os* 28 dias dc vida

e Muerte antes del diagn('\sticc de DBP

TAMARO DE LA MUESTRA

Debido a que no habia datos previos, no era posible calcular un tamafio de muestra. En DBP no se
ha explorado nunca Ia frecuencia de polimorfismos y solo se podia calcular un tamafio tomando otra
enfermedad como modelo que fuera parecida a 1la DBP. : N
Se considerd pama estimar el tamaiio de muestra un estudio previo en neonatos .sdul(os con BI\'EO]Illb

fibrosante. “® En dicho estudio se observé el alelo A2 de IL-1ra en 39 de 88 nconalo' i
(41%) y en 28 de 88 controles sanos (32%); también se observé en 35 ‘de 61: ueox

(57%5) y en 37 de 103 controles sanos (36%6) Para este estudio se consideré una frecucncm probable
de 50% de la presencia del alelo A2 en los casos de DBRP y de 35%: en !os comrole< para este
cstudio. K

Se aplicé una térmula de dltcrcncus de proporcnoncs @D csnmando una probabl dad dc 5096 dc,

presentacion del alelo A2 cn los r to. quc pr : el evcmo DBP v dc 35 e én lcs quc no
presentan DBP. : )
P1=0.5 (=08

P2=035 «=0.05

n— MZa V2P (Qi)-
C P1-P2, i
. M1.96v2(0.5)(0.5) - c. 84\’ (0 5) (0. 5)*0 35(0 65)1°

13




n=

C 0.5-0.35 [=]
[1.96v0.5 - 0.84¥ .25 + 23712

L 0.15 ]
11.96(0.70)-0.84(.69) 12
L. oi1s : 4
1.37-0.58) 12

L v.1s J
f0.797° ~ =28

Muestra de 28 neonatos para el evento esperado.

VARIABLES EN ESTUDIO,
INDEPENDIENTE
1. POL[MORFISMO DE lL-lra

Cmegorta cualitativa

Escala de medicion: nommal

Unidad de analisis: ~ presencia de los alelos Al-AS::

combmnmonc< de alclos (homocngu(os, hclcrocngows)

Conceptual

Es la repeticidn de 86 pares de bases ( pb) una delnme de la otm. en cl hmzo la.rgo del cromosoma 2,

que s¢ presenta en diferentes alelos, los cuales s¢ designan ‘como Al-AS. scgun sus’frecuencias de

presentacion en poblaciones de individuos sanos (Cuadro 1). Los tamafios de los alelos son de 410,

240, 500, 325 y 595 pb ¥ corresponden a 4, 2,5, 3
respectivamente.

b 6-}rcpeuy':y:iones del i‘mémemo de 86 pb,

14



Alelo Frecucncia Tamafio No. Repeticiones
Al 0.736 410 4
A2 0.214 240 2
A3 0.036 500 5
A4 0.007 325 3
AS 0.007 595 6
Cuadro 1. Frecuencia de alelos de IL-1ra cn poblacion ahlcna En cstc cundro s¢ muestra on la pnmcra columna los

diferentes alelos que se han encontrado. En la 1a fr que se enlap

de cada uno de los alelos. En la tercera columna el tamafo en pares de bases de cada alelo y en la cuana columna el
niamero de las rcpetncmnes de los 86 pares de bases uns delante de la otra en cada alelo. Tomado de Tarlow y
colaboradores. ©*

Opceracional

Sc tomoé como fa presencia de los alelos A1-AS de [L-lra, cuando a través de la amplificacion por
PCR y la clectroforesis en agarosa al 1.5% tenida con 0.1% de bromuro dec ctidio se identificé un
producto de amplificacién correspondiente a los pesos descritos para cada uno de los alelos ’(410
240, 500, 325 y 595 pb) Se describieron las frecuencias de las combinaciones que se observnron en
el estudio, tanto de homocigotos como heterocigotos para cada nlclo.

DEPENDIENTE

1.DBP

Categoria: cualitativa

Escala de medicion: nominal

Unidad de anilisis: tener o no tener la enfermedad - 5 e

Conceptual ;
Es una enfermedad pulmonar Cjué se caracteriza por la’ progresion de alteraciones . radioldgicas
relacionudas con anblo: hn:topatolobmus dc inflamaucion aguda y cronica; fibrosis « hipertrofia de
musculo liso a mvel bl"an\HOlBl’.' : ’ )

Operaclonﬂl

Sc considers cl dlagnosnco dc DBP cn los pacicntes de cstudlo cuando:

15
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» Necesidad de ventilacién con pi't:sién pdsigiifa intermitente durante la primera semana de vida y

por un minimo dc 3 dlas R :

alternnndo con areas normales o cnfsematosas En nlgunos casos,

estas. éreas‘puedc‘n’_ ‘confluir
dando lugar a formaciones bulosas, 8 . :

e Se tomé una placa antero-posterior de tomx la cual fue \'alomdn por ‘3 medxc revmmeme

estandarizados (Spermaan de 0.80) y se dlo una cla.sxfcac: n sr:;, los: cn cnos rad:ologwcs de

Toce erul. 'Y

OTRAS VARIADBLES

1. EDAD GESTACIONAL
Categoria: cuantitativa
Escala de medicién: continua, razén -

Unidad de analisis: semanas de gestacion

Conceptual .
Tiempo de gestacion transcurrido €n semanas desde la_fecha de la ultima mcnstruacn’m antes dei
cimbarazo (FUM)

Operacional

Sc consideré la edad gestacional tomnndo en cuenta la FUM en las madrcs ¥ la. valomclén de
Capurro cn los nconatos. Sc preferird anurro cuando Ia diferencia cntre l-UM v Capurro sca mayor
de dos semanas.
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2. USO DE SURFACTANTE

Categoria: cualitativa

Fscala de medicidn: nominal

Unidad de analisis: <.|ntét|cn sin téncn con SP By, natural

Conccptual

Aplicacién de surfacw.mc a’tray 3 de
as hxalmas

como tratamicnto pam cnfermcdad dc mcmbr

Opcracional

l:x [} dotmqueal al nacimiento, ya sea como profilictico o

Cuando se aphque surfnctame cn dosxs de's ml / kg o por lo menos la rmtad de la dosis calculada

para cada caso..

3. TIPO DE VENTILACION
Categioria: cualitativa

Fscala de medicidén: nominal
Unidad dec analis

sincronizada (SIMV), presion nasal positiva continua de la. via aérca
nCPAP, nasofaringeca, puntas nasalcs con ()_-,V;:asco cefilico.
- Fase l: casco cefilico. puntas nasales con O, cE :
Fasc 2: nCPAP, ventilacién nasofaringea
Fase 3: A/C. SIMV, VAFO o
Conceptuat g
Tipo de 1a accién y efecto de ventilar. Corriente de aire que se esmblcce al vcntxlarlo.
Operacionsal 3
Modalidad de ventilacion que se utilizo en los neonatos dumnlc su c>lam:|u enla UCEN

4. DIAS DE VENTILACION
Categoria: cuantitativa I
Fscala de mediciéon: continua de ra.?lm

: - alta trecuencia oscilatoria (VAIQ), asisto-control (A/C), ventilacion mecanica
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Unidad de undlisis: nimero de dias

Concephuil

Numero de dias necesarios en ventilador para la resolucion de la dificultad respiratoria.

Opceracional
Namero - de dias ‘que cada neonato s¢ mantengn con wventilacién mecanica:a través de canula

cndolmqucal

5. PERSISTENCIA DEL CONDUCTO ARTERIOSO PERMEABLE TARDIA
Cate;,ona cualitativa
Escala de medicion: nominal
Unidad de analisis: dicotomica )
- presente, aus’enlc’ .

- temprana, tardia

Conceptual

Cardiopatia conggénita no manégcna quc se camctcn?a por la pcrmancncm dcl conducto ancnoso,

por dondc ia sangre quc prowcnc dcta nrtcnn pulmonar pasa dla norm.v :

Opcracional
Auscultacién de soplo cardiaco comp:mble (soplo commuo en Ia region mfraclawculnr v en el borde

izquierdo del esternén) con evxdencm ccocurdlogrnt'ca por Doppler de, color bxdxmensnonnl de un

cortocircuito de izquierda a derecha a través del conducto anen S0,

d:mas'de uno o mas de los

recordlal pulsos sa]lones, edema

siguientes  signos . clinicos y radnolo;,\cos‘ hxpcracthdpd
pulmonar, cardiomegalia. : ! S i o
Se definié como PCA temprana o tardia cuando el disgnostico se realizod sntes o después de los 7
dias de vida. ‘ ’
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6. SEPSIS NEONATAL
Categoria: cualitativa

Tiempo de presentacion de sepsis
[scala de medicién: nominal
Unidad de analisis: dxcotomlca

- prc<cntc auscnlc

- tg:mpra.na. tardia .-

Conccptual

Infeccion snstemxca documenmda por culuvo posmvo en el primer mes de vida, en presencia de

datos clinicos de mﬂamamén slstemxca

Operacional
Pura el diagnostico se considerd cl criterio del médico a cargo ;u,uncndo el siguiente protocolo.
Se considerd sepsis temprana cuando se presentéd dentro de las primeras 72 'h de vida y tardia

cunndo se presentd despues de las 72 h de vida.

7. BRONCONEZEUMONIA
Catcgoria: cualitativa
tiscala de medicion: nominat

Unidad de analisis: dicotémica

Conceptual

infeccidn primaria o secundaria del parénquima puimonar.

Operacional
Se considerd bronconeumonia cuando el médico a cargo del paciente encontraba “presencia de
signos clinicos de insuficiencia respiratoria y alteraciones radiologicos compatibles; con o sin

aislamiento bacteriolégico de lavado bronco-alveolar.
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I\IATERIAL Y l\l FTOD‘)Q

a) Para la recolcccnon de 1a muestra de neonatos con venulnc:on mecdnica se recurrio a la Unidad de

Cuidados Intensivos Nconatales. Una vez captado ¢l nconato sc le pidid autorizacién al padre o tutor

a participar en el estudjo, explicindoles los motivos y la utilidad del estudio, ademds de que se les

solicité firmar una caria de consentimiento informado. (Ver anexo 1)

b) Una vez que se obtuvo lra aceptacion del padre o rutor, el pnmer paso fue la toma de muestra de

1.5 ml de sangre periférica de cada neonato. Estas muestras se¢ procesaron duramc las siguientes 8

horas, para la obtencion de iicido desoxiribonuciéico (ADN) con cl siguiente mclodo.

En un tubo estéril de 15 ml Falcon se adiciona 3 mi de solu(:l_onvd
(RBCYMgCl; 5 mM; EDTA 1 mM pH 8.0)

‘Transferir 1.5 m! de sangre al tubo anterior. In\'erur pa.ra m

lisis dc enuocnos

incubar por 10 min a temperatura ambiental. Invertir al mcn
(a los S min)
Centrifugar por 10 min a 3000 rpm. Retirar el sobrenadame
blanco para lo cual sc dejan alrededor de 100 a 200 mi de lxq
volver a poner RBC 3 mi, centrifugar y quitar sobrenadante. g
Mezclar vigorosamente (vOriex) para resuspender los lcucocxtos en
esto facilita la lisis celular.
Adicionar 3 ml! de solucion de lisis celular ( Tris 10 mM., pH 5 EDTA
1%) al wbo que contiene las células resuspendidas y plpetcar ivari

células. Generalmente, ninguna incubuacion es requerida; sin® embargo si's encucm.rnn

grumos celulares después de mezclar, se incuba a 37° C o a h:mpcmtura ambxcmal por 24

horas hasta que la solucidn seu homogénea. Las mucesiras son cslable en :: au :oluuén por al

menos 18 meses a temperatura ambiental,

PRECIPITACION DE PROTEINAS

Adicionar 1 ml de la solucidn de precipitacion de proteinas (acemto de amonio 7 mM) al

lisado celular. Evitar que se forme espuma.

Mezclar viporosamente a alta velocidad por 20 seg para l\omogenelzar con el hsado celular

Centrifugar por 10 min a 3000 rpm. Las proteinas precipitadas forman un botén color café
obscuro.
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PREC[PITACION DE ADN
e - Retirar el sobrenadame que contiene ADN cuidando de no tocar el boton de proteinas y las

paredes dcl lubo y dcposnar ‘en - tubo hmpm catcnl Epptndurf que Lun(enhd ‘3 ‘ml ‘de

: 1sopropanol

- Mezclur la mur:stru por inversion suave 50 vcccs hn;lu que la: I'bms de ADN furmen un

(.unblumcmdu

- Ccmnfug,ar por.: mina 3000rpm‘ el ADN dcb

L Reurnr el sobrenndnme ¥y secar el mb‘ en pa nol al 70%.

al ‘retirar el

HIDRATACION DEL AD
e Adicionar 250 mi de solucxén de hxdrata
caso de que la cantidad dc ADN obteni o

puede ser menor.

= Dejar rehidratando el ADN toda la noche a tempera!um ambx nte. Ahcman\'nmem: calentar
a 65° C por 1 hora. Mover periddicamente el tubo pam dlspcrsar el ADN - :
* Almacenarde2a 8°C. S
c) En una tercera etapa se realizé PCR con el siguiente mxcxador
Sentido: 5° CTCAgCAACACTCCTAT 3°
Antisentido: §° TCCTggTCTgCAgeTAA 3°

El ADN proveniente de cada puciente, se utilizd como lcmpludo en la reuv.uuri en cadeny de

polimerasa (PCR) bajo las siguientes condiciones, siempre utilizando un’ control positivo:
PCR-mix (1x) ) :

REACTIVOS VOLUMEN CONCENTRACION FINAT.
FINAL (251) )
PCR bufTer 10x 2.5 ul




MgCl: 25 mM 1L ul ‘ 1x (1 mM MgCl)

DNTP's 10X (2mM e cadn wne) 2.5 pb o 0.2 mM (200UM doendn urn)
Oligo 17100 uM - 0125w T 0.5 UM (~0.5 pmol/ul)
Oligo 2 100 1M [RTUE RN A - S S 0.5 uM (=0.5 pmol/d) -

*Taq- -polimerasa (3-5 U/p.]) e
ul

©.75-1.25 Ufrcaccion
H.0 mO cstcnl hasm 2 i SRR
Total —~

Aftadir

Volumen fi nél

Las COndlClOﬂeS dcla reace
96°C ° : :
35 mclos de lu su,uxente seri

n fueron

g mm

[ELY ol 2 min® o desnaturalizacién
62°C BTSN | min - alineacién
72°C .1 min extension

seguido de una extensién final a 72° C empleando el lermoclclndor Perkm Flrner

Se rcalizé cuantificacion de ADN por cc.pcctrototomctria a 260 /1280, absorbancm ¥ sc tomo la
siguiente regla para la cuantificacion de ADN: g .
Concentracion de ADN pg/ul = 260 ahs X factor de dllucuén 'x 0

1000

Adcmis sc rcalizo la ditferencia entre abs 260 ¥ 280 para puréza én as mucstras.

] ‘g‘c‘yl_cs dp agarosa al
50.pb (Gibco-BRL)) para

L.os productos dc cada rcaccién sc somcticron a cornrmcnto clcctr

1.5%. La banda se comparo con marcadores de peso conocido’ (100 pb

su caracterizacion.

“Taq polimerasa da la marca Invitrogan'
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ESQUEMA GENERAL DEL ESTUDIO

ntilacion mecanica al nacimicnto

Neconatos pretérmino < 1500 5,95". Z

‘Toma ‘de mucstra'de san

: R‘enl‘iuc 5n de PCR 'y seguimiento

Neonatos con displasia broncopulmonar : . Neonatos sin displasiu broncopulmonar

" COMPARAR PREVALENCIA DEL ALELO A2 EN AMBOS GRUPOS
ANALIZAR ALGUNAS CARACTERISTICAS

ANALISIS ESTADISTICO

1. -Para Ia descripcion general de las caracteristicas de los neonatos se utilizo estadistica descriptiva
de acuerdo al nivel de medicidn de las variables utilizando media y desviacién esténdar,

2. - Para comparar la frecuencia del alelo A2 de IL-1ra entre los casos y los controles se utilizo la
prucba de chi cuadrada, ya que la presencia de DBP se defini6é como variable dicotémica.

3. - La significacion estadistica de lus asociaciones se evalud mediante la prueba de chi cuadrada y
en los casos que no se pudo realizar se utilizé la prueba exacta de Fisher, el nivel de medicién se

ajustdé a 0.05. Y en las variables numéricas se realizé 1a prueba de T
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ASPECTOS ETICOS

Investigacién con rigspo menor al minimo ya que el volumen de sangre extraido a los neonatos fue
de 1.5 ml; que no rébdsu'el 5% del volumen circulante del paciente ni incluyé maniobras:que
pusicran un ricsgo a los pacientes. Sc solicité consentimiento por escrito al padre o responsable
lcgal de los nconatos incluidos en este estudio tuc aprobado por los comités de Investigacion y
Litica del INPer (registro

. ’*"."““"‘—'} 24




RESULTADOS

Descripeién al dc los paci

tes. Se obtuvieron muestras de un toml de 61 pacxemes. de los
cuales 4 no se incluyeron por criterios de eliminacién Yy 13 ("1 3%) fa It eron an es ¢

dmgn snco

de DBP. De los 4 pacumes eliminados, 2 se dt.bn.ron prmcx al

lfueron 2 pacientes Jde lo que no se obluvieron los alelos dcbldo @ qut: el ADN bcnému.o se

encontraba muy compacto y no fue posible la realizacion de PCR en por lo meno< 5. ocasiones ' a
pesar de tratamiento antes de la reacciéon de PCR.

ta poblacién estudiada quedé constituida por un total dec 44 pacicentes de los cuales 20 neonatas
prescntaron DBI® v 24 no presentaron DBDP,

Fig 1 Total de pacientes

Con DBP
Sin DBP 45% & Con DBP
55% = Sin DBP

Fig. 1 Pacieniex estudiados Se thuestra un total de 33 pacientes de Tors Lunles 20 dcunttllnrn)v\ DBP
(4525) ¥ 23 no la desarrollaron (55%4)

En las siguicntes figuras se presentan una seric de fotografias de gclcs de ngnrosa al .1.5%. De lado
izquicrdo de cada figura se¢ presema los pesos molcculares conocidos. ¥ dc forma horizontal abajo
de cada figura se presenta el namero de carril que corresponde a un paciente cada uno

i
4
i
b
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'olo> de Al (3210 pb) en
carrilles 2,3 y 5 asi como alelos hetemcnbmn de A2:(240 ph) YAl en carnl l Cn el carril 4 se
abserva un cjcmplo de los pacientes cl\mmad(’m debldo ala compaclactbn d;. AI’)N que no pcrrnmlh

En la l‘gura 2 se observa un ejemplo en ‘el que se cnt.ucnlrtu! alclos homuu

1a lectura de los alclos.

Fig. 2 Alelos Al y AZ deIl:1ra

Fiu 2 Alelos Al ¥ A2 de lL-1ra. Fotografia de wel de agarosa

con corrimi orético en donde en el prnimer cam! se
observa los peso conocidos mostrando ia banda de 200 y 400pb.
En e primer carril =e observan 2 bhandas, una arriba de ia marca
240 pb mostrando <! alelo A2 v otra banda en peso de 400 pb mos-
trandeo la banda del alelo Al de 420 pb. En el carri! 2, 3 y S con
alelo Al; en ef carril 4 es uno de los pacientes que no se pudo
amplificar
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Fn la tigura 3 se obscrvan pacicntes con alelo Al homaocigoto (carriles 1, 2, 3) ¥ A2 hamacigoto
{carril 4.5)

Fig.3 Homorcigotos de Al y
N2

Homocigotos
de Al

icigotos dew

Fiz.3 Homocigotos de Al y A2, Fotografia de gel de agarosa al 1.5%
can corvimiento electrofurdético de productos de PCR de muestras Jde
nconatos. En ¢l primar carril son pesos malcculares conocidos. En ¢t
carri! 1,2 y 3 con bandas de 410 pb mostrando cf alele Al. £n los carmri
les 4 ¥ 5 bandas de 240 pb mostrando el alclo A2




Fn la figura 3 se observan los pacicntes con alelos A3 (325 pb) y Al heterocigotos (carriles 2.y 3),

asi como alclos homocigotos de Al (carriles 1 y 3)

¥ig. 4 Alelo A4 de 1L-1 ra

ase

Fig.4 Alclo A3 de IL-1ra. Forogratia de gel de agarosa al 1.5%%

Con corrimicento clectrotorético de productos de *CR dc mucstras de
neonatos En el primer carril son pesos molecuiares conocidos. En los
carriles 1,2,3 » 4 con bandas de 310 pb miostrando el alelo Al En los cani
les 2 v 3 ademas sc obscrvan bandas de 325 pb mostrando el alclo A4
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.08 alclas que se identiticaron en los 44 pacicnies solo tucron Al A2 v A4 no s¢ encontrd A3 ni
AS. Ll nimcro dc homaocigotos dec Al tuc de 28/44 ( 6494), dc A2 ’t'uc dc 8/44 (18%%) ¥ dc Ad fuc de
1/44 (2%4) Como hcterocigotos sc encontraron Al-AZ2 cn 5/44 pacientes (11%%) v de A1-A4 de 2/44

(4.5%)

Fig.5 Distribucion de polimorfismos
de iL-1 ra (n= 44)

A-N2 _A1-A4
Ad 1% A :
2% -, - i
H A2 | .
3 18% i

d blacia

Fig. 5 Distribucion de polimorfismos de 1L-1ra en ia poblacion total. Se muestra los alelos enlap
total El ndimero de homacigintos de A1 fie de 28733 ( 64%), de A2 fue de 8/44 (18%) v de Ad fue de 1443 (295) Coma
heteracigatos se cncontraron A1-AZ2 en 5/34 pacientes (11%6) y de A1-AL de 2/44 (3.5%0)
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La distribucién dec polimortismos cn pacicntes con diagnastico de D3P fuc de la

siguicntc mancra:

neonates con alelos homocigotos de Al fueron 12/20 (60%6) ¥y de A2 5/20 (25%) De luos alelos
heterocigotos se encontraron A1-A2 en 1/20 (5%6) y Al-Ad en 2/20 (10%) A

Fig.6 Neonatos con DBP y la distribucién de alelos
A;;;:Z . A1-A4
. 7 10%
= A
(")’;2 - mA2
A1 OA4
60% mA1-A2
A2 T A1-A4
25%
Fig & Nconatos con DBP y la distribucion de alelos. En esta figura se an uni les 1 con

dingnoatics de DBP (1 — 20) y como ~e disliibuyen fos diferentes atelos

Neonatos con alelos homocigotas de Al fueran 12720 (60%%) v de A2 5/20 (25%5) De los alelos heterocizotas se

encontraron Al-AZ2 en 1720 (593) v Al-A4d en 20 (10%%)




La distribucion de polimorfismos en bagienlts ‘s:ir_t)DBP's; pfesex_llé como sigue: neonulos con alelos
homocigotos: de A1l fueron' 16/23 (67%8) y de A2 324 (137%) De los alelos heterocipotos se

encontraron A1-A2 en 1/23 (49%) y A1-A3 on 4720 (17%)

Fig. 7 Neonatos sin DBP y la
distribucion de alelos

B A1
mA2
W, A1-A2
COA1-A4

Fig 7 Neonatos sin DBP y la distribucion de alelos. En esta figura se encuentran Gnicamente 1os pacientes que no
deasrtalineen DBRP (n & 24) y como s disteibuyen {os diferentes wlelos ‘

Weonstos con alelos homocigotos de AT fueron 16723 (67%) v de A2 3/23 (13%) De los afclos heterocigolos se
encontraron A1-A2 en 1/23 (323) v A1-A4 en /20 (1725)
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En ¢l cuadro 2 se presenta los alelos énconirados de awcrdu a’ la prdenua Yy la ausenua de DBEP.

Se observan los alelos enunmradcw Al A2,y Al ad como Si. <m1 lmmncnbotns o heterocnbntnc

También  se puede ver la ausencia de asociacion con ln< alelo< A2 y.la prewncna o aLL<cnc1a ‘de

D3P, . :
Se utilizd la prucba de chi cuadrada V cn los alelos Al vAD sctomo la correccion de-Yates. En los

" alclos siguicntcs sc tomd la prucba cxacta de Fisher.

Cuadro 2. Alelos en los neonatos con DB y sin-

DBP (n = 20) sin DBP (n=24) =~ p
Alelo At 12 16 . L 0.88
Alelo A2 3 3 0.08
Alelo Ad o 1 1
Alelo A1-A2 1 4 0.35
Alelo A1-A3 2 0 0.20
Cuadro 2. Alelos en los neonzros con DBP y sin. Se observan los di alelos dos asi como si es

de chi cusdrnda dando tos valores de p. Fo los
timos alclos sc usé la prucba exacta de Fisher

homuocigoto ¥ heterocigotos Ademas de mostrar el resultado de anall
primcros 2 alelos sc da resultado con la correccidn de Yates. Enlos 3
debido a que su distribucion no ¢s no:
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IZn el cuadro 3 se presentan las caracteristicas generales de los pacientes estudiados. Como se
observa no se encontraron diferencias en la edad gestacional y el peso entre los pacientes con DRBP y
los quc no desarroliaron DB, Sc encantrd un predominio del sexo masculine cn ambaos grupos v ia.
talla cn centimetros del grupo sin DBP fue mayor sin signiticancia cstadistica comparada con ‘cl
grupo con LDBP. Sc realizd prucha de t- cn variables numcdricas y prucha de chi-cuadrada con‘prucbn
exacta de Fisher en variable de género.

Cuadro 3. Caracteristicas gencrales de los neonatos con DBP y sin

‘DBP (n = 20) - Sin DBP (n=24) - . »
Fdad pestacional al nacer (semanas) 290+ 1.56 ‘ . 30x1.30 0.09
Peso al nacer (gramos) 11132 231 : 1170 204 L 049
Talla al nacimicnto (em) . © . - 36.7% 3 S E181 ' 0.05
Masculino: Femenino ‘ 1817 o : A I 11 T 0.35

= DX R T STy wm DBr. ~e covweron €1 fese, eona cnlntlunn—‘ TATIN 3 ACAD B AN 103 vRices OC . el ¥
desiiacion estandar de cada \anable num:nu_ s nsnn pn:cb: de'ten xu 2 ¥ ch Son prucha exacts de Fisher on i
vusiuble nominul nlos con s sulic & p N B R . o = i oo

Tonate 3




Debido que la asociacion que se estuba buscnndo era con el alelo A2, y es con estle alelo con el que
se ha encontrado relacion cmi el incremento en la sintesis de IL-183, los siguientes analisis se basan
en la presenciy y ausencia del alelo A2 de IL-1ra, ya sea como homocigotu o helerocigoto.

En ¢l cuadro 4 se prcscntmi Iﬁs caracleristicas generales de los pacientes estudiados con respecto a la
presencin del alelo A2 de -1 ra. Como se observa, no se encontraron dilerencias entre los
pacientes con la presencia de alelos A2 y la presencia de otros alelos. Se encontrd un predominio del
sexo masculino en ambds grupos lo mismo que sucede cuando se comparan con respecto a la
presencia o ausencia de DRP. Se realiza prueba de T para comparar a las variables numéricas vy chi-

cuadrada con prucba cxacta de Fisher para variable nominal.

Cuadro 4. Caracteristicas generales de los nconatos’ cr:on"A2 vy otros alelos (Al-A4d) dc IL-1ra

01ros(n=31) X : p
Edad gestacion:’xi nl iqci‘m nxq(gcvn-.%;ms:):' 2 296:1 54 f S 0.14
Peso al nacimicnto (gramos) 1120 4_;‘:525» PR 715'4 <28 070
Talla ) nacimisno (em) 3722248 37422 . 0a3
Masculino: Femenino 12: 1 1: 0.3 0.23
S T T T T T ST = e

dividichm wamy fempraciar s al tiene ol miehs A2 3 ai o b tenen, Se dan las melion s denyincion entimiar do cade e da les variabion. Con pructe de T we
dnn ia diferencin con st valor de b [arn vanables numerieas 3 In pruchs de chi-cundrada parm swnahle nominal.




En ¢l cuadro 5 se presenian las intervenciones realizadas a los neonatos duranie su estancin en el
hospital, antes de su diagnastico de DBP y que son impartantes como factores de riespo para esta

Sc observa que no existen diterencia con respecto al use de’surfactante, transfusiones ¥ ¢l tipo de
ventilacidn utilizada el primer dia, :lcndn la prlncnpal forma dc ventilacion la sincronizada (SIMV)
En c!l dia 7 de vida dc los neonatos se observa mayor numcro de pacicntes que tenian fasc 3 de
ventilacién quc postcriormente desarrollaron LBE - en compnmclén con los pacicntes quc no
desarrollaron DBP. siendo esta: diferencia. esmdxsucamemc significativa. . También -se:-observa
predominio de la fasc 2 de ventilacién en los pacicntes que no desarrollaron DBP ‘sin cmbnrgo csta

diferencia no es 5|gm!'c:nx\' . Se rcahmron cundros de '2'x'2 ¢on correccidn de Yates en las que fue
necesario. i : :

Cundro S I\dmuobm& (crapéuhca rv:al zudus en 10s neonatos con y si

DBPG=20) 5 U SR DBR (=24) T
Uso de surfactante i Lo 415 (75%) : 13 (34%0)- 0.30
Transfusiones . o L 1S (7S%) o 16 (67%) : i

‘Tipo de ventilacién mecénica el hriﬁ'lcr dia

*SIMV L 110(S0%) . i 18 (75%).

59 0.16
Tipo de ventilacién dia 7 : Tl g = A R N ' i
Fase2 8 (40%) el 12 (509 e T - 0.95
Fase 3 - 8 (40 ﬁ) - 0.08
™
Cuadro 5. Mani terapéuti en ,‘ con’ ¥ sin DBP Se mu-.stran s intervenci 5. ter pé
realizadas 2 los i su ia‘en la U(_IN Se et de 1 2 los que’ se realizd asi
como el porcentaje que rep: en. cada ién..Se - reali. . d ‘de 2:x

2:con_su correspondiente
significancia. ’ : .
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Cn. el cuadro.6 se presentan. las mtervenmonei reallzndﬂﬁ a los neonatos, comparado% con la

‘presencia o ausencia“del alelo: A2 de 111 ra:

No sc obscrva dttcrcncna cnininguna’ anahlc con rc<pcctn a tas’ \anahlc: uﬁo dc <urfacmntc

transtusiones ¥ cl npo dc \cnmacxén utlhzada cl pnmcr dia bc cncucntm prcdomlmo de pacu:ntcs

cn fasc 3 dc vcnnlac:én cl pnmcr dm’ e \ldn stcndo cl pnnmpnl modo dc‘vcntllacmn la

smcromzadn (SIM\’) Sc rcahz:u'on cuadro dc 2.x'2 con correccidn’ de Yme .Prueba exacta de

Fisher cu:mdo asi'se rcqu

Cuadro 6. Maniobrus lerapéuticas realizadas en los neonalos con el alelo A2 y otros

A2m=13) - : Otros (n=31)" . ! P
Uso de surfactante 12 (92%4) 24 (77%) 0.40
Transfusiones . . . 10 (7725) 21(682%) 0.72

U'ipo dc ventilacién e! primer dia
*SIMV e TR 8(61.._. o) 20 (64.5%) . . 1

Fuse de ventilacién 7 dia

Fase 1 1 (8%5) . 4 (13%) 1

+ Venulncion MEComicsa SMeTonizada,

Cuadro 6. N fobras terapéuti d con nlelo A2 y otros. Se muestran dlftlenics intervenciones lmnpéuucau
rcalizadas a los pacncmcs durantc su esxanc:a cn ta UCIN. Se muestra el nimero de pac-cntes a los que se realizé asi
come el por en cada sub Se'r cuadros de 2 x 2 con correceion de Yates y

Prueba exacia de Flsher cunndo asi se requirio.
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En el cuadro 7 se presentan enfermedades y estado palolégicos que se han mwonlrado como' lactores

de riesgo. para DBP .y que presentaron durante:su <e1_,u|mlemn No se: nh<er\an dlﬂ.rcncmG en

neumonia y sepsis. Se encontrd diferencia <|gn|hcat|»a en la presencia de apnea cntermedad de

mcmbrana hiatina ¥ cl diagnéstico de I’(.,A cn csta dltima con prcdnmlnm dc Ia I’(,A mrdla.

Cuadro 7. Enfermedades y esiado patologicos en los neonatos con

DBP (n —20)

Sepsis

Ncumonia

Aprca

Enf. Membrana Hialina

*4PCaA

**PCA tardia

18 (90%4)

7 (35%)

17 (85%)

20(100%)

7 (35%)

3 (15%)

Sin DBP (n =~24)

18(75%) -
8 (33u4)
14 (58.3%%)

20 (839%)

~
o0
0
~

=]

0.98

0.04

0.02

0.02

0.04

* P del Condusio A

Cuadro 7. Entermedad

4.

dc los

quc pr on los

con'y sin DBP, Sc observa 1a Q-

de enfer

en Iz UCIN y antes del diagnostico de DEP. Se muestra ¢t numero de

su
pacientes que presentaron cada entidad asi como el porcentaje. que.: TEpresenta. También' se muestra la  diferencia
estadistica de cada una de las variables.
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En el cuadro 8 se presentan enfermedades y estado patoldgicos qué s presentaron en 1os neonatos
comparadns con presencia y ausencia del alelo A2..No se observan diferencias significativas en
ninguna variable. Se utilizaron cuadros de 2 x 2 y Se utilizaron éuadrps dée2x2en lddas se realizd
prucha cxacta de Visher en todas sc realizd prucha exacta dc Fisher, 7557000 50 0 '

Cuadro 8. Enfermedades v estado patolagicos cn los nconatos con ¥ sin AlcloA2de IL-1 ra

A2m=13) T oo (= 3D P
Sepsis o 11(85%) 25 (81%6) ; ; 1
Ncumonia B 3 (23%%) ' 12 (39%) 0.48
Apnca 10 (779%) 21 (68%) 0.72
Enf. Membrana Hialina 11 (85%) 29 (93.1%9%) E 0.57
“+PCA 1(7.6%) : 8 (26%%) - : . 0.24
**PCA turdin 2 (15%) U6 (19%) , 1
**Pasistamin del Combicts Arte ives
Cuadro 8. Lnf des y Sgi de los con vy sin Alclo A2, Sc ob#n'-.s Ia presencia de
< dadcs que p on los durantc su estancia cn la UCIN y antes del diag.nésticq de DBP. Sc mucstra
el nimero de paci que pi on cada idad asi como el por je que rep También se la

diferencia estadistica de cada una de Tas variables.
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En el cuadre 9 se presentan las caracleristicas de los’ pardmetros venlilutorios usados. durante su

tratamiento en ferapins intensivas en paciente:con y sin;DBP: Se tomaron :las parametros- mas

importanic relacionado con la presencia de PRP (“el volutrau 1) si_n“emhzirgo no
: trar.cl dia’l.'v 7 sc
corrieron analisis estadistico de todoslas dias

rcalizé prucba 1'y prucha U de Mann-Whitn,

(s —' P.
Presion pico 7 )
dia 1 - 0.51
dia 7 .. 0.17
Presion media de Invin aérea -
Dia 1 SR 0.26
Dia 7 o
Presién al final de la cspiraciéh - s
Dia 1 . 3804 38204 Q.74
Dia 7 ’ 3.4+0.7 3.1=04 6.17
Fraccion inspirada de oxigeno
Diat 52928 68.1 £21.9 0.32
Dias 7 39.7 + i4.1 329163 034
Ciclados por minuto
Diu 1 46.8x 17.3 46.0 £14.8 0.87
DPia 7 47.5 % 19.1 39190 0.32
Cuadro 9. Caracteristicas de los dct i dc los con LBP ¥y sin. S¢ mucstran los paramctros

utilizados durantes su estancia en Ila UCIN dando la medis ¥ desviacion estandar de cada una de las variables
coniendose fa prachn T de student y prucba U3 de Mann-Whitney para lus diferencias de cada variable.
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En ¢l cuadro 10 se presenta los parémelro& de ventilacién compurudo~' con la prcsencia 0 ausencia
de A2 de TL-1 ra. No se ohcervan dlf‘ercncuN significativas en estos parametro: Lo mismo que en el

anterior andlisis sc realiz aron: l0d0< los dias y no se encontré dltercncm< mgmhcauvas. N bz, realizd

prucha’l’y prucha Ude h.‘lann-\,"'hllncy cuando asf sc requiria.

Cuadro 10. Caracteristicas del ventilador de los neonatos con el alelo A2

A2 (n=13) ‘ K Otros (n =31)7 il
Y'resién pico : . . - = ¥ N ; )
dia’l EaE . 18029 LT 193165 T e T 0,83
din 7 RE R ©18.2£3.0 S 1EES 5.8 - 0.06
Presion media de In via néren ER e
Dial . “8.0 = 1.4 7.5%2.3 0.53
Dia 7 . . 4% 02 . 62+£22 0.06
Presién al ﬁnal dc la esplracwn . . .
Dia ! SR e 39203 " e 3.8+ 0.4 0.46
ia 7 CUle 3405 308 0.19
Fraccién inspiradsa de 6xige;io 8 B . .
Dia 1 : B L 65%7.16 7043 : 0.72
Dia 7 32.§£2.53 40+2.11 0.10
Ciclados por minute
Dial 50+ 15.7 45 16 0.34
Dia 7 33.7%243 47.1 =23.3 0.33

Cuadro 10, Caracteristicas de los parimetros del con nlelo A2 y otros. Se muestran los
paranietros utilizados durantes su estancia en la UCIN dando la medm v desviacion estandar de cada una de las variables
asi como la diferencia estadistica de cada una de ellas




En cl cuadro 11 ¢s cl cuadro mas importante debido a que se analiza la asociacion entrc el alclo A2
de IL-1 ¥ la prescencia de DBP, para este fin se realizé la prucba de chi-cuadrada con correccion de
Yates. También sc analiza el grado de DBP con cl alclo A2 de 1L-1 ra con prucba exacta dec Fisher a

dos colas. No se cncuentra ninguna asociacion ni con la presencia de DBP ni ¢l grado del mismo.

Cuadro 11. Asociacion entre el alelo A2 de IL-IrayDBP

A2 (n=13) R R ,”};O‘t‘rns(n‘=31) : P
DBP e 14
Sin DBP ) 7 17 ! 0.78
Grado de ia enfermedad N=S§ N=18
Leve 3 10
Moderada 3 4 0.61
Cuadro 11, Asociacidn entre ¢l alclo A2 de IL-1 ra y DBP. Sc muestra ¢l de chi drada para

presencia y ausencia de DBP y la presencia de alelo A2 con chi-cuadrada y prueba exacta de Fisher.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Fi sindrome clinico de ta DRP en nilo pretérmino resulta: basicamente de la interrupcion del
desarrollo vascular y alveolar del pulmon.  Los pﬁncipéles“ mediadores son las citocinas
proinflamatorias que son inducidas por cxposicibn.ﬁrcnatal a ld"ini'eccién, ventilacion posnatal y/o
cxposicion al oxigeno. Nucvos datos cpidcmiolégiéés nucvos sugieren quec  los intentos. dc
abandonar la intubacién ¥ la ventilaciéon son cl. mejor ‘camino para que desaparczea la DBP severa,
asi como cualquier estratcgia para mantener abicrtos - los alveolos pulmonares ¥ minimizar
volumenes excesivos. o

La descripeion original patolégica de la DBP por Northway ef a/ ' en 1967 pone hincapié en
ia lesion de Iz via aérea con mewplasia epitelial, inflacién pulmonar poco uniforme con una
combinacién de enfisema, fibrosis e inflamacidon. Sin embargo, Iz enfermedad ahom‘ocune
principalmente en prematuros menores de 1000 g, ¥ el diagnéstico clinico ahora es basicamente la

necesidades suplementarias de oxigeno a lus 36 semunas de pestacion, V%

El compendio de los
institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos responsables del consenso en DBP contiene
una definicidn Je DBP gue combina las necesidades de ventilacion con presién posiliva, CPAP u ‘
oxigeno, y edad pestacional para caracterizar mejor la severidad de DRP., ¢F

Los hallazgos patologicos encontrados en los pulmones de 1os niflos que murieron en’ los
afos recientes con DRI ditieren de los reportados por Northway er al. ‘" Ahora los ﬁﬁlménes de los
pacicntes extremadamente preténminos quc tenian DBP presentan una intlacion mas homogénea ¥
una lesién minima a la via aérea o tibrosis. La mayor anormalidad ¢s un deeremento ¢n ‘el namero
de alveolos. referidos como una hipoplasia atveolar. @ La patologia puede ser cntendida desde ta
perspectiva de coémo se desarrolla el pulmén humano. El pulmén fetal esta justo al final dcl ‘estadio
canalicular de la proliferacién vascular en el mesenquima a la semanza 26. “” Los espacios aércos
potenciales distales son saculares e inician alrededor de la semana 24 de gestacidn. El 1 alveolo no
aparece sino hasta después de Ia semana 30 de gestacion. Es por ello que el pulmén del neonato
pretérmino que provee el intercambio gasvoso despuds de 1a semana 26 de gestacidn son los saculos
que funcionan como alveolos. Este pulmon fetal debe continuar su desarrollo pam sobrevida det
, e

neonato, Coalson er demoustiaron que la ventilacion de monos por 1 a 2 meses de durucion

resulta en un efecto parecido a la hipoplasia alveolar, [ibrosis variable de la pared sacular y lesidon
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minima de 1a via adrea. Los pulmones también n\oslraban un desnn’ullo dn;mmmdo y dismorfico de
fos »apnlareﬁ ¥ los espacios aéreos contenlan célu!as mﬁammorms y umcmac pmmﬂnmmona< Los
niflos con DRP tambidn ticnen mediadores praintlamatc n0< cn la via’ a»rea ot ‘Albertine es al 3

demostrd la inhibicion del desarrollo alveolar con la altcracu‘m dc la anzmaénmm microvascular

pulmonar. La relacidon rccxproca cntre ammalcs dc cxpcnmcntactén Vv ‘el himano, también ha
demostrado experimentalmente: inhibicion de ln angmaéncsts ¥ dl'm ucion de la alvcolizacién cn

la rata, “Y En ratones transgénicos que sobrc expresan citocinas promﬂa.mmonas como TNFa .
factor wransformador del crecimiento, 1L-6 o u.-lprcscman dxsmmucxon de la alveolizacién durante
el periodo alveolar al sacular del desarroile pulmonar. _“ ? Las citocinas en los pulmones de

pretérminos se originan del parénquima y de ias células mﬂnm;ngnns‘r‘eclumdns en los pulmones.
Los newmrofilos son reclutados en los pulmones de los corderos con lesion, y Ferreira er al %9
encontrd que jos nifios con una enfermedad pulmonar grﬁyc' teniun disminucion en los neutrofilos
periféricos despuds del nacimiento. Los glucocorticoides antenatales y. posnatales, la exposicion al
oxigenu o it pobre nutiicion, también pueden interrumpir la alveolizacion. 7

1.os nuevos conceptos indican que la DBP en el pretérmina extremo son basicamente un
sindrome con alteraciones en el desarrollo pulmonar y mediadores proinflamatorios que pueden
causar ¢l desarrollo anormal. Fn el pulman adulto lesionado, la ventilacién puede resuliar en el
incremento de mediadores intlamatorios on la circulacién  sistémica, los cualcs'pu‘cdcni cadsar
distuncién a otros organos o sistemas. “**” En experimentos cn donde a un cordclfoi, pretérmino
ventilado sc le aplica surtfactantc ¥ cndotoxinas cndotraqucalcs, se cncucntra quc;cstas'c'ndortoxinns

entran a la circulacion sistémica del cordero ¥ causan una respuesta sistémica inflamatoria a pesar de

la ventilacion gentil. El conocimicnto de la superposicion de la lesién en ¢l desarrollo pulmonar

pudo ser la clave para identificar cuales factores xmeri' =ren con la vasculogcnesxs y alveohzacnon.

n : R :

Sin embargo hasta ¢l momento y a pesar det’ conocxmmmo obtcmdo se desconoce ia etiologia

exacty de la DBP. Se han investigmdo. fuuurr:s 1,-:m:m..u> como: c.uuaua dc DBP. En un estudio

realizudo para identificar factores de ncs:,o b«:nclmo/pam DBP e rcclumron 108 pares de gemelos

con peso menor o igual a 1500 g Se anunuu qu¢ v.uandu munm DBP en el primer gemelo (n =
23), la DBP ocurria en el 65% (0 =15) del’ <cgund Ber
gemelo, la DBP solo se presentaba en el S‘)a (n 7) con \mn ‘RR de 20.9. Después de ajustar esta RR

elo y cuando no ocurria DBP en el primer

a otros factores de riesgo (peso, gdad gc<lacmnal cxn. dxagné:ucn de EMH, pneumotdrax, PCA, y
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afo de admisién), la presencia de DBP en el primer gemelo era un lactor. de riesgo
significativamente fuerte para DBP en el segundo gemelo (RR =12.3, p< 0,001) Ll )
Debido a que los antecedentes apoyan a factores gendticos como posibles causas de la PBRP,
cn nucstro cstudio sc investigd la presencia del alclo A2 de IL-1ra. Un la hﬁsqucda‘&c cstos .
polimortismos sc¢ realizd con la extraccion de ADN vy a través de la ampliﬁcacio’x_\_ﬁq un t';éxgxnénto

de AN con téenica de PCR. Sc identificé cl alclo de cada pacicﬁtc cn dazi}dsn’dl Q. 5% v

electroforesis. Los alelos que se identitficaron solo fueron A1, A2 ¥y A4 no se cncon raron A3 ni A5 .

Los porcentajes cncontrados para cada unos de los polimorfismos dc u_ l.ra son mu; parccxdos a

los que se han encontrado en poblncnon abienta esmdoumdensc @ " con c\ccpcxon de los'alelos A3 ¥

nuestra poblacidn.

De las principal ventajas que tiene cste ecmdm es In ‘certeza diagnastica de las viéria_hles debido a
que: B ; B .
» <5 un estudio anidado en una cohorte
e los dalos se obtuvicron por scguiuiiéxilo :

e Jos casos son incidentes

« los coniroles cumplieron los mismos i:ﬁ!enosvgenei"a]és..de inc!usidn;y' g&clixsién’ due los
casos A : . : e
e los controles fucron scleccionados a pamr de la m sma cohonc en clm m mo cmd en quc,
surgieron los casos.

e los controles se someticron a las mxsmn condiciones d > de. proccdimicmb,dc

werapia intensiva que tuvicron los CaSOS

est s de los pacxémes se'tomnron

o diagndstico de DBP se realizé s cxegns ebldo que ias

los primeros dins de vida, y se espero para el . diagnéstico de DBP "', ln5'36 semnnas En este

momento los médicos que u:amndanmron el dxugnostu.u d: DBP prevmmr:mc, desconocian

el resultado del estudio de PCR lo m/ls [} quc‘cl mv=>ugador d::c.onocm el dmg,nésut.o de

DBP. Coun esto se evitaron ]o; ;c:;,o; dc: :clcu,mn y medicion.




H g\ial al reporlado en

En este estudio, el dmym\luo de DBP ~c cm.on(ré enel 4590 dc lus pm.mnle-"
)

un_ estudio prevm en la misma ; ternpm que: n0< habln de que la nudencm de DBP no_ha

disminuido desde 1993 mamgm‘,ndo e lgual ala 1ccha

Sc obscrva una dx<crcta ‘tendencia’ cn'lne pactcntcs con dlagnb:tlco de DBI' a prce.cntar una

edad gesmcxonal menor as 'como una talla’ mcno los quc se reficre con amcnondad en cstudlos

cpidemioldgicos sobre cb tcmn
poblacion estudiada.
De los factores dc ncsgo clasicos rclacxonado con Ia prcsencxa dc DBP como son la apncn ¥

la EMH ““ * en este estudio se obser\'an tendcncms a ser mas fr"- en los ientes con DBP

sin Hlegar a tener una significancia estudxsucn 1mporu|me. Al compnmr los grupos selec onados con

respecto a la presencia o ausencia del alelo 2 IL-1ra, no se observan las n-m_ s ‘menci da

Esto podria hace pensar que existe poca relacion con la presencia del alelo »A. de IL-1ra )"A pArut:'esus
influmatorios que se presenta por 10s inenos a nivel pulmonar y con relacion a la DBP. ¢

Otras variables que también se hun encontrado consistentemente en otros estudios de factores
de riesgo para DBP son las transfusiones sanguineas, sepsis, y neumonia, todas estas relacionadas
con procesos cque incrementa el fendmeno inflamatorio a nivel pulimonar. En nuestro estudio no se
encuentran comao factores de ricsgo para DBRP, FEsto podria explicarse por la n pequeda.

Sc huscé asociacion de factarcs de riesgo para D3P con la prescncia de tos alclos A2 de 1L-1ra, no
encontrandosc alguna.

Con rcspecto a la ventilacion sc encucntra diferencias significativas de pacicntes con y sin
DBP con el tipo de ventilacion que mantiene cada grupo a los siete dias de vida siendo la mayor
diferencia que los pacicnies con DBP tienen mas frecuentemente fase 3 de ventilacion con respecto
a los paciemes sin DBP. esto descrito también por otros estudios. “*™ Sin embargo. no-se
encuentran diferencias significativas en parametros ventilatorios. Tampoco diferencin sxgmﬁczmvss
al separar los grupos con respecto a la presencin o ausencia del alelo A2 de IL-1ra. -

La asociucion principal entre el alelo A2 de IL-1m y la presencia de DBP no, se’ encontro
como significativa. Con respecto a la prcscncia'dc‘ bolimorﬁsmo. 00 Se encuentra 6611\’;3 uh'fziégor de
riesgo debido a que no existen difcrcucins ;:uué los dos‘glupos ( paciente con DBP ‘y ‘s'n DBP)

Con los resultados prccemadoe no <¢ encuentra relacién de A2 de M-tra: »oﬁ DBP ni-con

algin estado inflamatorio tradlcmnahneme relacionado con. DBP.: Estos resultados. podrmn ser

debido a que el nimero de pamcnlc% fu;_ pcqucﬁn sin embargo no se observan ni siquiera tendencias
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para ¢l mismo.” Se deben conflirmar 10s resultados con un nimero mayor. de pacien(es. Ademiés de
investigar . el resto ~de -interleucinas - proinflamatorias ‘principales involucradas -en ¢l proceso

inflamatorio, -~ - e
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CANEXO t
: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
l'royecto. A\()(.‘IA(, OoN l)l- 1. POLIMOREFISMO. A2 DEL 3 RECE ’l(.)ll ‘DEL,
ANTAGONISTA - DE CINT LERLEUCINA 1 (IL-1raA2) COV BRO CODIS PLASLIA
l‘ULI\‘IO\AR L'\' RECIEN N:\(,IDUb CON l'l:b() MENOR DE 1500 (.l :

México, D. F.a -~ de - de 2002.

En el Instituto Nacional de Perinatologia se esta llevando a cabo unn m\'esugacmn cu)a f’nuhdnd es
identificar un factor hereditario (gen) existente desde antes del nncxmlemo cn los r:clen nacidos que
requicren ayuda de apuratos para respirar. Este factor se hereda del pddrc y I.z mm.ln: y puede ser de
mucha utilidad para identificar una enfermedad pulmonar (dnaplu:m bloucopulmonur) Que” se

presenta un mes despuds del nacimiento y que exige ol nconato gununuax con t:l use de uvm,cno

Ll estudio consiste en tomar una muestra de sangre del cordon umhnhcal del mﬁo con la cual se
hara una prucba de laboratorio para identificar al factor hercduano cnn et quc R. ha rdacmnadn la

dl:plasla broncopulmonar. La pmuha sc hara cn cl Iahnratorlo d~. n\.cnngacmn en lnmunnlogta dc

Su bebeé nacio antes de los nueve meses y pcaa mcnu> dc 1< 0 L, >1cndu un umdndalu a puruupar en

esta investigacion. Por lo que le <ollcnlamos su coneemmuentn para que parucu[e en e"a
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Todos los neonaios de este estudio seguirin recibiendo la atencion médica habllual en cl INPer Los
resultados que se obtengan son absolutamente confidenciales y <nlo <erén mf'nnnndos a los pﬂdr¢< y )

a su médico al lermmar el estudio o antes si tuesen utiles para cl tratamunm dcl nconam. :

El estudio no tienc costo adicional v solo se solicita su autonzacxén. Si ustcd tlcnc algunn duda

antcs de aceptar o durante cl desarrollo del cstudio, la Dra. Lizbeth Hcmﬁndcz Ronqulllo csta cn. 1a

disposicion de aclarar y explicarle lo que usted requiera saber. Ella se cncu:n;m n'el'servicio dc

Infectologia ¢ Inmunologia del cdificio de investipacion o en la extensié

Yo :
después de haber leido y despuds de que me explicaron los riesgos y bencf'cms, nc:pxo que ‘mi hijo

(1) purticipe en este estudio.

Nombre del RN
Registro:
Domicilio:
Telétona:

Investigador: Dra. Lizbeth Hemandez Ronguillo.

Firma:

Testigo t:
Firma:

Testigo 2:

Firma:

—aai N ‘




ANEXO 2
Instituto Nacional de Perinatologia
Proyecto de Tesis de Maestria
ASOCIACION DEL POLIMORFISMO A2 I)IE!. RECEPTOR DFEL ANTAGONISTA DE
INTERLEUCINA 1 (IL-1raA2) CON. BRONCODISPLASIA PULMONAR EN RECIEN
NACIDOS CON PrESO MENOR DE 1500

NOMBRE:
REGISTRO:
TSTEDAD: R
SEXO: m

Peso al nacimiento: o

Apgar: I'::I s ::] ,‘

T Momento de la intubacion: minutos u horas de vida

Uso de surfactante i i [n

LU Numero de dosis de surtactantc: :

‘I'ipo dc ventilacian w l_asxsnda._]

Parametros del ventilador y pCO; por dia

DiA MAP Pip FiQ, pCO2

S5




T Total de dias de ventilacion:

L liPersistencia del conducto artcrioso: si

-;_:‘:Scpsis neonartal: E B A m
Uso de liquidos: : ’ : X

DIAS DE VIDA miskg/di




ANEXO 3
‘DIAGNOSTICO DE DRP
Fecha: Lo L :

Edad Gestacional corregida:

CRITERIOS UTILIZADOS
Disnc:i(rexraccién)' o
Requerimientos de O, -+

(para PO; de 50-70 mmHg.) 21 21-30 31-50 50
pCO;, mm. Hy as : 46-55 56-70
Criterios rndyiulégi'cus leve moderada severs

Grado de DBP: E leve _imoderada . severa

POLIMORFEFISMO

Polimorfismo de IL-1ra: homocigoto hetcrocigota ‘auscnte
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