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Resumen

Introduccion: Existe un gran desconocimiento acerca de la evolu-
cion del sistema inmune en la mucosa respiratoria del nifio pre-
maturo a largo plazo. La inmadurez y las infecciones respiratorias
pueden influir sobre la respuesta inmune de las mucosas. El pro-
pésito de este estudio era evaluar la secrecion respiratoria de los
mediadores inmunoldgicos al afio de vida en nifios prematuros.

Pacientes y métodos: Desde octubre de 2008 hasta abril de
2009 se reclutaron 77 prematuros nacidos en 6 servicios de pe-
diatria de Castillay Ledn, asf como 14 controles sanos a término.
Los prematuros fueron citados al afio de edad gestacional corre-
gida y los nifios a término al afio de vida, momento en el cual se
les realiz6 un lavado nasal para determinar los niveles de 27
mediadores inmunol6gicos mediante un ensayo de Biorad®.

Resultados: Los nifios prematuros tenian niveles mas eleva-
dos de quimiocinas (eotaxina, IP-10), citocinas Th-1 (IFN-y),
Th-2 (IL-13), Th-17 (IL-17) vy factores de crecimiento celular
(PDGF-bb, VEGF, FGF-b, G-CSF y GM-CSF) que los nifios a tér-
mino. Cuando se compararon los niveles de mediadores entre
los nifios que habian recibido profilaxis para el virus respirato-
rio sincitial con palivizumab y los que no, los segundos tenian
niveles significativamente méas altos de MCP-1, IL-1RA, IL-10,
[L-12p70 y VEGF (p <0,05) que los primeros.

Conclusiones: Este trabajo demuestra por vez primera la in-
fluencia de la prematuridad sobre los perfiles de secrecion
respiratoria de las citocinas y quimiocinas a largo plazo. Por
otra parte, nuestros resultados indican que la evaluacién del
impacto de la profilaxis de la infeccién respiratoria s un cami-
no interesante para comprender la maduracion de la respuesta
inmune de la mucosa respiratoria del prematuro.
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Abstract

Title: Respiratory immune response in first year of a preterm
infant

Introduction: There is a big unawareness about a long term
respiratory mucous immune system evolution in the preterm in-
fant. Immaturity and respiratory infections can have a big influ-
ence on the mucous immune responses. This investigation's pur-
pose is the evaluation of respiratory secretion of inflammatory
immunological mediators in the first year of a preterm infant.

Patients and methods: Between October 2008 and April
2009, 77 preterm infants were born in 6 pediatric services of
Castilla y Leon, plus to another 14 healthy controls results.
Children were invited on their first corrected gestational age
and the ones of healthy controls results. Nasal washing were
applied to determine 27 immunological mediators’ levels by
applying a Biorad test.

Results: The preterm infants has higher chemokine (eotaxin,
IP-10), cytokines Th-1 (IFN-y), Th-2 (IL-13), Th-17 (IL-17) and cell
growing factors (PDGF-bb, VEGF, FGF-b, G-CSF and GM-CSF)
levels than a healthy control results children. When a com-
parison was made between children that received prophylaxis
for their respiratory syncytial virus with palivizumab and the
ones that did not receive it, the second group showed higher
MCP-1, IL-1RA, IL-10, IL-12p70 and VEGF (p <0,05) levels.

Conclusions: This work proves, for the first time, the influence
of the premature hirth on chemokine and cytokines respiratory
secretion levels in a long term concepts. On other hand, our re-
sults indicate that prophylaxis impact in the respiratory infection
is an interesting way to understand respiratory mucous immune
response maturation in the preterm infant.
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Lista de abreviaturas

EGC Edad gestacional corregida
FGF-b Factor basico de crecimiento de fibroblastos
G-CSF  Factor estimulador de colonias de granulocitos
GM-CSF  Factor estimulador de colonias de granulocitos
y macréfagos
[P-10 Proteina inducible por interferén 10
MCP-1  Proteina quimioatrayente de monocito 1
MIP-1a.  Proteina inflamatoria derivada de macréfago-1 alfa
MIP-18  Proteina inflamatoria derivada de macréfago-1 beta
PVZ Palivizumab
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
RANTES  Regulated upon activation, normal T-cell expressed
and secreted
TNF-o.  Factor de necrosis tumoral alfa
VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular
VRS Virus respiratorio sincitial

Introduccion

Existe un gran desconocimiento sobre la evolucion de la res-
puesta inmune respiratoria de los recién nacidos pretérmino.
Estos nifios tienen una respuesta inmunolégica inmadura al
nacer'2. Los pretérmino, incluso los que no presentan ninguna
enfermedad pulmonar crénica, tienen un mayor riesgo de de-
sarrollar complicaciones graves debidas a la infeccion por el
virus respiratorio sincitial (VRS) durante el primer afio de vi-
da®. Ademds, estos pacientes tienen un mayor riesgo de desa-
rrollar episodios recurrentes de sibilancias y/o asma’* y
muestran signos persistentes de una funcién pulmonar altera-
da®. Tanto el tracto respiratorio como el sistema inmune su-
fren un proceso de rapida maduracién durante el primer afio
de vida. Sin embargo, el desarrollo posnatal de ambos estd
afectado por la respuesta a las infecciones virales®. También
se ha descrito una fuerte asociacién entre la bronquiolitis cau-
sada por el VRS en la infancia y la existencia de episodios
recurrentes de sibilancias a largo plazo’®. Las citocinas y las
quimiocinas son mediadores inmunoldgicos solubles que re-
clutan células de serie blanca al foco de infeccién, causando
inflamacion'®. Estos mediadores se pueden detectar en mues-
tras de lavado nasofaringeo y suero de los nifios'""%". Por otra
parte, la aparicion de terapias profilacticas de la infeccion por
el VRS en nifios pretérmino se ha generalizado en nuestro me-
dio, y el palivizumab (PVZ) es el farmaco mas comdnmente
empleado?23,

El propdsito de este estudio era evaluar los perfiles de secre-
cion respiratoria de los mediadores inmunolégicos al afo de
vida en nifios prematuros, comparados con los de nifios a tér-
mino sanos, teniendo en cuenta la potencial influencia de ha-
ber o no recibido profilaxis con PVZ en dichos perfiles.

Pacientes y métodos

Se trata de un estudio multicéntrico y prospectivo, que contd
con la colaboracién de seis servicios de pediatria del Sistema

Puablico de Salud de Castilla y Ledn. El reclutamiento comenz6
en octubre de 2008 y terming en abril de 2009. En este periodo
se incluyeron todos los pretérmino nacidos en los servicios de
pediatria participantes, cuyos padres o tutores legales acce-
dieron a firmar el consentimiento informado (n= 77). A todos
los nifios se les cit6 al afio de vida, en funcién de la edad ges-
tacional corregida (EGC), para disminuir la influencia que el
grado de maduracién individual de la mucosa respiratoria pu-
diera tener en la evaluacién de la respuesta inmune. El calculo
de la EGC se realiz6 segln la siguiente formula:

EGC= 12 meses + (9 meses — [edad gestacional, en meses))

Durante este periodo, se reclutaron en paralelo controles a
término, que tras la firma del consentimiento informado por
parte de los padres o tutores legales, fueron citados al afio
exacto de vida (n=14). A todos los nifios reclutados se les rea-
liz6 en el momento de la revision al cabo de un afio un lavado
nasal bilateral, mediante la instilacién de 2,5 mL de suero sa-
lino isotdnico en cada narina y aspiracién con un sistema es-
tandar de vacio, como el utilizado en la recogida de muestras
para el diagnéstico de infecciones por virus respiratorios. La
recogida de las muestras se realizd en los servicios hospitala-
rios participantes en el estudio, por parte de enfermeras espe-
cializadas, sin producir molestias significativas a los nifios. Se
comprob6 que durante el momento de la toma de la muestra
ningln nifio presentara signos de infeccién respiratoria, infla-
matoria o fiebre, ni que estuviera recibiendo ningun tratamien-
to. Para recoger los datos de una manera homogénea se utiliz6
un protocolo comdn en todos los centros colaboradores. El es-
tudio fue aprobado por el Comité de Investigacion del Hospital
Clinico Universitario de Valladolid, centro coordinador.

Deteccion de mediadores inmunoldgicos

en lavados nasales

Todos los lavados fueron centrifugados apropiadamente, vy el
sobrenadante fue recogido para la determinacién de mediado-
res inmunolégicos. Se utilizd un equipo multiplex basado en
micropocillos (panel Biorad® Bio-Plex human Th1/Th2 27-plex,
Hercules, CA, Estados Unidos), siguiendo las instrucciones del
fabricante, mediante una plataforma Luminex® (Austin, TX,
Estados Unidos). Con ello, se consiguié la deteccion simulta-
nea de 27 citocinas sobre la misma muestra.

Analisis estadistico

Para el analisis de mediadores inmunoldgicos se utilizé un es-
tadistico no paramétrico, ya que el test de Saphiro Wilk de-
mostré la ausencia de una distribucién normal de los valores
de mediadores analizados, y el test de Levene demostré la
falta de homogeneidad de varianzas. Asi, para las comparacio-
nes se utilizé el test de Mann-Whitney. Los nifios pretérmino
se dividieron en dos grupos, segin hubieran recibido o no pro-
filaxis con PVZ. Los nifios que recibieron menos de tres dosis
de PVZ fueron excluidos del andlisis. El nivel de significacion
estadistica se fij6 en un valor de p <0,05.
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Datos descriptivos de los niiios del estudio (1)

Prematuros sin PVZ Prematuros con PVZ A término
(n=30) (n=47) (n=14)

Edad de la madre (afios) (media, DE) 31.8(5,2) 33,9(5,1) 33.8(4,2)
Madre fumadora durante el embarazo (%) 24,1 0,0 0.0
Edad gestacional (semanas) (media, DE) 33,9(1,1) 30,6(2,9) 38,1(2,2)
Peso al nacimiento (kg) (media, DE) 2,1(0,4) 1,5(0,4) 3,1(0,5)
Longitud al nacimiento (cm) (media, DE) 44.6 (2,4) 40,5 (4,3) 50,4 (1,9)
Sexo (M/V) (%) 46,7/53,3 47,8/52,2 57,1/42.9
Test de Apgar 1" (min, max) 8(5,9) 7(3,9) 8(6,9)
Test de Apgar 5" (min, méx) 9(8,10) 9(4,10) 10(9,10)
Ventilacién no invasiva (%) 13,3 67,5 0,0
Dias con ventilacion no invasiva (media, DE) 0,1(0,3) 3,2(5,6) NA
Ventilacién invasiva (%) 13,3 40 0.0
Dias con ventilacion invasiva (media, DE) 0,4(1,6) 3,3(6,9) NA
0, (%) 333 725 0,0
Dias con O, (media, DE) 1,1(27) 16,9 (31,1) NA
Edad al alta (dfas) (media, DE) 14,3 (8,6) 44,6 (33,9) 32(1.2)

DE: desviacion estandar; M: mujer; NA: no aplicable; V: varén; PVZ: palivizumab.

Resultados

Caracteristicas clinicas (tablas 1y 2)

La edad gestacional media de los pretérmino que recibieron
PVZ era menor que la de los que no recibieron profilaxis con
este farmaco, como era de esperar, debido a las recomendacio-
nes nacionales sobre el uso de PVZ%; por tanto, los primeros
presentaron peores puntuaciones en el test de Apgar, asi como
un peso y una talla menores al nacer. Los pretérmino del grupo
PVZ presentaron un peor estado respiratorio que los pretérmi-
no que no recibieron PVZ, y requirieron ventilacion invasiva, no
invasiva y oxigenoterapia con mas frecuencia y durante mas
tiempo. El antecedente de displasia broncopulmonar fue mas fre-
cuente en los nifios que recibieron PVZ. En todos los grupos el
ndmero promedio de episodios de sibilancias fue anecddtico
(entornoa 1). Ninguno de los nifios estudiados requiri¢ ingreso
hospitalario por bronquiolitis causada por el VRS.

Comparacion de niveles de mediadores

entre nifos pretérmino con PVZ, pretérmino
sin PVZ y ninos a término (tablas 3y 4)
Lasinterleucinas IL-9, IL-15, IL-2, IL-4 e IL-5 se encontraban por
debajo del Iimite de deteccion del método de cuantificacion
empleado en la préctica totalidad de los casos estudiados. Por
tanto, estos mediadores no fueron considerados en el andlisis.

La comparacidn entre grupos de los niveles de mediadores
que pudieron ser detectados reveld que los nifios pretérmino,
independientemente de haber recibido o no PVZ, tenfan niveles
mas elevados de quimiocinas (eotaxina, IP-10), citocinas Th-1

(IFN-y), Th-2 (IL-13) y Th-17 (IL-17) y factores de crecimiento
(PDGF-bb, VEGF, FGF-b, G-CSF y GM-CSF) que los nifios a tér-
mino.

Por otra parte, los pretérmino no tratados tenfan niveles sig-
nificativamente m4s altos de quimiocina MCP-1, citocina inmu-
nomoduladora IL-RA, citocina Th-17 (IL-6) y citocina Th-1(IL-12)
que los nifios a término. Ademaés, los pretérmino que no reci-
bieron PVZ tenian niveles més altos de MCP-1, IL-1RA, IL-10,
[L-12p70 y VEGF (p <0,05), y de IL-6 y MIP-1p (p <0,1) que los
que recibieron PVZ.

Discusion

La comparacion con los nifios a término demostrd que, en ge-
neral, la respuesta inmunolégica en el arbol respiratorio en
nifios pretérmino se caracterizaba por una secrecion mas acti-
va de mediadores solubles participantes en la génesis de res-
puestas inflamatorias que los nifios a término. La eotaxina es
una quimiocina con capacidad de atraer eosindfilos, y puede
inducir la proliferacion de células de misculo liso en la mucosa
respiratoria?®. La IP-10 es otra quimiocina que es capaz de
atraer linfocitos T. Su secrecion parece estar relacionada con
la respuesta de IL-17, una citocina ligada a la patogenia del
asma v las enfermedades autoinmunes?, y también aparece
aumentada nasalmente en los prematuros de nuestro estudio.
El IFN-y es un mediador proinflamatorio secretado por las cé-
lulas T-helper 1y natural killer, que induce el reclutamiento de
leucocitos, el procesamiento y la presentacion de antigeno, la
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Datos descriptivos de los niiios del estudio (ll)

Prematuros sin PVZ Prematuros con PVZ A término

(n=30) (n=47) (n=14)
Patologia cardiovascular (%) 33 4,3 0,0
Inmunodeficiencia (%) 0 0 0
Displasia broncopulmonar (%) 0 19,1 0
Dermatitis (%) 33 27,1 28,6
Atopia (%) 50 37 429
Lactancia materna (%) 56,7 61,4 69,2
Duracién de la lactancia (meses) (media, DE) 33(43) 2,6(37) 6,3 (5,4)
Namero de convivientes en casa (media, DE) 36(0.7) 4,2(0,9) 4,4(1,6)
Nimero de dosis de Synagis® (media, DE) NA 41(1,4) NA
Tabaquismo (%) 50 37 429
Asistencia a la guarderia (%) 31 19,6 50
Hermanos en la guarderia (%) 20,7 17,4 15,4
Hermanos en la escuela (%) 31 19,6 0
Sibilancias con tratamiento (%) 379 53,2 50
Sibilancias observadas por el pediatra (%) 379 53,2 50
Numero de episodios (media, DE) 06(1,7) 1,2(2,2) 0,5(0,5)
Ingresos por causa respiratoria (%) 10 14,9 7.1
Ingresos por otra causa (%) 13,3 19,1 71

DE: desviaci6n estandar; M: mujer; NA: no aplicable; V: varén; PVZ: palivizumab.

proliferacion celular y la apoptosis. EI IFN-y se ha relacionado
con el asma inducida por virus?.

La IL-13 es una citocina T-helper 2 relacionada tamhbién con
la patogenia del asma?’.

El PDGF-bb es un factor de crecimiento celular relacionado
con la induccion de hiperplasia de musculo liso bronquial?,
mientras que el VEGF esta relacionado con la formacién de
vasos de novo en el &rbol respiratorio, asi como con el aumen-
to de la permeabilidad vascular®®. El FGF es necesario para la
formacion de nuevos alvéolos y la proteccion de las células
alveolares epiteliales, asi como para inducir la reparacion pul-
monar3®. El G-CSF y el GM-CSF estimulan la proliferacion y la
maduraci6n de células progenitoras mieloides y, por tanto, pro-
mueven la movilizacion de células progenitoras sanguineas®'.

La mayor inmadurez del &rbol respiratorio de los prematuros
podria explicar el aumento en los niveles de secrecion de citoci-
nas y quimiocinas en el tracto respiratorio superior al afo de vida.
De hecho, ya se conocia la asociacion entre prematuridad y esta-
do proinflamatorio usando células de sangre de cordon2. Por otra
parte, se desconoce como reacciona la mucosa respiratoria del
prematuro ante las infecciones respiratorias, comparada con la
mucosa del nifio pretérmino. En este sentido, es interesante des-
tacar que los nifios que recibieron PVZ tenfan menores niveles de

MCP-1, IL-1RA, IL-10, IL-12p70 y VEGF que los que no habfan
recibido profilaxis con este farmaco. La MCP-1 es una molécu-
la quimiotactica para los monocitos. La IL-12p70 es una mo-
lécula fundamental para coordinar el paso desde la inmunidad
innata a la adaptativa. La IL-10 y la IL1-RA son dos moléculas in-
munomoduladoras que, por una parte, intentan contrarrestar res-
puestas inflamatorias exageradas pero, por otra, pueden consti-
tuir un mecanismo de escape a la respuesta inmune. Estos
mediadores participan en la respuesta frente a virus22'3,

Sibien es cierto que entre los dos grupos de nifios (los que reci-
bieron profilaxis con PVZ y los que no) existia una diferencia en la
edad gestacional, la potencial influencia de esta diferencia sobre el
grado de maduracién de la mucosa respiratoria entre los nifios pre-
maturos del estudio se corrige al haberlos citado al afio de EGC, lo
que permite comparar los dos grupos. Aunque nuestro estudio es
meramente descriptivo por la naturaleza de su disefio, serfa intere-
sante comprobar en futuros estudios, con un mayor tamafo mues-
tral, si existe un potencial efecto protector del PVZ sobre la secre-
cién de citocinas y quimiocinas por el &rbol respiratorio a largo
plazo en los prematuros que lo reciben, asociado a su perfil de
prevencion de la infeccion por el VRS durante el primer afio de vida.

En conclusién, este trabajo demuestra por vez primera la in-
fluencia de la prematuridad sobre los perfiles respiratorios de
secrecion de citocinas y quimiocinas a largo plazo. Por otra



Respuesta inmune respiratoria al afio de vida en el nifio prematuro. V. Matias, et al.

Comparacion de niveles de citocinas entre grupos (1)

0: prematuros sin PVZ (n=30) 1: prematuros con PVZ (n=47) 2:atérmino (n=14) Ofrentea 1 O0frentea2 1 frentea?2

IL-TRA 6.807,6 (14.270,0) 1.753,8(2.525,1) 916,6 (2.967,4) 0,028 0,012 0,337
Eotaxina 187,8 (538,5) 271,0 (482,4) 59,8 (338,3) 0,595 0,046 0,018
FGFB 40,5(70,1) 27,2 (80,8) 0,7 (2,6) 0,316 0,002 0,003
[P-10 173.923,4 (303.200,6) 84.830,2 (747.834,8) 10.291,0 (17.897,4) 0,958 0,000 0,000
MIP-To 5,7 (9,6) 4,0(9,7) 59(137) 0,206 0,405 0,487
PDGF-bb 83,5(207,3) 43,0(130,9) 1,3(35,4) 0,152 0,001 0,006
RANTES 147,9(316,0) 52,8(112,2) 111,9 (263,4) 0,149 0,650 0,449
VEGF 15.036,8 (24.855,2) 5.609,8 (15.747,5) 1.580,9 (3.129,6) 0,011 0,000 0,003
IL-1B 66,5 (270,8) 48,2(107.9) 28,8(106,9) 0111 0,208 0,986
IL-6 118,2 (430,0) 48,6 (151,9) 15,8 (25,4) 0,061 0,006 0,107
IL-8 1.626,0 (3.800,8) 881,9(3.942,5) 1.954,2 (2.239,4) 0,232 0,980 0,353
IL-7 82,8 (62,9) 38,3 (47,6) 79,8 (105,5) 0,007 0,821 0,093
IL-17 6,4(28,1) 22(11,2) 0,54 (0,0) 0,113 0,000 0,000
G-CSF 2.444,0(8.563,3) 1.514,8(8.716,4) 71,9(1.095,9) 0,397 0,000 0,001

Comparacion de niveles de citocinas entre grupos (ll)

Los resultados se expresan en pg/mL como mediana (rango intercuartilico). En las tres Gltimas columnas se muestra el valor de p para cada comparacion.

0: prematuros sin PVZ (n=30) 1: prematuros con PVZ (n=47) 2:atérmino (n=14) Ofrenteal 0frentea2 1 frentea?2

MCP-1 42 (50,3) 21(37,7) 15,6 (48,4) 0,019 0,046 0,440
MIP-1B 67,4 (147,9) 37,1 (119,9) 48 (158,9) 0,062 0,378 0471
IL-10 21,9(53) 7(14,2) 12,1(28,5) 0,020 0473 0,223
IL-12 97,9 (65) 66,9 (54,5) 50,9(85,7) 0,039 0,030 0,120
IL-13 6,6(59) 5,6 (3,6) 2,3(0,7) 0,288 0,000 0,000
GM-CSF 1,3(29.3) 9,2 (42,3) 0,84(0,0) 0318 0,002 0,000
[FN-y 258,9 (461,8) 171,7 (368,4) 1.4 (96) 0,104 0,000 0,004
TNF-a 18,2(125,9) 4,8(36,3) 4,8(173) 0,103 0,296 0,932

parte, nuestros resultados indican que la evaluacion del impac-
to de la profilaxis de la infeccion respiratoria €s un camino in-
teresante para comprender la maduracion de la respuesta in-
mune de la mucosa respiratoria del prematuro.
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