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RESUMEN

TITULO: CUANTIFICACION DE NEUTROFILOS, MACROFAGOS ALVEOLARES
INTERLEUCINA 6 Y FACTOR DE NECROSIS TUMORAL ALFA EN LAVADOS
BRONCOALVEOLARES DE PACIENTES CON DISPLASIA BRONCOPULMONAR

Furuya MEY, Saldafia F, Encise JA, Génzalez H, Ramén G, Lara G, Ramirez A y Labarthe JM. Hospital de
Pediatria CMN “Siglo XXI*, HGO 4, HGZ 2A, IMSS.

INTRODUCCION: La Displasia Broncopulmenar (DBP) es la enfermedad pulmonar crénica mas frecuente en
los lactantes, la inflamacidn juega un papel predominante ¢n su patogenia.

OBIJETIVO: Cuantificar las concentraciones de neutréfilos y macrofagos alveolares, Interleucina 6 (IL 6) y
Factor de Necrosis Tumoral Alfa (TNF ?), en Lavados broncoalveolares (LBA) en recién nacidos pretérmino
{RNPT) con Sindrome de Dificultad Respiratoria (SDR} que ameriten asistencia mecinica a la ventilacitn
(AMV),

MATERIAL Y METODOS: Se realizd un estudio participativo, prospectivo, descriptivo, longitudinal y
observacional. Se incluyeron RNPT menores de 37 SEG, que ameritaron agistencia mecinica a la ventilacion por
SDR a partir de! primer dia de vida, por mas de una semana de vida, con confirmacion radiolégica y sin infeccién
congénita documentada los dias 1, 3, 5, 7, 14, 21 y 28 de vida. Se les determind IL6, TNF ? (ELISA) y se
cuantificé la celularidad (neutréfilos, macrofagos alveolares y el grado de DBP) en cada muestra de LBA.
RESULTADOS: Se estudiaron 16 RNPT en 6 de los 16 pacientes se determiné IL6, en todos TNF 7 y la
celularidad. Tuvieron un rango de edad de 27 a 34 SEG (mediana 30), 10 hombres (62.5%) y 6 mujeres (37.5%),
rango de peso de 1000g a 2300g (mediana 1262g). Doce pacientes desarrollaron DBP y cuatro no. El conducto
arterioso persistente se presentd en 6 pacientes (37.5%), nueve cursaron con infeccidn o sepsis (56.3%). El
porcentaje de neutrofilos o macréfagos no mostrd correlacion con el desarrollo de DBP. Desde ¢l tercer dia de
vida s¢ identificaron células displisicas grado HI encontrindose persistencia en las lecturas posteriores. Los
niveles de IL6 no mostraron un patrén especifico en el tiempo. El TNF ? presentd una curva bimodal con
elevacidn ai tercer dia de vida con una segunda elevacion al 7° dia de vida y un descenso posterior. La IL6 no
mostré asociacién con ¢l desarrollo de DBP, en cuanto al TNF ? en el dia 14 de vida con un nivel arriba de 50
pg/m] mostré relacién con el desarmollo de DBP. Comparando IL6 y TNF? entre los dos grupos no hubo
diferencias significativas. La persistencia de conducto arterioso y la sepsis no incrementaron el riesgo para el
desarrollo de DBP. La edad < 32 SEG, la hiperoxemia, PPI > 25 cm H20, PMVA > 10 cm H20 se asociaron
significativamente con ¢l desarrollo de DBP.

CONCLUSIONES: Hay evidencia de la presencia de marcadores de inflamacidn tempranos en pacientes que
desarrollaron DBP, sc corrobora la asociacién de prematurez hiperoxemia, PMVA y PPI clevadas con DBP.
Pudiendo identificar células displisicas desde etapas muy tempranas de la vida. Es necesario incrementar el
nimere de la muestra y seguimiento por mayor tiempo, asi como la evaluacién de un grupo control.



ANTECEDENTES

La displasia broncopulmonar (DBP), es la causa mas frecuente de enfermedad pulmonar cronica en los
lactantes. Esta enfermedad presenta una incidencia muy variable que fluctiia entre ef 19 % y el 63%,
dependiendo esencialmente de la definicion utilizada por los diferentes grupos que realizan el analisis.
Sin embargo, las cifras mas frecuentemente descritas son aproximadas al 30% (1). Esta enfermedad se
desarrolla después del tratamiento de !a insuficiencia respiratoria neonatal con asistencia mecénica a la
ventilacién (AMYV), presion positiva y oxigeno suplementario (2-5).

Si bien ia inmadurez, barotrauma y toxicidad al oxigeno son factores que contribuyen al desarrollo de
DBP, los mecanismos exactos se desconocen. Su fisiopatogenia se considera multifactorial y los
factores mas estudiades son: barotrauma (6-7), hiperoxia (8-12), infeccidn (13-15), nutricion (16-18) y
primordialmente inflamacidn (19). Existe evidencia considerable de que esta enfermedad es el resultado
de un proceso inflamatorio prolongado que se inicia tedricamente por la presencia de radicales libres
secundarios a la oxigenoterapia, barotrauma, agentes infecciosos u otros estimulos que dan como
resultado la atraccion y activacion de leucocitos que en algunos casos son disfuncionales (8,11,19-24).
Después de una lesion inicial temprana, los procesos de reparacion determinan la llegada de etementos
sanguineos como plaquetas, neutrofilos y macrofagos alveolares, capaces de remover los detritus
celulares del sitio afectado.

Estos dos dltimos tipos de células, predominaniemente activados en la DBP, contienen numerosos
granulos que almacenan péptidos antimicrobianos y enzimas oxidativas que participan en la eliminacién
de patogenos y secretan productos que modulan la respuesta inflamatoria, incluyendo factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 yla 6 (IL-1, [L-6) y factor estimulante de granulocitos
macréfagos  (GM-CSF) entre otros (20-23). También [iberan enzimas proteoliticas y metabolitos
toxicos derivados del acido araquidonico y son capaces de producir otras citocinas, radicales libres,
hydrolasas, elastasas etc., los cuales en corjunto contribuyen de manera inespecifica, a la destruccion
del tejido conectivo pulmonar, al dafio del epitelio alveolar y del endotelio pulmonar , conduciendo a la
formacién de fibrosis pulmonar y dando como resultado terminal a la displasia broncopulmonar
(25,26). A pesar de que estos fendmenos estin descritos, existe poca informacion que cuantifique estos
fenomenos. Por lo anterior se realizé este estudio con las hipétesis de que marcadores de inflamacion y
células displasicas pueden encontrarse elevadas en los primeros dias de vida.



OBJETIVO

Cuantificar las concentraciones de neutrofilos y macréfagos alveolares, IL-6 y TNF a en lavados
broncoalveolares los dias 1, 3, §, 7, 14, 21 y 28 de vida en recién nacidos pretérmino con Sindrome de
Dificultad Respiratoria, bajo asistencia mecdnica a la ventilacién con y sin desarrollo de Displasia
Broncopulmonar para determinar: a) su comportamiento en el tiempo y b) st existe ¢ no asociacion con
¢l desarrollo de Displasia Broncopulmonar.



MATERIAL Y METODOS

DISENO: Se realiz6 un estudio participativo, prospectivo, descriptivo, longitudinal y observacional.
LUGAR DE ESTUDIO: Hospital de Pediatia CMN “Siglo XXI" Hospital de tercer nivel de
atencidn, Hospital Gineco Obstetricia "Luis Castelazo Ayala” y Hospital General de Zona “Francisco
del Paso y Troncoso™ hospitales de segundo nivel de atencidn.

Se incluyeron recién nacidos que cumplieran los siguientes criterios:

a) Edad gestacional menor de 37 semanas.

b) Peso adecuado a la edad gestacional

c) Que ameritaran AMYV por insuficiencia respiratoria grave a partir del primer dia de vida

d) Confirmacion radioldgica de Sindrome de dificultad respiratoria (2,27)

€) Sin infeccion congénita documentada.

A todos los pacientes se les realizd toma de lavado broncoalveolar (LBA) para Ia determinacién de IL6,
TNFa y celularidad. Se incluyeron a aquellos pacientes a los que se les tomo un minimo de 3
muestras de LBA para estas determinaciones.

Se excluyeren aquellos pacientes que recibieron tratamiento con esteroides

LAVADO BROCOALVEOLAR:

Se realizd una técnica estindar propuesta por Viscardi (28) tomando muestras de LBA los dias I, 3, 5,
7, 14, 21 y 28, siempre y cuando el paciente se mantuviera intubado. Colocando al paciente en posicion
supina, manteniendo la cabeza en la linea media, se instild 0.3 ml de solucion salina dentro del tubo
endotraqueal, se aplicaron de 3 2 5 respiraciones con una bolsa resucitadora o con el ventilador. Se
utilizo un catéter de succidn tipo French 6.5 u 8 para succionar el contenido del lavado broncoalveolar y
el esputo se colecciono en una trampa de Lucke. La succion se repitié volteando Ia cabeza hacia el lado
derecho y posteriormente hacia el izquierdo, instilando en cada ocasion 0.3ml de solucion salina. El
catéter de succion se lavd al final del procedimiento con 0.5ml de solucién salina. Las muestras se
transportaron a -70°C para ser procesadas en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Unidad de
Investigacién Medica de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del Hospital de Pediatria CMN, Siglo
XXI. En este jugar se descongelaron a -20°C y posteriormente se centrifugaron a 2000 r.p.m. por 10
minutos a 4°C. El sobrenadante se removié y se almaceno a -70°C. Las muestran fueron tomadas
exclusivamente por una sola persona.

BIOENSAYOS

NIVELESDEIL-6 Y TNFa

Los niveles de IL 6y TNFa en LBA se cuantificaron mediante un ensayo de ELISA usando kits
comerciales (Endogen Inc., Boston, MA, USA), los cuales contienen anticuerpos especificos contra IL
6 y TNF-ct.. El método consiste en utilizar anticuerpos especificos anti [L6 (o anti anti-TNF-ct) para
detectar los niveles de ambas citoquinas en muestras de LBA utilizando 200 pl de suero por
duplicado. La evaluacion se realiz6 a ceguedad ya que cada muestra estaba registrada por un cédigo
que no permitio reconocer el origen de éstas. Dentro del ensayo se realizd una curva estandar utilizando
diferentes concentraciones de IL-6 (0, 10, 64, 160 y 460 pg/ml) asi como de TNF-a (15.6, 62.5, 250 y
1000 pg/ml). El ensayo de ELISA se basa en un ensayo de sandwich miltiple usando dos anticuerpos
especificos anti- IL 6 (o anti TNF-a) humano (29). El sistema incluye como primer anticuerpo un



monoclonal anti IL 6 (o anti TNF-at) y como segundo anticuerpo un policlonal de conejo anti IL 6 (o
anti TNF-a). El conjugado de identificacién usado (o tercer anticuerpo), es un anticuerpo de-cabra
anti inmunoglobulinas totales de conejo accplado a fosfatasa alcafina. Para el revelario se usa una
solucién que conteniendo fosfato de nitrofenilo y las tecturas de la reaccion se realizan en un lector de
placas de 96 pozos a 450nm y 560nm. Los valores de unidades de densidad optica de la curva estandar
se ajustaron por regresion lineal, Los valores de densidad dptica de los duplicados obtenidos para cada
muestra fueron interpolados en la curva estindar para conocer la concentraciéon de IL 6 y TNF-a¢ en
cada una de las muestras. La prueba fue realizada por una sola persona y los resultados se
consideraron confiables siempre y cuando la variacién intraensayo de los duplicados fitera menor al 10
%.

CUANTIFICACION DE CELULAS EN MUESTRAS DE LAVADO BRONCOALVEOLAR
Del total de la muestra se tomb una alicuota realizando un frotis en una laminilla y se fijo con aleohol
90% por 10 minutos y posteriormente se seco al ambiente. Las laminillas se¢ tifieron con técnica de
Papanicolau. Los conteos celulares se realizaron por un solo observador cuantificando los diferentes
tipos de células en un total de 500 células, tomadas en 5 campos al azar, observadas en un microscopio
a 400 X de magnificacidn.

El diagndstico de DBP se realizd al determinar la presencia de células displasicas III y/o IV en cada
muestra de LBA (30, 31).

Se analizaron variables demogréficas, la presencia o no de persistencia de conducto arterioso, sepsis, la
AMYV como presion positiva intermitente, presion positiva al final de la espiracion, la fraccidn inspirada
de oxigeno, frecuencia respiratoria, presién media de la via aérea y gasometrias arteriales. Todos los
datos se anotaron €n una hoja de vaciamiento de datos (ver anexo 1)

ANALISIS ESTADISTICO.- Se presentan las frecuencias, medidas de tendencia central, de
dispersi6n, analisis de ANOVA y riesgo relativo e intervalos de confianza cuando estas se aplicaron.



RESULTADOS

Un total de 50 pacientes ingresaron al estudio, antes de la primera semana de vida sé extubaron o
fallecieron 34, por lo que unicamente 16 cumplieron criterios para su inclusion.

La tabla | muestra algunas de las caracteristicas generales de los pacientes. El rango de edad fue de 27
a 34 semanas de edad gestactonal (SEG), con promedio de 29.5 + 1.8 SEG y una mediana de 30, 6 eran
inmaduros de 28 sernanas o menos (40%), 13 menores de 30 SEG (81.2%) y 3 mayores de 31 SEG
(18.7%). En relacién con el sexo fueron 10 hombres (62.5%) y 6 mujeres (37.5%), con un rango de
peso de 1000g a 2300g, promedio de 1329.7 + 350 g, y mediana de 1262 g. La persistencia de
conducto arterioso estuvo presente en 6 pacientes (37.5%), cuatro de ellos (66.6%) tuvieron cierre
farmacoldgico, no hubo riesgo aumentado para desarrollar DBP. Nueve pacientes cursaron con
infeccion 6 sepsis (56.3%), la cual no se asocio significativamente al incremento de TNFa, ni al
desarrollo de DBP.

La celularidad se cuantifico en todos hasta el dia 7,a 11 hastael dia 14,2 4 hasta el 21y2 al dia
28, IL6 se cuantifico solo en 6 pacientes hasta et dia 7, 4 hastael 14 y solo uno el dia 21. TNFa
se cuantifico en todos los pacientes hasta el 5° dia, a 15 hastael dia 7, a |1 hasta el dia 14, 23
hasta el dia 21 y a ] hasta el dia 28.

El comportamiento de los polimorfonucleares se presenta en la tabla No.2 y las graficas | y 2, en las
cuales se observa un incremento paulatino a partir del primer dia hacia la tercera semana de vida sin
presentar diferencia entre los pacientes que desarrollaron DBP y los que no la desarrollaron. Los
macrofagos se describen en la tabla No. 3 y las graficas 3 y 4, las cuales muestran un incremento en el
primer dia de vida con descenso paulatino hacia la tercera semana de vida en los pacientes con DBP y
un descenso mas répido hacia el dia 14 de vida en los pacientes que no desarrollaron DBP, no hubo
diferencias significativas.

Tomando como nivel de corte de los polimorfonucleares arriba del 50%, no se encontré relacion con el
desarrollo de DBP; para los macrdfagos con un nivel de corte arriba del 20% tampoco se demostrd
refacidn con el desarrollo de DBP,

La tabla No. 4 y la grifica 5 muestran la presencia de células displasicas en pacientes que desanrollaron
DBP a través del tiempo, desde el primer dia de vida se encontraron células displasicas grado I en 2
pacientes, siendo el porcentaje progresivamente mayor con el tiempo. Al tercer dia se identificaron
células displasicas grado IIT en 3 pacientes y al séptimo dia de vida el 66% de los pacientes presentaron

células displasicas grado 1II, El diagndstico de DBP se determind por medio de la celularidad al

idéentificarse células displasicas grado 1l y 1V y su persistencia en las lecturas posteriores.

El comportamiento en los pacientes no displisicos se presenta en la tabla No. 5 y grifica 6. donde se
observa la presencia de células displasicas grado II desde el tercer dia de vida, manteniéndose sin
variaciones durante las mediciones posteriores.

Los niveles de IL6 en 6 pacientes se presentan en la tabla No.6 y en la grifica 7, los cuales no
mostraron un patron especifico a lo largo del tiempo, sin mostrar diferencia entre pacientes con o sin

DBP. No se realizd ANOVA para esta variable por el tamafio de la muestra.

La tabla No.7 y las grificas 8 y 9, muestran el comportamiento de TNF o durante el tiempo, en los

pacientes que desarrollaron DBP presentando una curva bimodal, con una primera elevacion hacia el

tercer dia de vida con posterior descenso, y una segunda elevacion hacia el séptimo dia de vida y un
descenso posterior, manteniéndose con un valor constante en Ja segunda semana de vida, en los
pacientes que no desarrollaron DBP se observa en la curva una linea de tendencia totalmente horizontal.

Se realiz6 ANOVA de una cola sin ser significativa,



La IL6 no mostré asociacion con el desarrollo de DBP. En cuanto al TNF a comparando las
mediciones por dia entre los pacientes que desarroflaron DBP y los que no la desarrollaron no hubo
diferencia significativa, sin embargo los pacientes que mantuvieron niveles arriba de > 50 pg/ml en el
dia 14 de vida se relacionaron con el desarrclio de DBP conun RR 1.67yun IC 1 -2.76.

En cuanto & la relacidén de Tos macréfagos y los niveles de TNF « si se encontrd una relacion (RR 1.61
e IC 1.02 — 2.54), no asi con los PMIN.

De los 16 pacientes, 12 desaroliaron DBP grado III y IV durante su seguimiento, 9 de ellos
sobrevivieron y 3 murieron. Las causas de defincion fueron relacionadas a sepsis y ocurrieron en la
tercera semana de vida.

En cuanto a las variables de ventilacién la presién positiva intermitente (PPI} arriba de 25 ¢m H20
mostrd relacidn con el desarrollo de DBP a partir del 5° diz de vida con RR de 1.40 y un IC 1.01-1.95;
tomando esta misma variable con un nivel de corte arriba de 30 cm H2O mostro relacién con el
desarroilo de DBP desde el primer dia de vida con RR 1.26 yun IC de 1.01 - 1.95.

La Fraccidn inspirada de oxigeno (Fi02) de 50%, o con niveles de corte arriba de 80% no se relaciond
con el desarrollo de DBP. En las primeras 72 hr se utilizaron fracciones mayores a 50%, con und
disminucién por debajo de este valor hacia el final de la primera semana de vida.

La Presion arterial de oxigeno (Pa02) arriba de 80 mm Hg después del 7° dia mostré relacion con el
desarrollo de DBP con RR 144 y un IC de 1.01-2.08, lo mismo que la PMVA por amriba de 10
¢cmi120 a partir del dia 5 con RR 1.12 y un IC de 1.01-2.08,

La acidosis respiratoria se documento con mas frecuencia en los tres primeros dias de vida. y no se
asocio a DBP

En la tabla No. 3 se presentan los factores con valores significativos para el desarrollo de DBP.
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DISCUSION

Los mecanismos fisiopatogénicos en DBP no han sido completamente elucidados. Se tiene suficiente
evidencia de que la inflamacion juega un papel primordial en el desarrollo de esta entidad, sin embargo,
este es un proceso sumamente complejo. La sobreproduccion o la deficiencia de citocinas y otros
mediadores intracelulares participan en la génesis de esta entidad. Después del dafio pulmonar, se inicia
¢l proceso de reparacion involucrando varios de tos elementos sanguineos como plaquetas, neutréfilos y
macréfagos alveolares quienes ademés de tener un papel en los procesos de curacion, pueden contribuir
a procesos fisiopatoldgicos de alteracion en los tejidos circundantes, al liberar enzimas proteoliticas y
radicales libres en concentraciones elevadas, que pueden inducir dafic pulmonar (32).

Hasta el momento no han sido definidos con exactitud los mediadores que regulan el proceso
inflamatorio que propicia el dafio pulmonar, mas aun tratindose de daflo pulmonar en el pulmon
inmaduro de los recién nacidos prematuros, sin embargo en modelos de lesién pulmonar en animales y
en humanos (33,34) se ha detectado un flujo de neutréfilos hacia el pulmén dentro de las primeras 48 a
96 horas posteriores al inicio de la lesion, seguidos de un incremento en los niveles de macréfagos
alveolares, con una subsecuente resolucién del proceso inflamatorio. Debido a que este proceso se
acentha en aquellos nifios que desarrollan DBP, se considera que los neutréfilos tienen un papel
preponderante en el desarrollo del dafio pulmonar, aunque este no esta bien determinado. Diversos
estudios sugieren su intervencién en el desarrollo de dafio endotelial y formacién de edema (26,35),
produccion de radicales libres de oxigeno, liberacién de hydrolasas (36), y de elastasas, asi como de
factores inhibidores de la misma (37-39) y en la produccién de metabolitos det dcido araquidénico (40).
En nuestro estudio se confirmé la presencia de polimorfonucleres en la primera semana de vida con un
descenso hacia la segunda, sin embargo no encontramos relacién con la elevacion de IL6, TNF a o con
¢l desarrollo de DBP. Aun tampoco s¢ encontraron diferencias en su comportamiento entre los
pacientes con displasia y sin ella.

Los macrofagos alveolares son el principal componente celular involucrado en la defensa de ia via
aérea inferior ya que son los responsables de identificar, ingerir y remover a los patégenos invasores y
detritus celulares, sin embargo su activacién prolongada también puede producir efectos deletéreos
secundarios al liberar radicales libres de oxigeno que superan a la accion de las enzimas antioxidantes,
primordialmente en situaciones de hiperoxia, donde ocurre dafio a la membrana vascular pulmonar,
cambios agudos y crénicos al tejido conectivo y dafios al endotelio y al tejido epitelial (4143,). En este
estudio se encontrd la presencia de macréfagos desde la primera muestra con un incremento progresivo
y asociacion significativa con los niveles de TNF a, considerandose estas células como un marcador
indirecto de !z produccién de TNF y reflejo del proceso inflamatorio pulmonar, por otro lado los
macrofagos no se relacionaron significativamente con el desarrollo de DBP, ni hubo diferencia en su
comportamiento entre los pacientes con o sin displasia broncopulmonar.

Llama la atencién la presencia de células displasicas desde la primera semana de vida, lo que obliga a
sospechar la entidad, cuando existen los factores de riesgo mencionados. El LBA aporia
informacién directa de los cambios pulmonares ya que determina secuencialmente los eventos y
resultados del dafio pulmonar ocasionado en este tipo de pacientes. El estudio de la celularidad en una
poblacién de pacientes con DBP a los cuales se les realiz6 LBA desde los primeros dias de vida, detectd
un 25% de pacientes con células displasicas grado III desde la primera semana de vida, mas temprano
que los cambios radiolégicos de DBP. (30), lo que concuerda con nuestro hallazgos, dando un valor
preponderante al estudio de celularidad en LBA en fases tempranas, ya que la pronta identificacion
permitira sustentar racionalmente medidas terapéuticas especificas.
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En el caso de la lesion aguda en el pulmén adulto, hay bastantes evidencias de que ocurre una cascada
inflamatoria secundaria mediada por proteinasas e interleucinas proinflamatorias liberadas por estas
células (24, 43-46). Sin embargo para explicar su papel en la fisiopatogenia en DBP los reportes son
menos numerosos, s¢ han descrito primordialmente a las IL-1, IL-6 ¢ IL-8 y TNF-a (47-50), pero
hasta el momento no se han reportado niveles de ellas en pacientes recién nacidos sanos.

La IL6 ¢s una citocina multifactorial con efectos sistémicos y locales, que induce la produccion de
proteinas hepéticas, estimula la diferenciacién de células B y la activacion de células T asi como la
regulacién de la respuesta inmune local (51). Se han encontrado niveles elevados de esta molécula en
lavados bronquiales de recién nacidos que tuvieron antecedente de ruptura prematura de membranas
(47). Sin embargo, su significado en DBP no ha sido bien establecida. Bagchi realizd un estudio en
DBP encontrando que no habia diferencias significativas de IL6 entre nifios con DBP y grupos control,
pero al analizar su  actividad mediante la proliferacion de 7TDI la encontrd aumentada en el primer
grupo (48). Esta metodologia no fue utilizada en nuestro estudio. En el reducido niimero de pacientes
estudiados no se observd un patrén de comportamiento especifico, ni se detectdé un incremento
significativo que nos indique su amplia participacién en el dafto pulmonar.

El TNF a es un mediador de inflamacion, con un papel importante en la patogénesis del daiio pulmonar
agudo en pacientes adultos que presentan sindrome de insuficiencia respiratoria progresiva (45),
citoquina proinflamatoria cuyas acciones son: modulador del endotelio, angiogénesis, inductor en la
liberacion de colagensa por células mesenquimales, v la activacidn de macrofagos. Es sinergista de IL §
aumentando la produccidn de prostaglandinas, favorece la angiogénesis durante la lesion, inflamacion y
dafio difuso. (44)

El comportamiento de IL6 y TNF « es controversial. La evidencia mayor se relaciona con inhibicién
inicial de TNF a por IL6. (45-50,52,53), este fenémeno se ha explicado por la inhibicion de los
macréfagos, a través de un sistema de retroalimentacién negativa, limitando asi la inflamacidn (53).
Sin embargo otros autores reportaron un incremento en los niveles de la IL6 en pacientes con SDR
que desarrollaron DBP , en ausencia de incremento temprano de TNF-a, pero observaron que los
niveles de TNF-u s¢ incrementaban hacia la segunda semana de vida. Dada la importante interaccitn
de estas dos citoquinas se sospecha un papel primordial como moduladores de la respuesta
inflamatoria. En nuestra poblacion se encontrd incremento de TNF-a, aunque no significativo y no
hubo asociacién inhibitoria del TNF a por la IL6.

Esto pudiera explicarse por el tamafio de la muestra que es muy pequeiia tanto para IL6 como ia
muestra global, ameritando mayor niimero de pacientes, sin embargo el comportamiento del TNF o en
los pacientes que desarrollaron DBP fue diferente 2l observado en los pacientes que no la desarrollaron
(gréficas 8 y 9) con un incremento hacia el tercer dia de vida sin ser significativo con ¢l desarrolio de
DBP, posteriorimente descendid para presentar un segundo pico hacia el 7° dia de vida, observandose
que los pacientes que permanecieron con niveles armiba de 50 pg/ml en el dia 14 de vida desarrollaron
significativamente DBP, lo que concuerda con trabajos previos confirmandose como un marcador de [a
inflamacién (48). Asi mismo cabe mencionar que ésta tercera elevacion en la curva de TNF « se puede
asociar a un evento de remodelacion y cicatrizacion pulmonar dado que se relaciona con [a presentacion
con mayor frecuencia de células displasicas grado IIL

Ademas de ¢l papel celular y bioquimico, se han identificado otros factores que desencadenan fa
inflamacién, tales como; prematurez, la hiperoxemia, el barotrauma y la infeccion, En este estudio los
factores que se asociaron significativamente al desarrolio de la DBP fueron el peso menor a 1500g,
PP], PMVA, y la PaO2 como los mas relacionados con DBP, fo que apoya lo encontrado por otros
autores (Z,26). Los pacientes con peso bajo tienen mayor riego de desarroflar DBP ya que su pulmén



es inmaduro, y los mecanismos de reparacién de la lesidn son anormales. El efecto deletéreo de la AMV
se corroboré en nuestro estudio. Niveles de hiperoxemia neonatal estuvieron asociados a DBP, lo que
refleja mayor aporte de O2 del requerido por los pacientes. Llama la atencion que la FIO2 no mostré
asociacion significativa con el desarrollo de DBP, como se ha referido en estudios previos (26}, lo que
probablemente se debe a que la FiO2 > 80% no se aplico mas alla de las 72 hr de vida en la mayoria de
nuestra poblacién (70%). De los 9 pacientes que desarrollaron infeccién en algin momento de su
evolucidn, la mayoria desarrolld DBP, aunque no en forma significativa lo que consideramos fue
secundario al pequefic nimero de la muestra, ya que su participacion en la fisiopatogenia de esta
enfermedad ha sido demostrado (13-15).

Con los resultados previos se corrobora la presencia de marcadores de inflamacién tempranos o cual es
relevante ya que permite la identificacion de factores relacionados con el desarrollo de DBP antes de
establecerse el daflo pulmonar. Esto permitiré al clinico determinar la pauta de estudio y tratamiento
para mejorar la sobrevida y la calidad de vida en este grupo de pacientes.



CONCLUSIONES

Et andlisis del lavado broncoalveolar es un instrumento Util para detectar marcadores tempranos de
inflamaci6n en pacientes prematuros sometidos a asistencia mecénica a la ventilacion.
No obstante que la muestra es pequefia, los resultados apoyan las hipotesis de este trabajo;

2) La elevacién de TNF a amba de 50 pg/ml en el dia 14 de vida se asoci6 al desarrollo de DBP

b) Las células displasicas se pueden detectar desde etapas muy tempranas de la vida.

¢) Se confirmo nuevamente Ia asociacion de factores relacionados con el desarrollo de la DBP tales
como, el peso, [a hiperoxemia, la PPI y la PMVA.

Idealmente se debieran de determinar los valores normales de celularidad y mediadores de inflamacién,
pero en la clinica esto es pricticamente imposible de realizar. Se requiere de aumentar el tamafio de la
muestra, asi como estudios prospectivos que contesten nuevas preguntas relacionadas con determinar el
papel que juegan otros mediadores de inflamacion y efecto de diversas intervenciones y medicamentos.
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TABLAS Y GRAFICAS

TABLA No.1

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

{n=16)

NUMERO PORCENTAJE
N %
SEXO
M 10 62.5
F 6 357
EDAD GESTACIONAL
<28 SEG 6 40.0
< 30 5EG 13 81.2
>31 SEG 3 187
PESO
< 1500 1 68.8
> 1501 5 3.2
PCA
St 6 375
NO 10 62.5
SEPSIS
St 9 56.3
NO 7 437
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TABLA No.2

POLIMORFONUCLEARES EN LAVADO BRONCOALVEOLAR

Y DESARROLLO DE DBP
in = 16}
DIA 1 3 5 7 14 21 28 DBP
PACIENTE % % % % % % %
1 20 50 50 50 75 st
2 50 50 50 30 St
3 98 98 95 95 50 30 S|
4 80 B0 80 80 80 80 80 Sl
5 50 50 90 90 NO
6 80 90 90 90 ]
7 95 80 80 80 St
8 90 90 90 90 60 90 St
9 90 g5 95 95 NO
10 90 90 90 90 sl
11 a0 90 90 80 80 Sl
12 50 90 70 80 90 Sl
13 a5 95 98 95 30 NO
14 80 80 80 90 70 70 NO
15 90 90 90 90 90 S|
16 a5 95 95 95 Sl
TOTAL 6956 | 81.43 80.81 84.06 75.7 833
x+ DS +34.59 * * * * *
- 16.66 16.9 15.83 16.1 47
MEDIANA 20 90 ) 90 80
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GRAFICA No.1
CUANTIFICACION DE POLIMORFONUCLEARES EN
LAVADO BRONCOALVEOLAR DE PACIENTES CON

DISPLAS!A BRONCOPULMONAR
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GRAFICA No.2
CUANTIFICACION DE POLIMORFONUCLEARES EN
LAVADO BRONCOALVEOLAR EN PACIENTES SIN
DISPLASIA BRONCOPULMONAR
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TABLA No. 3

MACROFAGOS EN LAVADO BRONCOALVEOQLAR
Y DESARROLLO DE DBP

{n =16)
DIAS 1 3 5 7 14 21 28 DBP
PACIENTES % % % % % % %
1 50 30 30 30 Si
2 20 30 50 20 sl
3 2 2 5 5 50 50 S|
4 20 20 20 20 20 20 20 S|
5 50 50 10 10 NO
6 20 10 10 10 S|
7 5 20 20 20 S
8 10 10 10 10 40 10 S|
9 10 5 5 5 NO
10 10 10 10 10 s
11 10 10 10 20 20 S
12 20 10 30 20 10 S|
13 2 2 2 5 5 NO
14 20 20 20 10 30 30 NO
1§ 10 10 10 10 10 S|
16 5 5 5 5 sl
TOTAL 85 1731 | 4731 | 1312 | 288 28
x *+ DS + + * * + +
- 777 1419 | 1567 75 24 226
MEDIANA 10 10 10 10 20
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GRAFICA No.2
CUANTIFICACION DE MACROFAGOS ALVEOLARES EN LAVADO
BRONQUIOALVEOLAR EN PACIENTES CON DISPLASIA

MACROFAGOS %

BRONCOPULMONAR
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GRAFICA No.4
CUANTIFICACION DE MACROFAGOS ALVEOLARES EN LAVADO
BRONCOALVEOLAR EN PACIENTES SIN DISPLASIA
BRONCOPULMONAR
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TABLA No. 4
CELULAS DISPLASICAS EN LAVADO BRONCQALVEOLAR
EN PACIENTES CON DISPLASIA BRONCOPULMONAR

(n=12)
DIAS 1 3 5 7 14 21 28
CELULAS
DISPLASICAS
0 1
] 9 8 4 2
il 2 3 ] 2
il 1 4 a 9 2 1
v 1 1
PACIENTES 12 12 12 12 9 2
TABLA No. 5
CELULAS DISPLASICAS EN LAVADO BRONCOALVEOLAR
EN PACIENTES SIN DISPLASIA BRONCOPULMONAR
(n=4)
DIAS 1 3 5 7 14 21 28
CELULAS
DISPLASICAS
0 1
1 3
1l 4 4 3 3 1
[0 1
]
PACIENTES 2 a 4 4 3 1
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GRAFICA No. §
CELULAS DISPLASICAS EN LAVADO
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TABLA No. 6

INTERLEUCINA 6 EN LAVADO BRONCOALVEOLAR

{n=6)
DIA 1 3 5 7 14 21 DBP
PACIENTE
pgimi pa/ml p/mt pa/ml pgiml _pg/mi
1 724.53 627.75 373.09 358.37 £§09.40 Si
2 0 826.76 489.03 649.49 74449 NO
3 456.77 358.37 857 878.17 819.30 854.18 NO
4 837.04 422.84 101.90 609.20 657.39 8l
5 827.36 803.17 B861.64 834.02 Si
6 644.48 669.89 548.11 750.34 Sl
TOTAL 581.75 618.13 538.46 687.43 707,64
x + DS * X * * *
317.5 192.95 292 187.76 a3
GRAFICA No.7
CUANTIFICACION DE IL. 6 EN LAVADO
BRONQUIOALVEOLAR
IL6 pg/ mi
950 1
s ] [ ]
. [ ] . : C/DBP .
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TABLA No. 7
FACTOR DE NECROSIS TUMORAL a

Y DESARROLLO DE DBP
DIAS 1 3 5 7 14 21 28 DBP
PACIENTES | pg/ml pg/mi po/ml pg/ml pg/mi pg/ml pg/mi
1 0 385 41 41 356 Sl
2 0 807 0 0 Sl
3 0 0 565 0 75.62 3l
4 0 109 85 0 1360 101.71 736.82 Sl
5 46,91 52 76 52 44.33 NQ
6 2274 76.4 41 23 0 St
7 0 23.36 0 41 Sl
8 0 76.5 52 11.54 187.78 48.24 Sl
9 0 234 0 NO
10 0 0 565 3.9 Sl
11 0 129.5 58 1396 29.98 S1
12 0 1224 105 23.46 241.25 St
13 87.36 | 611.63 7562 20777 37.80 NO
14 69 2269 69 418.61 0.15 153.87 NO
15 9,11 88.46 17.94 300 41.45 Sl
16 57.12 111.96 101.51 380.96 Sl
TOTAL 47.07 24531 45.83 185.32 21585 191.29
x + DS * * * * * hs
- 27.72 347.35 37.43 355.34 3766 3336
MEDIANA 0 98 46.5 41 44
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TNF ALFA

) GRAFICA No. 8
CUANTIFICACION DE TNF ALFA EN LAVADOS

BRONCOALVEOLARES EN PACIENTES CON DISPLASIA

BRONCOPULMONAR
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GRAFICA No. 9
CUANTIFICACION DE TNF ALFA EN LAVADO
BRONCOQALVEOLAR DE PACIENTES SIN
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TABLA No. 8

ALGUNOS FACTORES RELACIONADOS CON

EL DESARROLLO DE LA DISPLASIA BRONCOPULMONAR

RR Ic
Edad < 32 SEG 1.40 (1.01-1.95)
PPl > 25 ecmH20 a partir del 5° dia de vida 1.40 (1.01-1.95)
PMVA > 10 cmH20 a partir del 5° dia ds vida 1.40 (1.01-2.08)
Pa02 > 80 mmHg a partir dei 7° dia de vida 1.44 {1.01-2.08)
TNF a > 50 pg/ml en el dia 14 de vida 1.67 (1.01-2.76)
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ANEXO1
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