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RESUMEN

TITULO: NUMERO DE CUERPOS LAMELARES POR LA APLICACI ON DE CORTICOIDES"
AUTOR: LARA ALVAREZ JOSE ANTONIO ™

PALABRAS CLAVES : Cuerpos lamelares, maduracién pulmonar, membrana hialina

DESCRIPCION:

Estudio de cohorte, retrospectivo, en el cual compara los cuerpos lamelares, en pacientes con
amenaza de parto pretermino, que recibieron una o dos dosis de betametasona. Realizandose
medicién de los cuerpos lamelares posterior a la aplicacion de betametasona, con el fin de conocer
su modificacién y comparando los grupos entre si.

MATERIALES Y METODOS. Inicialmente se realiz6 la descripcion de las caracteristicas clinicas
de la muestra obtenida. Las variables categéricas se mostraron como porcentajes y las continuas
con la mediana y su recorrido, para la comparacion de los grupos, expuesto a 1 dosis contra el
expuesto a dos dosis de corticoides, se utilizé la prueba chi cuadrado con las variables categéricas
y la prueba de Mann-Whitney.

Posteriormente, se describieron los hallazgos con respecto al nimero de cuerpos lamelares en los
dos grupos utilizando medianas y se compararon en un analisis bivariado con la prueba de Mann-
Whitney. Adicionalmente, se hicieron categorias de acuerdo a los puntos de corte reportados en la
literatura y se compararon los grupos con la prueba chi cuadrado.

RESULTADOS. Se revisaron 106 historias clinicas de mujeres que recibieron una dosis de
betametasona (n=53) o dos dosis del corticoide (n=53) antes de la amniocentesis. La mediana de
edad de las madres fue de 23 afios y de la edad gestacional fue 32 semanas. El 87,7% de las
mujeres presentaron alguna comorbilidad. La figura 3 muestra la distribucion de las diferentes
enfermedades que presentaron las pacientes del estudio, la méas frecuente fue la RPM, seguida del
TPP, la corioamnionitis y el oligopamnios. Esta ultima enfermedad junto con la isoinmunizacion
fueron mas frecuente en el grupo que recibi6 dos dosis del corticoide (p=0,015 y 0,041,
respectivamente).

YProyecto de Grado
Universidad Industrial de Santander. Facultad de Ciencias de la Salud, Escuela de Medicina, ALARCON NIVIA, Miguel Angel. Otero, Juan Carlos.



SUMMARY

TITLE: CHANGES IN THE NUMBER OF LAMELLAR BODY FOR | MPLEMENTATION
CORTICOID

AUTHOR: LARA ALVAREZ JOSE ANTONIO ™

KEY WORDS: lamellar bodies, lung maturation, hyaline membrane

DESCRIPTION:

Cohort study, retrospective, which compares the lamellar bodies in patients with threatened
premature labor who received one or two doses of betamethasone. Measurements of lamellar
bodies after application of betamethasone, in order of their modification and comparison groups
among themselves.

MATERIALS AND METHODS. Initially was the description of the clinical characteristics of the
sample. Categorical variables expressed as percentages and the median and continued with their
journey, for comparison of groups exposed to 1 dose of exposure to two doses of corticosteroids,
we used chi-square test with categorical variables and the test Mann-Whitney.

Subsequently, described the findings with respect to the number of lamellar bodies in the two
groups were compared using medium and in a bivariate analysis with the Mann-Whitney test.
Additionally, there were categories according to the cutoff points reported in the literature and
compared the groups with chi-square test.

RESULTS. We reviewed medical records of 106 women who received one dose of betamethasone
(n = 53) or two doses of corticosteroid (n = 53) before amniocentesis. The median age of mothers
was 23 years and the gestational age was 32 weeks. 87.7% of women had a comorbidity. Figure 3
shows the distribution of the various diseases that the patients in the study showed, the RPM was
the most frequent, followed by the TPP, the chorioamnionitis and oligoamnios. This last illness with
isoimmunization were more frequent in the group receiving two doses of corticosteroid (p = 0.015
and 0.041, respectively).

" Grade Work
™ University Santander’s Industrial. Health Faculty of Sciences, Medicine School, ALARCON NIVIA, Miguel Angel. Otero,
Juan Carlos.



INTRODUCCION

En las gestantes con embarazo pretérmino, quienes tienen alto riesgo de ser
desembarazadas de manera urgente (por trastorno hipertensivo, RPM, cancer de
cervix, cardiopatia, necesidad de extraer el feto para mejorar sus condiciones,
etc), es necesaria una prueba de laboratorio que reuna las siguientes
caracteristicas, con el fin de establecer maduracién pulmonar fetal posterior a la
induccion de ésta maduracion con corticoides:
= Que tenga minimo riesgo para la paciente o para el feto
= Que sea facil de realizar en instituciones de primer nivel en adelante
(instituciones de salud rural, hospitales periféricos, puestos y centros de
salud, etc).
= Que sea econémico
* Que tenga un buen nivel de aproximaciéon a la madurez o inmadurez
pulmonar fetal (sensibilidad y especificidad), para facilitar al médico el
momento en que deba terminar el embarazo sin riesgo para la viabilidad del

recién nacido.

El conteo de los cuerpos lamelares parece llenar estos vacios pues el proceso es
facil, puede hacerse en instituciones con pocos recursos econdémicos y por

personas de salud con un entrenamiento rapido en la prueba.

Hay suficiente apoyo en la literatura sobre los beneficios de los corticoides en el
estimulo de los neumocitos para que produzcan surfactante pulmonar (que se
aprecia al microscopio aglutinado en pequefias masas llamadas “cuerpos

lamelares”



Esta investigacion pretende hacer un aporte importante en la solucion de las tres
primeras preguntas. No hay suficiente soporte en la literatura cientifica respecto a
la calidad de la respuesta en las diferentes edades gestacionales y su relacién con
la dosis de corticoides para producir CL. Los autores de este estudio quieren
participar en la soluciébn de este grave problema que por su magnitud es una
verdadera enfermedad de salud publica, con implicaciones muy serias en la
morbimortalidad perinatal, en la estructura familiar y en la economia de las

instituciones publicas y privadas.



1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cual es la dosis adecuada de corticoides para lograr la respuesta 6ptima

(méxima produccion de cuerpos lamelares- CL-)?

Como se relacionan la dosis de corticoides y la edad gestacional respecto a

la produccion de CL?

A cuanto tiempo de aplicado el corticoide, intramuscular a la gestante, hay

maduracion pulmonar fetal?

Al cuanto tiempo desaparece el beneficio de la dosis de corticoide

administrada en forma intramuscular a la gestante?
De qué manera influyen las enfermedades asociadas al embarazo en la

respuesta de la administracion de corticoides respecto a la produccion de
CL?

12



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Comparar el numero de cuerpos lamelares en liquido amnidtico de las gestantes
con embarazo pretérmino que recibieron una dosis con las que recibieron dos

dosis de Betametasona

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Describir las caracteristicas clinicas de las gestantes incluidas en el estudio.

* Cuantificar el namero de cuerpos lamelares en un grupo de fetos pretérmino
gue recibié una dosis (12mg) de betametasona, entre las semanas 23 y 34 de
gestacion.

» Cuantificar el nimero de cuerpos lamelares en un grupo de fetos pretérmino
gue recibié dos dosis (24mg) de betametasona, entre las semanas 23 y 34 de
gestacion.

Comparar el nimero de cuerpos lamelares de los fetos pretérminos que recibieron

una dosis de corticoide con los que recibieron dos dosis del medicamento.

13



3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

LA MADUREZ PULMONAR Y EL SURFACTANTE PULMONAR

El crecimiento y la maduracion pulmonar estan regulados por factores humorales y
fisicos. El estiramiento del arbol traqueo bronquial, estimula la formacion de
células superficiales y la maduracién pulmonar mediante la formaciéon de una
matriz extracélular que se expresa de acuerdo a los mensajes genéticos

relacionados con la histofisiologia alveolar.

En éste proceso de la formacion del arbol broncoalveolar intervienen factores que
actuan como mecano-transductores de los mensajes del codigo genético y de las

moléculas que le sirven de expresion.

El surfactante es un conjunto de sustancias secretadas por los neumocitos a la luz
alveolar, cuya principal funcion es disminuir la tension superficial para facilitar el
despegamiento de las caras opuestas de los alvéolos, facilitar la entrada del aire y
con él, realizar la funcién de intercambio gaseoso. La presencia de surfactante,
disminuye el esfuerzo respiratorio, impide el colapso de los alvéolos, favorece un
volumen de aire residual en el conjunto de alvéolos, disminuye la presion negativa
transpulmonar e impide el edema pulmonar que se presenta cuando se aumenta

la congestion vascular por la barrera hemato-aerea.

Desde el punto de vista bioguimico, el surfactante muestra en su composicion un
predominio de los fosfolipidos que constituye el 85%, proteinas el 13% vy
carbohidratos y acidos nucleicos el 2%. Los fosfolipidos mas importantes son la
esfingomielina, el fosfatidil glicerol, la dipalmitoil lecitina y el dipalmitoil fosfatidil

glicerol. El surfactante previene el colapso de las cavidades alveolares en el
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pulmoén de bajo volumen y preserva la permeabilidad de la luz broncoalveolar
durante la ventilacién normal y forzada (funcion biofisica). También participa en los
mecanismos protectores que impiden la lesion pulmonar por sustancias o
microorganismos inhalados (funcion no biofisica o inmunoldgica). Algunas
enfermedades alteran esta funcion del surfactante: la deficiencia congénita de
proteina B, asma, bronquitis, enfermedad pulmonar obstructiva croénica,
enfermedades infecciosas y enfermedades supurativas (fibrosis quistica,
neumonia, sida), sindrome de distres respiratorio del adulto, edema pulmonar,
etc.) El futuro del tratamiento de estas enfermedades, incluird el reemplazo del

surfactante.

La primera apreciacion de la presencia de surfactante parece deberse a Patte,
quien lo menciono en 1955. Este hallazgo le sirvido a Avery y Mead, en 1959 para
correlacionar la insuficiencia respiratoria con la deficiencia de surfactante. En los
afios 50, Buckingham, fue el primero en mencionar que los corticoides pueden
tener un efecto en la maduracion pulmonar, sin embargo, fue Liggins, quien noto,
en un estudio en ovejas, que la aplicacion de corticoides antenatal, los hacia
viables antes del termino, realizando la hipétesis de que la aplicacion de
corticoides antenatal, aceleraba el desarrollo pulmonar fetal, confirmado por
posteriores estudios, el primero de ellos, en 1972, en donde encuentra una
disminucion del SDR del 25,8% al 9%, pero lo mas impactante fue la disminucion
de la mortalidad del 15% al 3,2%, lo que ha sido corroborado por posteriores

estudios.

Como consecuencia de estos avances se ha logrado prevenir en gran medida la
membrana hialina con aplicacion oportuna de glucocorticoides y hormona tiroidea,
durante la vida fetal, en fetos con amenaza de parto prematuro o la aplicacion de

surfactante en los recién nacidos con falla respiratoria por prematurez.

15
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Desarrollo pulmonar:

Puede ser descrito en cuatro fases:

Pseudo glandular: que va desde la vida embrionaria, hasta las 17 semanas de
vida fetal, en donde se forman los bronquios, bronquiolos primarios y secundarios,
con una capa de células, columnar en su parte proximal y cuboidal en su porcién
distal, en donde se encuentran las células precursoras de los neumocitos tipo 2
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La fase canalicular se extiende desde las 13 a la 25 semanas de edad gestacional
y se caracteriza por canalizacién o invasion del epitelio cuboidal por capilares y
por la formacion de la unidad respiratoria llamada acino, apareciendo las células

tipo 2, iniciando la viabilidad fetal.
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La fase de saco terminal se extiende desde la semana 24 hasta después del
nacimiento, caracterizado por el desarrollo de sacos y el epitelio respiratorio lineal

compuesto por neumocitos tipo 1 y tipo 2 Figura 2.

i Saccylar paried
[27-28 weeks)

¢ Enlargement of peripheral
airways

o Furdher diferentiation of
preumosyies

K1 M e pusiin
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La fase alveolar inicia a las 29 semanas de edad gestacional y se extiende hasta
la vida postnatal y se caracteriza por el desarrollo del alveolo.

Por lo anterior, las investigaciones sobre la presencia de surfactante pulmonar en
el liquido amniotico debe realizarse con fetos de 28 semana 0 mas, pues solo es

detectable en ese fluido a partir de la semana 28 a 32.

Celula alveolar

{neumocita) Tipo Il Meumocita tipo |

surfactants
ESPACIO ALVEOLAR
LY |
N RN, s .‘4-"-*“:’;"
\\‘H- = " .' ; _'_f.ﬂ:.-l‘_,

A Moo ST NS
Macréfago alveolar~" =2 e it

Figura 1. Esquema de un alvéolo y su estructura histoldgica

LOS GLUCOCORTICOIDES: Los estudios en animales mostraron la influencia de
los corticoides en la produccion de fosfolipidos en la luz alveolar de conejos,
ovejas, monos Y ratas. La demostracion de la mayor .producciéon de surfactante
pulmonar por parte de los neumaocitos tipo Il, condujo a su utilizacion en fetos
humanos. Las investigaciones de numerosos perinatologos, fisidlogos, patdlogos,
pediatras y obstetras han demostrado ampliamente el beneficio de este farmaco

sobre los pulmones fetales.

Una de las causas frecuentes de suponer prematuramente el embarazo es la
hipertensiéon de la madre, ya sea hipertension transitoria, preeclampsia o por
eclampsia. Se tenia temor a la aplicacion de corticoides en estas pacientes luego

gue Liggins y Howie en 1972 previnieran a cerca de su uso en este tipo de

18



gestantes, sin embargo los estudios posteriores permitieron que el Consensus
Conference of the National Institutes of Health estableciera que la hipertension no
es una contraindicacion de la aplicacion de corticoides para la maduracién

pulmonar.

Figura 2. Ultra microfotografia De un cuerpo lamelar

El incremento del niamero de cuerpos lamelares bajo la influencia de los
corticoides fue estudiado por Piazze y colaboradores en una investigacion de
cohortes con asignacién no aleatorizada publicada en agosto del afio 1998. En
promedio obtuvieron 19.600 cuerpos lamelares (por microlitro) en 34 hipertensas

no tratadas con corticoides, y 23.000 cuerpos lamelares (por microlitro) en 34

hipertensas que recibieron 24 mg de betametasona antes del nacimiento. En los
68 pacientes de control (gestantes con embarazo normal) el promedio de cuerpos

lamelares fue de 39.800 por microlitro.
DIAGNOSTICO CON LA MADUREZ PULMONAR . Los métodos diagndsticos con

mayor solidez a través del tiempo han sido el test de Clements (hoy en desuso), el

radio lecitina/esfingomielina y la cuantificacion de los cuerpos lamelares. Este

19



ultimo se perfila como la prueba de mayor aceptacion por su facilidad, sensibilidad
y precio. Otras pruebas con menor aceptacion han sido radio surfactante/
albimina®, la medicién del fosfatidil glicerol?® y el anélisis del liquido amniético por

fluorescencia.

EL TEST DE CLEMENTS. Esta prueba economica, sencilla y rapida disefiada
por Clements; consiste en la estabilidad de las burbujas que se forman al agitar el
liquido amniotico en un tubo que contiene etanol, que se ha colocado alli con el
fin de evitar la formacion de espuma proveniente de proteinas y acidos grasos
diferentes a los que componen el surfactante pulmonar normal.
Desafortunadamente la lectura de la prueba es muy subjetiva y esta sujeta a
variaciones relacionadas con la limpieza de los tubos, la cantidad de LA y etanol,
la temperatura del ambiente, etc. Su valor predictivo positivo es alto 0, 99 -1,0
pero su valor predictivo negativo es bajo: 04-0,6. Esto Significa que un resultado
positivo es muy confiable, pero un resultado negativo deja muchas dudas, pues

con alguna frecuencia corresponde a falsos negativos.’

EL RADIO LECITINA/ESFINGOMIELIINA : Antes del desarrollo de la ecografia se
realizaban muchas cesareas en maternas con cesérea previa por la norma
difundida de “paciente con cesérea, repetir la cesarea”, esta se convirtid en una
forma de morbilidad del recién nacido prematuro por el Sindrome de membrana
hialina hasta que en 1971 Gluck, Kulovich, Borre y Col. introdujeron la prueba del
Radio de Lecitina/Esfingomielina en liquido amnidtico para predecir la madurez
pulmonar del feto. Se considera que el liquido amnidtico tiene cantidad
surfactante suficiente para garantizar la madurez pulmonar cuando el radio L/E es
igual o superior a 2. El L/E se basa en el principio de que el surfactante es rico en
fosfolipidos y que el liquido amnidtico madure tiene alta concentracion de Lecitina.
Desafortunadamente el diagndstico a traves del radio L/E no es facil, requiere de
centrifugacion, extraccion, cromatografia de capa fina y lectura mediante

absorciometria. Una prueba con éstas caracteristicas es exigente, tediosa y
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lenta. Sin embargo ha sido utilizada ampliamente por numerosos investigadores

que la han tomado como patrén comparativo con otras formas de diagndstico. *2

MEDICION DE LA FLUORESCENCIA: Otra técnica ha sido la observacion de la
disminucion de la Fluorescencia por polarizacion del liquido amniético a medida
gue madura. Esta observacion se relaciona con el ndmero de cuerpos
lamelares.'> La lectura fosfatidilglicerol , propuesta por Hallman en 1976, mostré

una gran especificidad pero una pobre sensibilidad.’

LA LECTURA DE CUERPOS LAMELARES : Los cuerpos lamelares son
corpusculos de 1 a 5 micrometros de diametro formado capa por capa de
proteinas y fosfolipidos. Corresponde a los granulos secretorios de los neumocitos
tipo Il. La forma de disco que tienen las plaquetas y el didmetro (de dos a cuatro
micras), las hacen morfologicamente muy similares a la vista y a la percepcion de

los contadores automaticos de cuerpos lamelares.””’

Desde hace mucho tiempo los clinicos dedicados a la obstetricia y a la
perinatologia han buscado un método eficaz, econémico, rapido para identificar el
grado de madurez fetal, libre de riesgos para la madre y el feto, especialmente en
los casos en los cuales se pueden contemporizar el embarazo para acelerar la
maduracion pulmonar mediante la aplicaciébn de corticoides a la gestante. El
conteo de los cuerpos lamelares en liquido amnidtico parece cumplir con esas
premisas pues una vez tomada la muestra por una persona experta su analisis es

rapido, econémico y sensible. > "1#1315—21,26-29.

Por primera vez en 1989 S.B. Duben describié éste método de lectura de los
cuerpos lamelares como si fueran plaguetas y desde entonces numerosos
investigadores han utilizado su meétodo para cuantificarlos. Los patrones de
comparacion mas frecuentes han sido el radio Lecitina/Esfingomielina (LE) y la

medicion del fosfatidilglicerol (FG)."**%%°

21



Tabla 1. Punto de corte en el conteo de cuerpos lamelares

Autor ARo NQ' de_ CL

/microlitro
Pearlman *? 1991 19.000
Ashwood®® 1993 55.000
Fakhoury 1994 30.000
Greespoon®® 1995 46.000
Dalence ' 1995 30.000
Lee®® 1996 50.000
Carrillo* 1997 30.000
Piazze* 1998 39.000
Osma, Becerra, Alarcon 1998 20.000
Lewis?’ 1999 32.000
Nerhof?® 2001 50.000

Los valores de punto de corte (columna 3) encontrados por los autores
mencionados, corresponden al nimero de CL a partir del cual la mayor parte de
los recién nacidos pueden respirar normalmente, como prueba de madurez

pulmonar.

El estudio de Aswood en 1993 comparo el conteo de los cuerpos lamelares con el
radio L/E, con la medicion del FG y con la polarizacion del liquido amnidtico por
fluorescencia. El contador de cuerpos lamelares fue calibrado para lectura de
corpusculos con un tamafio de 1,7 a 7,3 fL. La cantidad de cuerpos lamelares
vario entre 3,800 y 166.000 particulas por microlitro y se correlacionaron
fuertemente con el radio L/E (R:0,75) y con la polarizacién por fluorescencia
(R:0,78). El mismo autor’® publicé los resultados de otro estudio tres afios
después con 247 neonatos, para comparar el conteo de CL en relacion con el
sindrome de dificultad respiratoria. Todos los recién nacidos que desarrollaron
dificultad respiratoria (n=28) tenian 55.000 o menos CL por microlitro y el radio
L/E era de 2,2 o menos; el 59% de los neonatos sin dificultad respiratoria tenian
mas de 55.000 C/L por microlitro y el radio L/E era mayor de 2,2 en el 70% de los
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casos Concluyé que era mas confiable el estudio del radio L/E. Los valores entre
10.000 y 30.000 fueron interpretados como de riesgo intermedio.

Los cuerpo lamelares se mantienen estables hasta por 10 dias, si se mantienen a
4 grados centigrados con una variacion +/- del 11%. El almacenamiento mayor a
este tiempo del 1% en el liquido amniotico, aumenta errbneamente el conteo del
CL' Dalence *' califica el conteo de los CL como rapido, objetivo, que requiere

poca cantidad de LA, y de disponibilidad universal para su lectura.

El estudio de J. Henderson y Smart mostroé que el uso de los corticoides antes de
las 35 semanas produce un aumento del numero de cuerpos iniciales pero luego
el recuento vuelve a la linea de base. Por esto advertia en 1981 que se estudiara
con mayor cuidado el beneficio real de los corticoides para maduracion.
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4. METODOLOGIA PROPUESTA

4.1TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional analitico de cohorte retrospectiva.

4.2 POBLACION A ESTUDIO.

Gestantes que consultaron al Hospital Universitario de Santander o la clinica
Materno Infantil San Luis, con edad gestacional de 23 - 34 semanas y que
presentaban alguna condicion que requiriera aplicacion de corticoide para
maduracion pulmonar fetal debido a la posibilidad de suspension del embarazo

antes de llegar al término.

4.3 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION A ESTUDIO.

Criterio de inclusion:

= Maternas de cualquier edad

= Con embarazo Unico o multiple

= Con embarazo de 23 a 34 semanas de gestacion

= Con un trastorno de su embarazo que obligo la uso de corticoides ante la
alta posibilidad de un parto pretérmino.

= Con conteo de cuerpos lamelares en liquido amnidtico tomado por
amniocentesis después de haber recibido una o dos dosis de
betametasona.

Criterio de exclusion:
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» Pacientes cuyo liquido amnidtico se hubiese contaminado con sangre o

meconio durante la amniocentesis.

4.4TAMANO DE MUESTRA:

Mediante el programa ~_sample size”" (sampsi) de Stata, con un rango de 20.000
a 40.000 de cuerpos lamelares (obtenidos por Piazze), con una desviacidon
Standard de 25.000 para cada grupo (dos grupos, uno de una sola dosis y otro de

dos dosis de betametasona), un valor alfa del 5% y un poder deseado del 90%.

SAMPSI 20 40,SD1 (25) P (0.9)
Alpha 0.05
Power 0.9
M1= 20
M2=40
Sd1=25
Sd2=25
N2-n1=1.0
Estimated required sample sizes:
N1=53
N2=53

Por lo tanto se requieren 53 pacientes por grupo. Total 106 pacientes

4.5 RECOLECCION DE LA INFORMACION

Se buscaron historias clinicas de gestantes con embarazo de 23 a 34 semanas

gue habian recibido betametasona antes de la amniocentesis (Una sola dosis de

12 mg o Dos dosis de 12 mg cada una) y se recogieron en un formato estandar las
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variables de edad materna, edad gestacional, morbilidad materna, dosis de
corticoides entre otras (Anexol).

A estads mujeres, después de la aplicacion de la betametasona, se les habia
tomado por amniocentesis 3ml de liquido amniético para la medicién de cuerpos
lamelares. Este procedimiento fue realizado por uno de los perinatélogos del
servicio, mediante puncion suprapubica guiada por el ecografo para disminuir el
riesgo inherente al procedimiento.

El liquido amnidtico se llevo directamente al laboratorio. La muestra del liquido
amnidtico se leyo en el laboratorio del hospital, o de la clinica San Luis, por las
bacteridlogas entrenadas para tal efecto, mediante el uso de un contador

celular que leia los cuerpos lamelares como si fueran plaquetas.

Todos los datos recogidos fueron registrados en una base hecha en Epi Info 6.0
. Se realiz6 doble digitacion y posteriormente se compararon las bases con la
opcion Validate. La informacion fue analizada con el paquete estadistico STATA
SE 9,2.

4.6 TECNICA DE LABORATORIO PARA CUANTIFICAR LOS CUERPOS
LAMELARES:

Almacenamiento de la muestra a examinar:
» La muestra fue examinada lo mas pronto posible, en fresco
= Técnica en el laboratorio:
» Se homogeniz6 la muestra de liquido amniético. Se coloca una alicuota
en un tubo de 12 x75 mm.
» Se centrifugd durante 3 minutos a 500 gravedades, para remover el
detritus celular.
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NOTA: Aunque los perinatdlogos de la Universidad de Northwestern, lllinois
opinan que en la actualidad no es necesario centrifugar el liquido amniotico
(LA.), la muestra de LA fue centrifugada a 3000 rpm durante 3 minutos para
facilitar la lectura pues este procedimiento precipita los detritus celulares que

puedan simular CL. La centrifugacion de el LA no altera el conteo de los CL.

» El sobrenadante se decanto en otro tubo estéril.

» Se analiz6 la muestra en un lector electronico hematolégico, dos a tres
veces, como Si se estuvieran leyendo plaquetas.

» Puesto que las lecturas varian (con una variacion aceptable menor del
5%), se promedio el resultado para informar un valor absoluto de
cuerpos lamelares por mm?.

e Cuando existio dificultad en la lectura electrénica de los cuerpos
lamelares, fueron leidos con un microscopio de luz, con la técnica

tradicional, utilizada para cuantificar plaquetas.
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5. ANALISIS ESTADISTICOS

Inicialmente se realiz6 la descripcion de las caracteristicas clinicas de la muestra
obtenida. Las variables catego6ricas se mostraron como porcentajes y las
continuas con la mediana y su recorrido. Ademas, para la comparacion de los
grupos, expuesto a 1 dosis contra el expuesto a dos dosis de corticoides, se utilizé
la prueba chi cuadrado con las variables categoricas y la prueba de Mann-Whitney
cuando se compararon las variables continuas, porque estds Ultimas no
presentaron distribucion normal. Se consideraron variables no distribuidas

equilibradamente cuando la p fue >0,05 al hacer la comparacion entre grupos.

Posteriormente, se describieron los hallazgos con respecto al niumero de cuerpos
lamerales en los dos grupos utilizando medianas y se compararon en un analisis
bivariado con la prueba de Mann-Whitney. Adicionalmente, se hicieron categorias
de acuerdo a los puntos de corte reportados en la literatura y se compararon los
grupos con la prueba chi cuadrado. Finalmente, se realizé un analisis multivariado
de regresion binomial con el fin de ajustar por las variables distribuidas de forma

diferencial entre los grupos.

ASPECTOS ETICOS DEL ESTUDIO: De acuerdo a la resoluciéon 008430 del
MinSalud, este estudio es una investigacion sin riesgo, debido a que se recolecto
informacion de las historias clinicas de las pacientes en forma retrospectiva, no se

requirio tener contacto directo con las pacientes.

Para respetar el derecho a la confidencialidad, el investigador presento la
informacion en forma de medianas y porcentajes y en ningun caso identifico a
ninguna paciente con el nombre propio. Esta propuesta fue llevada al Comité de

Etica de la Facultad de Salud, donde fue aprobada en sesion del afio 2003.
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6. RESULTADOS

CARACTERISTICAS GENERALES

Se revisaron 106 historias clinicas de mujeres que recibieron una dosis de
betametasona (n=53) o dos dosis del corticoide (n=53) antes de la amniocentesis.
La mediana de edad de las madres fue de 23 afios y de la edad gestacional fue 32

semanas (Tabla 3, Figura 1y 2).

Figura 3. Distribucion de la edad (afios) de las pac  ientes del estudio (n=103).
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Figura 4. Distribucion de la edad gestacional de la s pacientes del estudio (n=106).
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El 87,7% de las mujeres presentaron alguna comorbilidad. La figura 5 muestra la
distribucion de las diferentes enfermedades que presentaron las pacientes del
estudio, la mas frecuente fue la RPM, seguida del TPP, la corioamnionitis y el
oligoamnios. Esta ultima enfermedad junto con la isoinmunizacion fueron mas
frecuente en el grupo que recibi6 dos dosis del corticoide (p=0,015 y 0,041,

respectivamente).

Figura 3. Descripcion de la morbilidad Materna (n=1  06)
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Al comparar los grupos se encontro que el porcentaje de mujeres sin comorbilidad
fue mayor en el grupo que recibi6é una dosis, en tanto que el porcentaje de las que
presentaron 2 o 3 comorbilidades simultaneamente fue mayor en el grupo tratado

con dos dosis del medicamento (Tabla 2).

En general, la ecografia de segundo o tercer trimestre fue el método mas utilizado
para calcular la edad gestacional (Tabla 2), especialmente en el grupo que recibio
dos dosis de betametasona, pues en el grupo de 1 sola dosis el porcentaje de
pacientes a quien se les determind la edad gestacional por ecografia del primer
trimestre fue similar al porcentaje de las aquellas a quienes se les hizo el

diagndstico de la edad gestacional con ecografia.
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En cuanto al numero de fetos por embarazo no hubo diferencia entre el grupo de

las que recibieron una o dosis del corticoide. Al considerar la variable horas

transcurridas entre el momento de

la aplicacion del

medicamento y

la

amniocentesis, se observo que la mediana del tiempo transcurrido desde la Ultima

aplicacion hasta el procedimientos fue estadisticamente mayor en el grupo de dos

dosis (Tabla 2).

Tabla 2. Caracteristicas clinicas de las pacientes

incluidas en el estudio.

Caracteristica Total Una dosis Dos Dosis Valor

(n=106) (n=53) (n=53) P

Edad Materna en afios 23(16-44)  21(16-41)  23(17-44) 088"

Mediana (Recorrido) ’

Edad gestacional en semanas .

Mediana (Recorrido) 32 (23 - 34) 31 (23 - 34) 32 (24 - 34) 0,72

Comorbilidad

Ninguna n (%) 13 (12,3) 11(20,8) 2 (3,8)

Una comorbilidad 71 (73,6) 32 (60,4) 39 (73,6) 0,039t

Dos comorbilidades 21 (19,8) 9 (17) 12 (22,6)

Tres comorbilidades 1(0,9) 1(1,9 0

Método de confirmacion de EGt

Ecografia 1 trimestre n (%) 22 (22) 17 (36,2) 5(9,4)

Ecografia 2 y 3 trimestres 57 (57) 16 (34) 41 (77,4) 0,000t

Ecografia 3 nivel 17 (17) 12 (25,6) 5(9,4)

Por FUR 4 (4) 2(4,3) 2(3,8)

Embarazo

Unico n 79 37 42

Gemelar 3 2 1 0511

Triple 1 0 1

Horas entre la dUltima dosis de

corticoide 'y la  amniocentesis 24 (3-98) 24 (4 - 96) 48 (3-98) 0,0019*

Mediana (recorrido)

*Test Mann-Whitney.

tChi?

$n=100, 47 dosis Unica y 53 dos dosis.

Cuerpos lamelares posteriores a la aplicacion del m  edicamento. En la figura

4 se muestra la distribucion de la cantidad de cuerpos lamelares en liquido

amnidtico tomado posterior a la aplicacion del corticoide, se encontré una mediana
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de 10.000 CL/mm?, un valor minimo de 0 en 7 pacientes (6,8%) y un valor maximo
de 396.000CL/mm? en 1 paciente (1%) (Tabla 4).

Figura 6. Distribucion de los cuerpos lamelares pos  terior a la aplicacién del

corticoide (n=97)*
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*Se excluyeron del gréfico (no del estudio) 6 pacien  tes con valores extremos (2 de 160.000
CL/mm?, 1 de 182.000, de 193.000, de 210.000 y de 396.00 0 CL/mm?®).

En este grupo de pacientes los cuerpos lamerales no mostraron tendencia lineal
con respecto a la edad gestacional (R? de 0,0030) (Figura 5) ni con la edad
materna (R? de 0,0030).

Figura 7. Distribucion de los cuerpos lamelares pos terior a la aplicacion de
una dosis de corticoide (n=46)*
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Pacientes con cuerpos lamelares menores a 120.000/mm3
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Figura 8. Distribucion de los cuerpos lamelares pos  terior a la aplicacion de
dos dosis de corticoide (n=51)*
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Pacientes con cuerpos lamelares menores a 120.000/mm3

Comparacion de cuerpos lamelares entre los grupos g ue recibieron una o
dos dosis del corticoide.

No se observaron diferencias significativas en la cantidad de cuerpos de lamelares
de las pacientes que recibieron una dosis con respecto a las que recibieron dos
dosis (Tabla 4, Figura 6).

Al considerar maduracién pulmonar como presencia de mas de 30.000CL/mm? o
mas de 55.000CL/mm?, tampoco se encontraron diferencias entre estos grupos de
tratamiento. Adicionalmente, de acuerdo a la literatura se hicieron 4 categorias de
riesgo, pero tampoco se encontraron diferencias entre las pacientes que recibieron

una dosis y aquellas que recibieron dos dosis de corticoide (Tabla 3).
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Tabla 3. Cuerpos lamelares en liquido amniotico pos

corticoide. Analisis Bivariado.

terior a la aplicacion del

Desenlaces

Total

Una dosis

Dos Dosis

(n=103) (n=50) (n=53) Valor p
Cuerpos lamerales/mm®
Mediana 10.000 13.000 10.000 0,31*
(Recorrido) (0 — 396.000) (0 - 210.000) (0 — 396.000)
Maduracion pulmonar 25 (24,3) 13 (26) 12 (22,6) 0.69+
(230.000CL/mm?3) n (%) :
Maduracion fulmonar (CL 9 (8,7) 4(8) 5(9,4) 0.79+
>55.000/mm°~) n (%) '
Clasificacion por grupos de
riesgo n (%)
<10.000 CL/mm® 42 (40,8) 19 (38) 23 (43,4) 092+
10.000 — 30.000 CL/mm? 39 (37,9) 20 (40) 19 (35,9) '
>30.000 - <55.000 CL/mm® 11 (10,7) 6 (12) 5(9,4)
>55.000 CL/mm® 11(10,7) 5 (10) 6 (11,3)

*Test Mann-Whitney.
tChi?

Al realizar un analisis de regresion binomial ajustado por las variables que

guedaron distribuidas en forma diferencial entre los grupos no se observo

diferencias entre los grupos cuando el punto de corte fue =30.000CL/mm® (RRa
0,98, IC 95% 0,36 - 2.63, p=0,96) ni cuando fue >55.000CL/mm? (RRa 2,67 IC

95% 0,22 — 32,59, p=0,44).

Al categorizar la variable en los cuatro grupos de riesgo y ajustar por las variables

edad gestacional, edad materna y morbilidad haber recibido una o dos dosis no se

relaciond con este resultado (Ver anexo 2. Salida de Stata). Solamente se observo

relacién entre la edad gestacional y el grupo >30.000 - <55.000 CL/mm?® (RRa 1,57

IC 95% 1,05 — 2,37, p=0,030).
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7. DISCUSION

Tabla 4. Cuerpos lamelares antes y después del uso  de corticoides.

Edad gestacional Cuerpos lamelares Cuerpos lamelares post-
basales * corticoide

Mediana Minimo maximo
<28 sem(n=14) 0 10000 2000 160000
28 sem (n=10) 5000 2000 500 37000
29 sem (n=5) 10000 5000 2000 17000
30 sem (n=8) 15000 7500 5000 23000
31 sem (n=15) 20000 8000 2000 24000
32 sem (n=25) 25000 15000 2000 396000
33 sem (n=13) 30000 21000 2000 72000
34 sem (n=16) 35000 27000 2000 193000

Cantidad de cuerpos lamelares estimados para la edad gestacional.

Como podemos observar en la anterior tabla, a partir de la semana 28 de vida
intrauterina, se produce un incremento lineal del recuento de cuerpos lamelares, lo
cual se encuentra acorde con lo revisado en la literatura mundial, sin embargo, su
ndamero se encuentra ligeramente disminuido, lo que hace pensar en que en el
resultado final de la disminucibn de SDR en el RN se pueden encontrar
involucrados otros factores fisicoquimicos, los cuales no se estudian en la

presente investigacion.

Teniendo en cuenta lo anterior, se realiza la comparacién entre los cuerpos
lamelares entre las diferentes semanas de edad gestacional, con una o dos dosis
de corticoide, no encontrandose diferencias estadisticamente significativas, lo que

podria deberse a tamafio de la muestra o al tiempo de realizado la amniocentesis.
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Tabla 5. Comparacion entre los Cuerpos lamelares

N 41 N 44 1 dosis 2 dosis p*
Semana de Gestacion 1 dosis 2 dosis

28 mediana 3 6 24.000 1000 0,2
(Minimo — maximo) (0-37000) (0—6000) 2

30 6 2 8000 5000 0,0
(5000-23000) (5000-5000) 8

31 9 6 8000 11000 0,6
(2000-24000) (0-17000) 3

32 9 16 8000 16000 0,3
(2000-210000) (2000-396000) 2

33 4 8 37000 21000 0,4
(2000-44000) (2000-72000) 4

34 10 6 28500 24000 0,4
(2000-193000) (10000-36000) 8

Prueba de Mann-Whitney

Tabla 6. Cuerpos lamerales con respecto a la edad g

estacional y la dosis de

corticoide.
Edad Cuerpos Post- corticoides Una dosis Dos dosis
gestacional lamelares Mediana Mediana Mediana
Sem (n) basales* (min- max) (min- max) (min- max)
<28 (8 vs 6) 0 10000 10000 17500
(2000 — 160000) (3000 - 16000) (2000 — 160000)
28 (3 vs 6) 5000 2000 24000 1000
(0 - 37000) (0 — 37000) (0 —6000)
29 (1vs 3) 10000 500 17000 0
(0 —17000) (0 —1000)
30 (6 vs 2) 15000 7500 8000 5000
(5000 - 23000) (5000 — 23000)
31 (9 vs6) 20000 8000 8000 11000
(2000 — 24000) (2000 — 24000) (0 —17000)
32 (9 vs 16) 25000 15000 8000 16000
(2000 — 396000) (2000 — 210000) (2000 — 396000)
33 (4 vs 8) 30000 21000 37000 21000
(2000 — 72000) (2000 — 44000) (2000 — 72000)
34 (10 vs 16) 35000 27000 28500 24000

(2000 — 193000)

(2000 - 193000)

(10000 - 36000)

*Cantidad de cuerpos lamelares estimados para la edad gestacional.
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Al comparar la cantidad de cuerpos lamelares hallados con una y dos dosis de
corticoide contra los informados por la literatura mundial, encontramos que no hay
diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes edades
gestacionales, observandose un comportamiento similar aunque manteniéndose
en niveles ligeramente inferiores, produciéndose una caida entre 28-29 semanas,
pudiendo deberse a multiples factores, o que hace recomendable continuar el
estudio, con el fin de tratar de esclarecer las innumerables interrogantes aun
planteadas entre las que se encuentran el intervalo entre la dosis Optima y el
parto, el uso éptimo de corticosteroides, los efectos en los embarazos mdultiples y
la confirmacién de los efectos a largo plazo en la adultez®®
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8. RECOMENDACIONES

Resumen de las recomendaciones de la reunidon de con senso del NIH -1994.
El uso de corticoides antenatal para inducir la maduracion pulmonar fetal estaria

recomendado en :

* Todos los embarazos entre 24 y 34 semanas con riesgo de parto prematuro
son candidatos.

* La decision no debe basarse en el sexo o raza fetal como tampoco en la
disponibilidad del surfactante.

 Pacientes candidatas a tocoliticos deben ser también candidatas a
corticoides.

» Usar corticoide a menos que el parto sea inminente.

» Considerar el uso de corticoides con rotura prematura de membranas en

embarazos menores de 30 semanas
LIMITACIONES
Que el estudio no evalué la dificultad respiratoria RN

La ausencia de diferencias podria deberse a un problema de poder (tamafio de
muestra)
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