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RESUMEN

Antecedentes

La mayor susceptibilidad del neonato a las infecciones graves esta condicionada por su
menor capacidad de respuesta inflamatoria aguda y la falta de anticuerpos protectores de
clase IgGG. Los dos avances maés solidos en la terapia auxiliar de sepsis neonatal estan
representados por la mmunoglobulina intravenosa (IglV) v los factores estimulantes de
colonias.

Objetivo

Evaluar el efecto del uso simultineo de IglV y GM-CSF en recién nacidos con
diagndstico de sepsis neonatal sobre mediadores de la respuesta inflamatoria durante la
infecci6n, as{ como la respuesta clinica de desenlace.

Diseiio y metodologia

Ensayo clinico, doble ciego, aleatonizado, que incluyd recién nacidos de término y
pretérmino con evidencia clinica de nfeccion y/o hemocultivo positivo e inicio de
antibidticos dentro de las primeras cuafro semanas de vida extrauterina, los cuales se
asignaron a los sigwientes grupos de tratamiento: 1) IgIV, 500 mg/kg/dosis unica -+
rhGM-CSF, 5 pg/kg/dia por 5 dias (n = 12); 2) thGM-CSF, 5Sug/kg/dia por 3 dia (n = 6);
3) [glV, 500 mg/kg/dosis tnica (n = 14); 4) albiimina, 500 mg/kg/dosis tinica (n = 8).

Se tomaron muestras sanguineas para determinaciéon de cuentas de leucocitos totales,
neutrofilos totales, bandas totales y plaquetas; asi como para IL-1 TNFq, IL-1Ra, TNF-
sR1 e IL-6 antes del inicio de tratarmento, y a las 24 h, 72 h y 7 d. Se registraron las
caracteristicas clinicas de los pacientes, dias de estancia intrahospitalaria y desenlace
Resultados

Se incluyeron 40 recién nacidos en el estudio, con edades gestacionales entre 35.5
semanas y 37.2 semapas y un peso que varid entre 2,300gr y 2,700g. Los
microorganismos aislados mas frecuentes fueron: Staphylococcus eprdermidis (20%),
Staphylococcus aureus (15%), y Klebsiella pneumoniae (10%). Los dias de estancia
intrahospitalana, instalacién de catéteres venosos central o umbilical, ventitacion
mecanica y nutricién parenteral total fueron factores de riesgo para la adquisicidén de
infecciones en estos pacientes. Las manifestaciones clinicas encontradas fueron similares
en los cuatro grupos. Los dias de estancia intrahospitalaria registrados por grupo IglV +
GM-CSF (17), grupo IglV (14), grupo GM-CSF (24), y grupo control (16 dias) con una
p < 0.05. No se registraron muertes durante el periodo de estudio en ninguno de los 4
grupos de tratamiento. En las primeras 72 horas la conceniracién de inhibidores
permanecié alta en el grupo control y disminuyé notablemente a los 7 dias de
tratamiento. IL.-1Ra y los receptores solubles aumentaron entre 100 y 1000 veces con
respecto a la IL-1B y a TNFo. El aumento mas notable fue en el 1L-sR1 en el grupo
tratado con GM-CSF -+ IglV con respecto al testigo (p = 0.016) y a los otros dos grupos
{(p< 0.05). Se observo un incremento notable en la cuenta total de leucocitos en los grupos
que recibieron GM-CSF respecto a los que solo recibieron IglV sola y albumina.
Conclusiones

Los recién nacidos con mayores concentraciones de sR y menores de IL-6, IL-13 y
TNFaq, tuvieron una evolucién clinica mas favorable. El tratamiento de la sepsis neonatal
con la combinacidn de IglV y GM-CSF se asocia con un aumento de IL-1Ra y de los
receptores solubles de IL-1 y TNFeq, ambas citocinas anti-infllamatorias duranie la sepsis.



INTRODUCCION:

Las infecciones sistémicas por bacterias y hongos durante el primer mes de vida
extrauterma continuan siendo una de las principales causas de muerte perinatal en todo el
mundo.

En los paises mas desarrollados la letalidad por sepsis neonatal ha disminuido hasta
establecerse en un promedio de 15% y la tasa de morbilidad sigue estando entre 8 y 12
por cada 1,000 recién nacidos vivos (RN). En Meéxico y ofras naciones en vias de
desarrollo, la morbihdad se reporta en una tasa de 15 a 30 por cada 1,000 RN vy la
mortalidad sigue estando entre 25 y 30%. &

La sepsis es la culminacidén de una serie de eventos iniciados por microorganismos (v sus
productos proteicos o lipidicos) mediados por el propio sistema inmunoldgico del
hospedero. Se ha demostrado que las citocinas, una familia de péptidos de seciiales
celulares con propiedades pro-inflamatorias [factor de necrosis tumoral (TNF) y las
mterleucinas (IL) 1, 2, 6, 8, 12 y IL-18] y anti-inflamatorias (las mterleucinas 4, 10 y 13,
los antagonistas de IL-1 y los receptores solubles de IL-1, TNF, IL-6 y de IL-8), juegan
un papel primordial en el inicio y mantenimiento del estado inflamatorio de la sepsis. ©)
La mayor susceptibilidad del neonato a las infecciones graves esta condicionada por su
menor capacidad de respuesta inflamatoria aguda y la falta de anticuerpos protectores de
clase IgG. ®)

El uso de antibiéticos sigue siendo ¢l pilar en el manejo de la sepsis neonatal, sin
embargo, la morbiletalidad por sepsis neonatal no ha disminuido significativamente a
pesar de la disponibilidad de mds y mejores antibiéticos, asi como la aparicién de cepas
resistentes a los antibiéticos. "'V Los dos avances mas sélidos en la terapia auxiliar de
sepsis neonatal estan representados por la inmunoglobulina intravenosa (IglV) y los
factores estimulantes de colonias. Existe una gran cantidad de estudios publicados acerca
de estas alternalivas que sustentan varios hechos: la IglV parece tener su principal
indicacién en los neonatos prematuros y de bajo peso con riesgo alto de infeccidon
neonatal, '>'® mientras que los factores estimulantes de colonias estan indicados cuando
existe neutroyema grave en los neonatos, sin importar que sean de pretérmino o a
término. 718

Hasla el momento no se ha evaluado el efecto sobre la morbilidad y mortalidad de recién
nacidos con sepsis neonatal tratados con terapia simultanea con IglV y factor estimulante
de colonias, por lo que se efectud el presente trabajo con dicho propdsito.



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

Las infecciones sistémicas por bacterias y hongos durante el primer mes de vida
extrauterina contintlan siendo una de las principales causas de muerte perinatal en todo el
mundo. ) En los paises mas desarrollados la letalidad por sepsis neonatal ha disminuido
hasta establecerse en un promedio de 15% y la tasa de morbilidad sigue estando entre 8 y
12 por cada 1,000 recién nacidos vivos (RN), lo cual puede ser debido a que ahora
sobreviven mas neonatos de pretérmino de bajo peso, los cuales son mas susceptibles a la
infecci6n por sus caracteristicas inmunoldgicas inmaduras. ® Por otro lado, en México y
otras naciones en vias de desarrollo, la morbilidad también se reporta estancada en una
tasa de 15 a 30 por cada 1,000 RN y la mortalidad sigue estando entre 25 y 30%. lo cual
se puede atribuir a la menor disponibilidad de unidades de cuidados intensivos neonatales
y de acceso a terapias coadyuvantes, coincidiendo con un aumento en ¢l numero de RN
prematuros que ingresan para su atencién a los hospitales. ©

En el Instituto Nacional de Perinatologia se reporta una incidencia de 15.4 casos de sepsis
neonatal por cada 1000 recién nacidos vivos, cifra que puede considerarse elevada
probablemente por ¢l tipo de poblacién de riesgo atendida en el hospital en lo que se
refiere a embarazo de alto resgo, obtencidn de productos de mayor inmadurez
inmunolégica, bajo peso al nacer y que requieren de un numero importante de maniobras
invasivas para su sostén.) Tradicionalmente se ha establecido al grupo de enterobacterias
y entre ellas £ coli y K. pneumomae como los principales agentes involucrados en la
ctiologia de la sepsis neonatal en México; sin embargo, en los Ultimos afios se ha
observado un incremento importante de patdgenos que anteriormente fueron
considerados como comensales. En el estudio de Arredondo-Garcia y cols, se documento
a E coli y Streptococcus sp como los principales agentes causales de sepsis neonatal
temprana, y a S. aureus, S. epidermidis y Klebsiella sp en sepsis de inicio tardio. @

La scpsis neonatal s¢ define como un sindrome clinico de enfermedad sistémica
acompaiiado de bacteriemia (presencia de bacterias en sangre) que ocurre en los primeros
30 dias de vida extrauterina. Se puede presentar de forma temprana, antes de los 4 dias de
vida o de forma tardia, posterior de 4 dias de vida extrauterina. ” La sepsis neonatal es
basicamente una infeccion de origen nosocomial, aunque en los casos de sepsis temprana,
los agentes causales se relacionan directamente con infecciones maternas. 2

La sepsis se establece cuando los microorganismos causales alcanzan la circulacion
diseminandose rapidamente a diferentes érganos y originando manifestaciones clinicas
diversas que, de acuerdo con su gravedad, determuinan las cuatro fases del sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) que caracteriza a esta enfermedad y que son
plenamente identificables, con algunas adecuaciones, en el nconato Asi, es posible
1dentificar en neonatos la sospecha de sepsis o sepsis clinica, la sepsis grave, el choque
séptico y la falla organica multiple:



L Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS): Dos o mas de los
siguientes:
- Temperatura > 38°C,0<36°C
- Frecuencia cardiaca > 160 x°
- Frecuencia respiratoria > 60 x’
- Cuentas de leucocitos > 20 x 10°/L, 0 <5x 107/L
s Sepsis:
- SRIS mas hemocultivo positivo
a7 Sepsis grave:
- Sepsis mas disfuncién orgénica, hipotensién o hipo perfusion
. Chogque séptico-
-~ Sepsis grave con hipotensién que no responde a carga de liquidos

La mayor susceptibilidad del neonato a las infecciones graves esta condicionada por su
menor capacidad de respuesta mflamatoria aguda y la falta de anticuerpos protectores de
clase IgG. © °" Muchos de los componentes del sistema inmunolégico del RN no estan
completamente desarrollados al nacimiento; ¢ en particular, los fagocitos (granulocitos y
macrofagos) de los prematuros muestran deficiencias en su quimiotaxis, menor
adherencia de neutréfilos al endotelio, menor capacidad fagocitica y bactericida ® y
menor produccion de metabolitos toxicos del oxigeno indispensables para la destruccidén
de bacterias y hongos. ©)

En los ultimos afios se ha dado una verdadera explosién en el conocimiento de la
fisiopatologia de la sepsis neonatal y sus complicaciones, asi como el descubrimiento de
mediadores hormonales e inmunolégicos que mtervienen directamente en la modulacién
de la respuesta mflamatoria del recién nacido a la mfeccién. ¥ La sepsis es la
culmunacién de una serie de eventos iniciados por microorganismos (y sus productos
proteicos o lipidicos) mediados por el propio sistema inmunolégico del hospedero. Se ha
demostrado que las citocinas, una famiha de péptidos de seflales celulares con
propiedades pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, juegan un papel primordial en el
inicio y mantenimiento del estado inflamatorio de la sepsis. Entre las citocinas con
actividades pro-inflamatorias encontramos al factor de necrosis tumoral (TNF) y las
interleucinas (IL) 1, 2, 6, 8, 12 y IL-18; en tanto que existen otras proteinas
estructuralmente muy semejantes a las anteriores, que actian como anti-inflamatorias por
su cfecto de neutralizacion, blogueo o inhibicidn de las pro-inflamatorias, entre las que se
cuentan las interleucinas 4, 10 y 13, los antagonistas de IL-1 y los receptores solubles
(sR) de IL-1, TNF, IL-6 y de IL-8. *%

Una vez que se dispara la cascada inflamatoria por el estimulo infeccioso, por ejemplo
endotoxina o lipopolisacarido bacteriano, los monocitos, macréfagos y otras células
inmunocompetentes son estimuladas para sintetizar TNFo, principal mediador
inflamatorio, cuyas acciones mas destacadas son la estimulacién de la liberacion de otras
interleucinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, 11L-8, leucotrienos, tromboxanos y
prostaglandinas, incrementa la produccién de PMN por la médula dsea y aumenta su
marginacion, estimula la actividad antimicrobiana de mononucleares y PMN, promueve
la aparicion de moléculas de adhesién en células endoteliales, activa el sistema de
complemento y la cascada de la coagulacién, produce alteracion de tono venoso vascular



y altera su permeabilidad, entre otras. Una vez secretado, el TNFa interactiia con al
menos dos receptores de membrana (TNF-R1 y TNF-R2) presentes en practicamente
todas la células excepto eritrocitos. Ambos tipos de receptores existen también en forma
soluble en el plasma y se les conoce como proteinas ligantes de TNFa, ejerciendo un
antagonismo competitivo con los receptores de membrana v siendo su efecto dosis-
dependiente. %

El papel de 1a IL-1 en la mediacion de la sepsis es similar a los del TNF. La IL-1 puede
detectarse después de la infusién de lipopolisacarido (L.PS) de bacterias gram-negativas,
aunque la habilidad para detectar IL-1 es inconsistente y los niveles son bajos. ¥ La IL-
1 es en realidad una familia de 3 proteinas, IL-1a, IL-1pB, y el antagonista del receptor de
IL-1 (IL-1Ra), el cual es un antagonista que no posee actividad agonsta comparada con
los 2 prnimeros miembros de la familha. Las formas maduras de IL-lae IL-1B son
potentes incrementadores de respuestas inmunoldgicas pero también inductores muy
potentes de respuestas inmunolégicas e inflamacién. (1e.14)

El uso de antibidticos sigue siendo el pilar en el manejo de la sepsis neonatal, sin
embargo, la morbi-letalidad por sepsis neonatal no ha disminwdo significativamente a
pesar de la dispombilidad de mas y mejores antibidticos, asi como la aparicién de cepas
resistentes a los antibidticos. ™'V Los dos avances més s6lidos en la terapia auxiliar de
sepsis neonatal estan representados por la inmunoglobulina intravenosa (IgIV) y los
factores estimulantes de colonias. Existe una gran cantidad de estudios publicados acerca
de estas alternativas que sustentan varios hechos: la IglV parece tener su principal
indicacion en los neonatos prematuros y de bajo peso con riesgo alto de imfeccion
neonatal, !>'%) mientras que los factores estimulantes de colonias estan indicados cuando
existe neutm})enia grave en los neonatos, sin importar que sean de pretérmino o a
término, 4718

El modo de accién de la inmunoglobulina es complejo, involucrando la modulacién de la
expresién y funcién de los receptores Fc, interferencia con la activacion del complemento
y la red de citocinas, proporcionar anticuerpos anti-idiotipo, y los efectos sobre la
activacion, diferenciacién, y funciones efectoras de las células T y B. In vitro, la IglV es
un inductor potente del TL-1Ra de monocitos, !”’ y este modulador de citocinas endégeno
puede bloquear la umén de IL-1 a sus receptores en varios tipos celulares. @9 Se ha
demostrado previamente que la administraciéon de IglV in vivo conlleva a un efecto
similar sobre los niveles de IL-1Ra. ® Los cfectos terapéuticos de la inmunoglobulina
reflejan las funciones de los anticuerpos naturales en el mantenimiento de la homeostasis
inmunoldgica. En los dltimos 20 afios, la inmunoglobulina ha llegado a ser el tratamiento
preferido para el sindrome de Guillain-Barré, la poliradiculoneuropatia desmielinizante
inflamatoria crémca, y la enfermedad de Kawasaka.

La IgIV parece tener su principal indicacién en los neonatos prematuros y de bajo peso
con riesgo elevado de sepsis neonatal. En estudios con neonatos de término en los que se
ha aplicado IgIV se observé que mejoran su capacidad de respuesta a la infeccién y se
acorta muy significadamente su estancia hospitalaria, sin embargo, no se han observado
diferencias en la mortalidad, “>*® mientras que en RN prematuros existen muchos
reportes que apoyan su uso temprano al ingresar a una unidad de cuidados intensivos por
requerir medidas 1vasivas como catéteres, sondas, cdnulas, punciones, efc. @229 1 as
dosis recomendadas de IglV van desde los 500mg/kg hasta 1 g/kg de peso. (22.23)



Las caracteristicas fisiologicas del factor estimulante de colonias de granulocitos-
macréfagos (GM-CSF) son los de estimular a los neutrdfilos pretérmino y de término a
incrementar su quimiotaxis y respuestas de estallido respiratorio, ®**% Sus efectos son
semejantes al factor estimulante de colomas de granulocitos (G-CSF), sin embargo, el
GM-CSF es una citocina que induce la proliferacion y diferenciacidén temprana de
progenitores hematopoyéticos multilinaje. @7 Esto aumenta la cuenta de monocitos,
macrofagos, y cosindfilos pero con menos efecto sobre la cuenta de nentréfilos. Ademas,
el GM-CSF tiene un mayor efecto sobre la quimiotaxis y la funcién bactericida de los
neutréfilos que el G-CSF (2829

Estudios en ratas recién nacidas han demostrado que tanto el G-CSF ¢ y el GM-CSF ©"
puede aumentar la sobrevivencia después de una sepsis experimental. Los estudios sobre
el uso del GM-CSF en neonatos humanos son limitados. Cairo y cols ** admimstraron
placebo o GM-CSF (5 o 10 pg/kg por dia por 7 dias) a 20 recién nacidos de muy bajo
peso en sus primeras 72 horas de vida. Un aumento significativo dosis-dependiente en las
cuentas de neutréfilos tanto de sangre como de médula dsea duraron aproximadamente 5
dias después de la administraciton de la ultima dosis. Este mismo grupo,
subsecuentemente, aleatonzé 61 neonatos de muy bajo peso para recibir ya fuera placebo
o GM-CSF (8 pg/kg por dia por 28 dias) miciando a los 3 dias de nacinuento. 83 Ocurrié
una reduccion significativa (61%) en la incidencia de infeccion nosocomial en el grupo
de tratamiento.

En un estudio reciente, ensayo clinico controlado aleatorizado de 60 recién nacidos con
neutropenia y signos clinicos de sepsis, Bilgin y cols @9 administraron una inyeccién
subcutanea de rhGM-CSF (5 pg/kg por dias por 7 dias) a 30 recién nacidos. Veinticinco
pacientes del grupo thGM-CSF y 24 del grupo tratado convencionalmente presentaron
sepsis de 1nicto temprano, y los 11 pacientes restantes tuvieron sepsis tardia. Los recién
nacidos fueron semejantes en sus caracteristicas demograficas y clinicas. Los autores
encontraron que el tratamiento con rthGM-CSF se asocié con un incremento en las
cuentas absolutas de neutréfilos, eosindfilos, monocitos, linfocitos y plaquetas, asi como
una disminucion en la mortalidad en neonatos sépticos criticamente enfermos (10% vs
30%).

Los eventos adversos se han descrito muy rara vez con thG-CSF o rhGM-CSF cuando se
han usado en neonatos con sepsis. En relacién con el thGM-CSF solo se ha reportado una
elevacion importante en la cuenta plaquetaria. ¢2)



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

El recién nacido de término y pretérmino presenta una inmadurez inmunoldgica en lo que
respecta a sus respuesta inflamatoria ante un proceso infeccioso como en el caso de la
sepsis neonatal. Existe una mayor susceptibilidad del neonato a las infecciones graves
secundaria a la falta de anticuerpos protectores de clase IgG, asi como un desarrollo
icompleto de la actividad fagocitoria de granulocitos y macréfagos.

Durante la sepsis neonatal existe liberacién de mediadores pro-inflamatorios como TNFa
e IL-1, capaces de estimular una respuesta inflamatoria no controlada con resultados
adversos en el recién nacido. Se ha demostrado que la IglV es capaz de inducir in vitro €
in vivo la produccién de inhibidores de esta respuesta, y que el GM-CSF estimula y
mejora la funcién fagocitaria de granulocitos y macréfagos a través de expresion de
receptores solubles para las citocinas pro-inflamatorias anteriormente mencionadas.

La sepsis neonatal continua siendo una causa importante de morbi-mortalidad
primordialmente en neonatos de pretermimo y de muy bajo peso al nacimiento, con una
incidencia reporta de 10 a 15 % en la mayoria de los paises. A pesar de que se dispone de
nuevos antibiéticos con espectro ampliado, el aumento de seleccién de cepas resistentes
dificulta la evolucién climica de este tipo de pacientes.

Por lo anterior, es importante realizar estudios con terapias adyuvantes al tratamiento
antimicrobiano que permitan mejorar la sobrevida de estos pacientes, que en su mayoria
se encuentran en las unidades de cuidados intensivos neonatales de hospitales de tercer
nivel. Hasta la fecha, no se encuentran estudios climcos sobre el efecto del uso
simultaneo de IglV y GM-CSF en la respuesta del recién nacido a la infeceién, uno de
los motivos por los que se realizé el presente estudio.

En este estudio se evalud el efecto del tratamiento simultdneo con IglV y GM-CSF en
recién nacidos con datos clinicos de sepsis neonatal, con el propdsito de evaluar la
respuesta de mediadores pro- y antiinflamatorios.



METODOLOGIA

Lugar y duracion

Unidades de cuidados intensivos neonatales del Instituto Nacional de Perinatologia y
Hospital Regional Valentin Gomez Farias del ISSSTE, Departamento de Infectologia e
Inmunologia del Instituto Nacional de Perinatologia del 1° de mayo de 1999 al 1° de
noviembre de 2000.

Criterios de seleccion de pacientes

Se incluyeron recién nacidos de término y pretermino con evidencia clinica de infeccidon
y/o hemocultivo positivo ¢ inicio de antibidticos dentro de las primeras cuatro semanas
de vida extrauterina. Los criterios clinicos fueron 1) temperatura corporal anormal, no
explicada por influencias ambientales, 2) dificultad respiratoria (incluyendo apnea) o
datos de neumonia, 3) distensién abdominal o emesis, 4) alteracién neuroldgica, definida
va sea como fiebre o hipotonia, e 5) hipotension arterial. Los criterios de laboratorio
fueron' leucocitosis definida como una cuenta total de leucocitos (CTL) >20,000/mm°,
leucopenia CTL <5 ,000/mm3, neutropenia <1,500/mm3, o una relacién de
bandas/neutrofilos (B/N) >0.2. ®® Se solicité consentimiento informado por escrito de los
padres o del representante legal de cada neonato, segin carta del anexo 1.

No se mcluyeron neonatos con los siguientes criterios: choque séptico refractario y/o falla
organica multiple al momento de su evaluacidn inicial, transfusién previa con sangre u
otro hemoderivado en las 48 horas previas al estudio, traslado de otras unidades médicas
de las que se ignorase el manejo realizado, peso menor de 1000 gramos.

Fueron excluidos del estudio los neonatos cuyos padres decidieran retirar el
consentimiento informado de participacién, as{ como los recién nacidos en que se reahizé
exanguineotransfusién en las primeras 48 horas del estudio y los que fallecieron en las
primeras 24 horas de su ingreso.

El estudio fue aprobado por los Comités de Investigacién y Etica de las dos mstituciones
participantes.

Diserio del estudio

Los pacientes se asignaron aleatoriamente a los siguientes grupos de tratamiento:

1. Tratamiento con IgIV (500 mg/kg/dosis unica) + thGM-CSF (5 pg/kg/dia por 5 dias).
2. Tratamiento con thGM-CSF (5pg/kg/dia por 3 dias).

3. Tratamiento con IgIV (500 mg/kg/dosis tinica).

4. Administracién de alblimina serica humana libre de endotoxinas (500 mg/kg/dosis
unica).

Protocolo de tratamiento

Todos los pacientes fueron tratados con intervenciones terap€uticas convencionales
incluyendo antibidticos, oxigeno suplementario, ventilacidn mecanica, liquidos
intravenosas, drogas vasoactivas segin fueran requeridas por los neonatdlogos
encargados. Los neonatos en el grupo de tratamiento con IgIV recibieron tratamiento con
IgIV humana (Sandoglobulina, Novartis, Cruz Roja Suiza) para infusién IV al 3%. Los
neonatos en el grupo de tratamiento con thGM-CSF recibieron thGM-CSF (Leucomax,
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Novartis, United Kingdom), en presentacion en polvo liofilizado y reconstituido a una
concentracion de Spg/ml..

Todos los neonatos elegibles fueron aleatorizados a recibir ya sea IglV, GM-CSF o
placebo usando una tabla de numeros aleatorios generada previamente. Los participantes,
investigadores y neonatélogos encargados estuvieron cegados a la asignacién del
tratamiento.

Evaluacion de laboratorio

Se tomaron muestras sanguineas basales para determinacién de cuentas de leucocitos
totales, neutréfilos totales, bandas totales vy plaquetas antes de la administracién de la
primera dosis de IgIV, GM-CSF, IglV + GM-CSF o placebo y se repitieron a las 24
horas, 72 horas y 7 dias después de su administracién o al momento del egreso o muerte
s1 s¢ presentd antes de los 14 dias. Las cuentas sanguineas completas se efectuaron
electronicamente, y las cuentas leucocitanas diferenciales se efectuaron manuaimente en
frotis de sangre tefiidos con May-Grunwald-Giemsa.

Cuantificacion de citocinas

Se obtuvieron muestras de sangre periféricas para determinar las concentraciones
plasmaticas de IL-1, TNF-a, IL-1Ra, TNF-sR1 e IL-6, inmediatamente antes de la
pnimera administracién de IglV, GM-CSF, IgIV + GM-CSF o placebo y se repitieron a
las 24 horas, 72 horas y 7 dias después de su administracién. Las muestras fueron
almacenadas a -70° C y analizadas en grupos. Estas citocinas se midieron mediante la
técnica en sandwich de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas estandarizada con
anticuerpos monoclonales.

Cdlculo del tamaiio de la muestra y andlisis estadistico

Para el célculo del tamafio de la muestra se empled la sigmente férmula: n = Z’DS%d?,
tomando como valor DS la desviacion estandar de los niveles de IL-1, TNFa, IL-1Ra o
TNF-sR1 en humanos

Se empleé la prueba ¢ de Student para muestras pareadas para la comparacion entre los
valores de las cuentas de leucocitos, neutréfilos y plaquetas, asi como para las citocinas y
sus antagonistas, contrastados con el valor basal. Se compararon las curvas de sobrevida
con ¢ de Wilcoxon los valores entre los grupos de tratamiento y el grupo control. Se
establec16 una correlacion con r de Pearson entre los niveles de IL-1 y su antagonista, y
entre TNF y su receptor soluble. Se tomé un valor alfa menor de 0.05 y se graficaron los
resultados en histogramas.
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RESULTADOS

Se mcluyeron 40 recién nacidos en el estudio, con edades gestaciones entre 35.5 semanas
y 37.2 semanas (Grafica 1) y un peso que varié entre 2,300gr y 2,700g (Grafica 2).
Veinticinco pacientes (62.5%) fueron pretérmino, los cuales se distribuyeron de la
siguiente manera: grupo IglV +GM-CSF (n=10), grupo IgIlV (n=7), grupo GM-CSF
{(n=4), grupo control (n=4). Quince pacientes (37.5%) de término, los cuales se
distribuyeron de la sigmiente manera: grupo IglV +GM-CSF (n=2), grupo IglV (n=7),
grupo GM-CSF (n=2), grupo control (n=4). (Cuadro 1)

Los mucroorganismos aislados en los pacientes del estudio fueron los siguientes:
Staphylococcus aureus en 6 (15%), Staphylococcus epidermidis en 8 (20%),
Staphylococcus  hominis en 1 (2.5%), Staphylococcus simulans en 1 (2.5%),
Streptococcus viridans en 1 (2.5%), Citrobacter sp. en 1 (2.5%), Escherichia coli en 1
(2.5%), Enterococcus faecalis en 2 (5%), Klebsiella pneumoniae en 4 (10%), Listeria
monocytogenes en 1 (2.5%), Pseudomonas aeruginosa en 2 (5%), Candida albicans en 1
(2.5%), Candida parapsilosis en 1 (2.5%). (Cuadro 2)

Entre los procedimientos de nesgo para adqusicion de infecciones en estos pacientes se
encontraron los siguientes: dias de estancia intrahospitalaria, instalacién de catéteres
venosos central o umbilical, ventilacion mecanica y nutricion parenteral total.

Las mamfestaciones clinicas encontradas fueron similares en los cuatro grupos: fiebre,
dificultad respiratoria, acidosis respiratoria, hipotonia, hepatomegalia, succién débil,
esplenomegalia, ictericia, piel marmoérea, cianosis, fenomenos vasomotores, distension
abdominal.

Los dias de estancia intrahospitalaria fueron para el grupo IglV + GM-CSF de 17 dias,
para el grupo IglV de 14 dias, para ¢l grupo GM-CSF de 24 dias, y para el grupo control
de 16 dias; con una p < 0.05. (Gréfica 3). No se registraron muertes durante el periodo
de estudio en minguno de los 4 grupos de tratamiento.

En relacién a los resultados encontrados en la biometria hematica llama la atencidn el
incremento en la cuenta total de leucocitos (CTL) en los grupos tratados con GM-CSF, lo
cual es esperado por el mecanismo de accion de este factor ya comentado previamente,
grupo albumina (CTL = 12,881 + 1,058), grupo IglV (CTL = 13,382 + 606), grupo GM-
CSF (CTL = 18,529 + 3133), grupo GM-CSF + IgIV (CTL = 20,955 + 5,250), con una p
< 0.001. (Graficas 4, 5, 6)

En las primeras 72 horas la concentracién de inhibidores permanecio alta en el grupo
control y disminuyo notablemente a los 7 dias de tratamiento.

La IL-Ra y los receptores solubles aumentaron entre 100 y 1000 veces con respecto a la
IL-18 y a TNFa.

El aumento mas notable fue en el IL-sR1 en el grupo tratado con GM-CSF + IgI'V con
respecto al testigo (p = 0.016) y a los otros dos grupos (p< 0.05).
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DISCUSION

La sepsis bacteriana es una causa principal de morbilidad y mortalidad neonatal. El
manejo exitoso de la sepsis neonatal requiere un diagnéstico temprano, un tratamiento
antimicrobiano apropiado, aunado al cwdado intensivo agresivo. Sin embargo, atin
cuando se han dado pasos apropiados, la tasa de mortalidad asociada a sepsis neonatal
continlia siendo elevada, particularmente entre ciertos subgrupos, como los neonatos
pretérmino, y los de muy bajo peso al nacimiento, asi como los neonatos que desarrollan
neutropenia temprana. Muchos factores contribuyen a la susceptibilidad aumentada a la
infeccién, incluyendo defectos del desarrollo cuantitativo y cualitativo de los neutrdfilos.

Los estudios en neonatos ammales y humanos infectados sugiere que el uso de factores
estimulantes de colonias como el factor estimulante de colomas de granulocitos
recombinante humano (rthG-CSF) o el factor estimulante de colonias de granulocitos-
macrofagos recombinante humano (thGM-CSF) pueden contrarrestar parcialmente estos
defectos y por lo tanto reducir la morbilidad y mortalidad. Sin embargo, la evidencia
clinica actual ain no es suficiente para recomendar thG-CSF o thGM-CSF como terapia
de rutina adyuvante al tratamiento para neonatos con sepsis. ©°

En el presente estudio encontramos resuitados satisfactorios en el grupo en el que se
adminustrd IglV + GM-CSF, en el que se observé que los pacientes presentaron
manifestaciones clinicas no graves, asi como un incremento en la cuenta leucocrtaria
posterior a las 72 horas de su administracion. Asi mismo, se observd incremento en la
cuenta de plaquetas a los 7 dias de la administracién. En cuanto a la cuenta de neutrofilos
en banda se observé una disminucién importante a los 7 dias de su administracidn, lo que
se traduce en la mejoria clinica y el acortamiento de los dias de estancia intrahospitalaria.

La concentracion de los inhibidores en el grupo tratado con GM-CSF + IglV permanecié
elevada en las primeras 72 horas y disminuyé notablemente a los 7 dias de
admunistracion del tratamiento, el aumento mas notable fue en la IL-1sR2 en el grupo
manejado con GM-CSF + IgIV con respecto a los demas grupos. Por lo que se puede
concluir que la administracién conjunta de dichos mediadores ayudan a disminur la
respuesta inflamatoria sistémica y ver este tratamiento como una alternativa adyuvante en
el manejo del recién nacido infectado.
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CONCLUSIONES

La gran dispersion en algunos datos expresa patrones individuales de sintesis y secrecion,
posiblemente debido a los polimorfismos de receptores de 1L-1 y FNTa recientemente
descritos.

Los recién nacidos con mayores concentraciones de sR y menores de IL-6, IL-1p vy
TNFa, tuvieron una evolucién clinica mas favorable. Esta condicién fue mas comin en
el grupo de tratamiento con GM-CSF + IglV.

No se observaron efectos secundarios atribuibles a la administracién de IglV o de GM-
CSF.

El tratarmento de la sepsis neonatal con la combinacion de IgIV y GM-CSF se asocia con
un aumento de IL-1Ra y de los receptores solubles de IL-1 y TNFa, efecto similar al
observado previamente in vitro.

La mejoria clinica puede explicarse en parte por una induccion facilitada iz vivo de los
mhibidores naturales de estas dos citocinas pro-inflamatorias.

I.a rapida disminucion de la IL-6 indica que la respuesta inflamatoria sistémica
disrmnuye por efecto de la combinacién de IgIV y GM-CSF.
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ANEXO 1

TEXTO DECLARATORIO
CONSENTIMIENTO INFORMADO

YO

(Nombre del participante o de su representante legal)

Declaro libremente que estoy de acuerdo en participar (en que participe mi representado
cuyo nombre aparece abajo) en esta investigacién cuyo objetivo, procedimientos,
beneficios, y riesgos se especifican en el Apartado A de este documento.

Es de mi conocimiento que los investigadores me han ofrecido aclarar cualquier duda o
contestar cualquier pregunta que, al momento de firmar la presente, no hubiese expresado
o que surja durante el desarrollo de la investigacion.

Se me ha manifestado que puedo retirar mi1 consentimiento de participar en cualquier
momento sin que ello signifique que la atencién médica que se me proporcione, se vea
afectada por este hecho.

Se me ha informado que el participar en este estudio no repercutira en el costo de la
atencién médica que se me deba brindar y que toda la informacion que se otorgue sobre
mu (su) 1dentidad y participacion sera confidencial, excepto cuando yo lo autorice.

Para los fines que se estime conveniente, firmo la presente junto al investigador que me
mform¢ y dos testigos, conservando una copia de a) Consentimiento informado y de b)
Informacién proporcionada para obtener mi autorizacién.

México DF a de de

NOMBRE FIRMA
PARTICIPANTE O
REPRESENTANTE:
INVESTIGADOR:
TESTIGO 1:
TESTIGO 2

18



SEMANAS DE GESTACION

GRAMOS

ANEXO 2: GRAFICAS Y CUADROS
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CUADRO 1. PACIENTES POR GRUPO DE TRATAMIENTO Y EDAD
GESTACIONAL

PRETERMINO | A TERMINO TOTAL
ALBUMINA 4 4 8
IgIV 7 7 14
GM-CSF 4 2 6
GM-CSF + IgIV 10 . 1o
TOTAL 25 15 40

CUADRO 2. MICROORGANISMOS AISLADOS EN RN CON SEPSIS
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GRAFICA 3. ESTANCIA HOSPITALARIA (DIAS)
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GRAFICO 8. Interleucina-1
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