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RESUMEN

“EFECTO DEL ACIDO DOCOSAHEXAENOICO SOBRE LAS CONCENTRACIONES
DE CITOCINAS DE NEONATOS CON SEPSIS.”

Del Valle-Martinez Francisca Olivia ', Bernabe-Garcia Mariela?, Lépez-Alarcon Mardia?,
Villegas-Silva Raul’, Gonzélez-Moreno Gabriel’. 'Residente de cuarto afio de Pediatria
Médica, “Unidad de Investigacion Médica en Nutricién y *Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales del Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI.

Antecedentes. La sepsis es considerada como la primera causa de muerte entre la
poblaciéon neonatal; ésta se define como la respuesta inflamatoria sistémica que ocurre
durante la infeccion, se caracteriza por elevacion de citocinas inflamatorias como factor de
necrosis tumoral (TNF)a, interleucina (IL) 1B, IL-6 y eicosanoides, entre otras. Su
elevacion exagerada provoca falla organica y muerte. Las citocinas pueden ser reducidas
con la administracién de &cidos grasos poli-insaturados de cadena larga (LC-PUFAS)
omega 3 (n-3) como el docosahexaenoico (DHA). Los LC-PUFAS pueden generar una
reduccion de la respuesta inflamatoria mediante la produccién de eicosanoides de menor
potencia biolégica. Esto podria acelerar la remision de la infeccidn, incidir en una menor
gravedad de las infecciones e incluso una menor mortalidad. En un estudio realizado en
lactantes en la Unidad de Investigacion en Nutricion del Hospital de Pediatria del Centro
Médico Nacional Siglo XXI, quienes recibieron por primera vez la vacuna cuadruple,
mostré que los nifos que recibieron una férmula suplementada con DHA tuvieron una
produccion de IL-1B similar a los nifios que se alimentaron con leche humana, pero los
nifos que recibieron una férmula estandar presentaron mayores concentraciones de ésta.
En otro estudio efectuado en la misma Unidad se observé que la administracion de DHA
protegid el estado nutricio al preservar las reservas de masa magra y aumentar
significativamente la masa grasa, mientras que el grupo que recibioé aceite de oliva (AO)
presentod deterioro en ambas. En resumen la evidencia sugiere que los n-3 LC-PUFAS
como el DHA modifican el tipo de eicosanoides y disminuyen las concentraciones de
citocinas proinflamatorias favoreciendo una respuesta inflamatoria atenuada por lo que
pueden favorecer la remision de la infeccion.

Objetivo. Evaluar si el DHA administrado por via enteral durante la sepsis disminuye las
concentraciones plasmaticas de TNF-a, IL-18 e IL-6 en neonatos que reciban DHA
comparadas con las concentraciones de los que reciban aceite de oliva.

Material y métodos. Se realizé un ensayo clinico controlado doble ciego en la Unidad de
Investigacion Médica en Nutriciéon y en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales del
Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Se captaron neonatos con
sospecha de sepsis intrahospitalaria, quienes recibieron aleatoriamente 100 mg de
DHA/dia o 100 mg/dia de aceite de oliva (AO) por via enteral durante 14 dias desde el dia
de diagnéstico. El efecto de estos se midié sobre las concentraciones plasmaticas de
TNF-q, IL-1B e IL-6 al diagndstico de sepsis, al dia 7 y al 14 de estudio. Para realizar las
comparaciones de citocinas entre grupos se aplico la prueba U de Mann-Whitney; para
analizar las diferencias de citocinas entre el diagnéstico y dia 7, y entre el diagndstico y
dia 14, controlando por confusores potenciales se aplicé la prueba de ANOVA para
mediciones repetidas.



Resultados. Completaron el estudio 63 neonatos, 29 recibieron DHA y 34 AO. Se
observo que el patrén de disminucion al dia 7 y al dia 14 en las concentraciones de TNF-
a, IL-1B e IL-6 fue similar en ambos grupos. Las concentraciones plasmaticas de TNF-a
en el grupo DHA vs. el grupo AO fueron (mediana y rango) 14.42, 8.30 - 49.15 vs.14.55,
10.68 - 31.24, (p = 0.814) al dia 7; y de 12.56, 9.03 - 41.85 vs. 15.26, 10.23 - 34.35, (p =
0.403) al dia 14. En el caso de IL-1B los valores fueron 2.64, 0.85 -10.07 vs. 2.49, 1.06 -
8.27, p = 0.988 al dia 7; y de 2.77, 0.68 - 8.15 vs. 2.68, 0.64 - 10.36, p = 0.438 al dia 14.
Para IL-6, al dia 7 las concentraciones fueron de 11.67, 3.17 - 84.08 vs. 17.08, 1.74 -
287.81, p = 0.282; y 13.89, 2.87 - 304.51 vs. 9.19, 1.14 - 89.71, p= 0.492 al dia 14; no
hubo diferencias entre los grupos. En el andlisis de mediciones repetidas, ajustando por
las variables confusoras, se encontr6 una reduccion de citocinas en el tiempo, y una
mayor reduccién en el grupo DHA comparado con el grupo AO. La reduccion fue
significativa para IL -1 al dia 7 (coeficiente = -3.426, p = 0.0289) y al dia 14 (coeficiente =
-3.933, p de 0.0275); en este modelo el grupo DHA disminuyé mas que el grupo AO
(coeficiente = -3.124, p de 0.0224). El mismo modelo se repitid para IL-6, en el que se
observé de manera similar una reduccion en relacion al tiempo, p = 0.0174 aldia7 y p =
0.0060 al dia 14, la reduccion en el grupo DHA tendié a ser mayor que en el grupo AO (p
= 0.0822). Para el TNF-a no se encontro efecto del tiempo (p = 0.2660) ni del tratamiento
(p = 0.8459).

Conclusion. En el presente estudio la administracion del DHA por via enteral durante la
sepsis disminuyé las concentraciones plasmaticas de IL-18 en neonatos.
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1. INTRODUCCION

La sepsis es la principal causa de mortalidad en el mundo. Los neonatos tienen
una mayor susceptibilidad condicionada por su respuesta inflamatoria aguda
inadecuada, debido a inmadurez inmunoldgica. Recientemente se ha propuesto
como terapia coadyuvante la administracion de acidos grasos poliinsaturados
omega 3 (LC-PUFAS n-3), la cual puede influir positivamente en los procesos
inflamatorios e inmunologicos. Diversos ensayos clinicos han mostrado que la
suplementacién con LC-PUFAS n-3, tiene un efecto inmunomodulador al atenuar
la sintesis de citocinas como factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1
beta (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6) y beneficio terapéutico en diversas

enfermedades inflamatorias en modelos animales y humanos."



2. ANTECEDENTES

2.1 Sepsis.

La sepsis es considerada como la primera causa de muerte entre la poblacion
neonatal, la cual se establece cuando los agentes causales, principalmente
bacterias y hongos, alcanzan la circulacion y se diseminan a diferentes 6rganos.?
La sepsis se define como la respuesta inflamatoria sistémica resultante de la
sospecha de infeccion o de una infeccion probada. La respuesta inflamatoria
sistémica tiene diferentes puntos de corte para sus criterios de acuerdo a la edad
del paciente pediatrico, considerando recién nacido a pacientes cuya edad se
encuentra entre el dia cero y los 7 dias de vida, mientras que se considera

neonato a pacientes con edad de una semana a un mes.

Los criterios de la respuesta inflamatoria sistémica son la presencia de al menos
dos de los siguientes, uno de los cuales debe ser alteracion en la temperatura o en

la cuenta de leucocitos.®

Frecuencia cardiaca >180 o <100 latidos/minuto

e Frecuencia respiratoria > 50 respiraciones/minuto en el recién nacido o bien
> 40 respiraciones/minuto en el neonato

e Temperatura>385°Co0<36°C

e Cuenta de leucocitos > 34 x 10° células/mm?® en el recién nacido mientras

que en el neonato >19.5 x 10%0 < 5 x 10° células/mm?® o0 >10% de bandas



2.2 Susceptibilidad del neonato a infecciones

Se conoce en el recién nacido que los linfocitos T tienen un reducido potencial
para proveer ayuda y supresion para la produccién de anticuerpos por los
linfocitos B, ocasionando que éstos no se desarrollen en linfocitos T citotoxicos. El
neonato sintetiza sélo el 50% del factor estimulante de colonias de macréfagos y
granulocitos, 10% del interferon gamma (IFN-y) y de IL-4 comparadas con las
cantidades de un adulto. Esto no parece ser un efecto de una inadecuada
sefalizacion, sino de una inmadurez intrinseca de las células T. La deficiencia en
el desarrollo de memoria inmunoldgica puede ser resultado de la inmadurez de la
produccion de IFN-y. Las consecuencias de estas caracteristicas son un retraso
en la respuesta inmune inducida por un antigeno, una pobre memoria
inmunoldgica, una produccion disminuida de células T citotdxicas y una
inadecuada proteccion contra infecciones debido a una produccion insuficiente de
IFN-y. Por lo anterior, el neonato puede tener una mayor predisposicion a la

adquisicion de infecciones. *°

Se ha sugerido que la sepsis también se puede desarrollar debido una respuesta
anti-inflamatoria compensatoria generada para regular a los mediadores pro-
inflamatorios, como las citocinas, para restaurar el balance inmune. La
incapacidad para restaurar este balance puede causar falla organica multiple y
defuncioén, ya sea por una respuesta inflamatoria o anti-inflamatoria descontrolada
y una inmuno-supresion sostenida.®’ En animales, se ha reportado que la
administracion in vivo de citocinas como interleucina (IL)-1 e IL-6 vy factor de

necrosis tumoral (TNF)-a inducen un sindrome parecido al choque, y similar al
3



observado como consecuencia de sepsis, por lo que se ha considerado que estas
citocinas pueden jugar un papel importante en el inicio de la respuesta inflamatoria

que pueden conducir al desarrollo de falla organica multiple. 8

2.3 Citocinas

Las citocinas son proteinas solubles que tienen la capacidad de modular la funcién
y respuesta secretoria de otras células al interactuar con receptores de membrana
especificos.’ El inicio de dicha interaccion ocurre cuando el receptor proteico del
huésped reconoce un antigeno CD14, que se encuentra en las membranas
celulares de los macréfagos. La unidn del antigeno con el CD14 inicia la
produccion y liberacidn de la cascada de la respuesta inmune. La interaccion
citocina-membrana celular, por ejemplo de un macréfago, produce quimiotaxis, y
con ello migracion de mas fagocitos al sitio de infeccion que culmina con la
liberacién sistémica de citocinas inflamatorias como el TNF, IL-1 e IL-6 entre otras,

cuyas funciones se describen a continuacion. *°
2.3.1 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).

El TNF- a es una proteina no glucosilada de 17 kDa y 157 aminoacidos, su nueva
nomenclatura es TNF ligando de la superfamilia del miembro 2. Se produce por
macréfagos, monocitos, neutrofilos, células T, células Natural Killer (NK) en
respuesta a estimulacion de polisacaridos bacterianos. Su sintesis es inducida por
interferones, IL-2, sustancia P, bradikininas, complejos inmunes, inhibidores de
ciclooxigenasa y factor activador de plaquetas. Su produccion se inhibe por IL-6,

vitamina Ds, prostaglandina E;, dexametasona, ciclosporina y antagonistas del

4



factor activador de plaquetas. EI TNF-a es un pirdgeno enddégeno que actua
directamente sobre las neuronas del hipotalamo, también produce elevacion de
hormona adrenocorticotrépica y del cortisol. Puede identificarse en sangre poco
tiempo después de iniciada la respuesta inflamatoria (aproximadamente 72 hrs.),
causa protedlisis y liberacidon de aminoacidos desde el musculo esquelético,
contribuyendo al balance nitrogenado negativo y al estado catabdlico, causando a
su vez anorexia y contribuyendo al desarrollo de caquexia. Este factor puede
producir dafio directo a la célula endotelial, mientras que a nivel sistémico causa
coagulacion intravascular diseminada al inhibir los mecanismos de
anticoagulacion, favorece la trombosis venosa, arteriosclerosis, vasculitis,
isquemia, aumento de la permeabilidad capilar, edema y fiebre. Promueve la
sintesis de colagena y prostaglandina E» en fibroblastos; también actua como
modulador del crecimiento autécrino en el humano en células en leucemia
linfocitica crénica; ademas estimula la fagocitosis y la sintesis de superéxido
dismutasa en los macréfagos, activa los osteoclastos induciendo la resorcion de
hueso y es un potente estimulador de la produccién de otros mediadores de la
inflamacion como IL-1 e IL-6. Puede detectarse mediante inmunoensayo,
inmunoanalisis ligado a enzimas (ELISA) e inmunoradiometria. Intracelularmente

se detecta mediante citometria de flujo. " 121314

2.3.2 Interleucina 1 (IL-1).

Se produce por monocitos, macréfagos, linfocitos B y T, células NK, fibroblastos,
queratinocitos, células endoteliales, células de Langerhans y del musculo liso,

osteoclastos, astrocitos, células epiteliales del timo y la cornea. Existen dos formas
5



bioquimicas: la IL-1a intracelular de la cual expresan grandes cantidades los
queratinocitos con 17kDa, 159 aminoacidos e IL-13, de 17kDa y 153 aminoacidos,
esta ultima es cuantificable en sangre. Su sintesis se regula por retroalimentacion,
al elevarse sus concentraciones se disminuye su sintesis. Se ha identificado como
pirogeno enddégeno que media la fiebre a través de su accion en la sintesis de
prostaglandinas a nivel del hipotalamo al estimular el nucleo preoptico. Es
responsable de la neutrofilia, del incremento en la sintesis de proteinas de fase
aguda a nivel hepatico, anorexia, suefo y liberacion de hormona
adrenocorticotropica, glucocorticoides e insulina; puede inducir hipotension,
leucopenia y dano tisular y estimula la sintesis de otras citocinas como TNF-q,
interferén a, By y. Se detecta mediante ELISA y radioinmunoensayo, mientras que

la forma intracelular se detecta mediante citometria de flujo.® '" 1>1®

2.3.3 Interleucina 6 (IL-6).

También es conocida como interferén 3, es una proteina de 185 aminoacidos
glucosilados en las posiciones 73 y 172. Es sintetizada por estimulo de los
linfocitos T, macrofagos, linfocitos B, fibroblastos, granulocitos, eosindfilos,
osteoblastos, queratinocitos, células: endoteliales, gliales, del parénquima
gastrointestinal, del estroma endometrial y malignas. Es también producida por el
I6bulo anterior de la hipdfisis, al igual que el péptido intestinal vasoactivo y puede
secretarse en respuesta a endotoxinas bacterianas y a la elevacion de sustancias
intracelulares como prostaglandina E, y toxina colérica. Algunos antimicrobianos
macrolidos como espiramicina y eritromicina estimulan su sintesis, mientras que

los glucocorticoides inhiben su produccion; también participa en la mediacion de la
6



respuesta en la fase aguda, ya que es un mediador primario que afecta la funcién
de sintesis de proteinas del hepatocito, mediador comun al final de la cascada de
las citocinas. Ademas estimula la sintesis de corticotropina por la hipdfisis, induce
la proliferacion de timocitos, juega un papel importante en el desarrollo de las
células T en el timo e induce la maduracién de megacariocitos. También se ha
sugerido que regula el crecimiento y el desarrollo del trofoblasto y células madre
en el embridén. Puede detectarse mediante inmunoensayo, reaccion en cadena de

polimerasa (PCR) y ELISA.™ 118
2.4 Estudios del comportamiento de las citocinas durante la sepsis.

Algunas citocinas inflamatorias se elevan en diversos liquidos biolégicos y
secreciones de manera consistente y durante tiempo suficiente para ser
consideradas como indicadores de infeccion; tal es el caso de TNF-q, IL-1p, IL-6 y

de IL-8.2

Existen varios estudios que han intentado establecer la asociacion entre las
concentraciones circulantes de citocinas (IL-1 8, TNF-a e IL-6) con la gravedad de
las infecciones neonatales asi como la mortalidad. En un estudio con 49 recién
nacidos sépticos y 40 controles, Atici y cols, encontraron un aumento de 2-3 veces
las concentraciones en suero de TNF-a en neonatos infectados (61 vs. 154
pg/mL) y estas concentraciones fueron aun mayores en los recién nacidos que
desarrollaron choque séptico (243 pg/mL)."® Weeks y cols., también reportaron
que las concentraciones plasmaticas de IL-6 por arriba de 145 pg/ml en sangre de

corddon umbilical de neonatos de término se correlacionaron con sepsis, neumonia,
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enterocolitis necrosante o hermorragia intraventricular. Este estudio indicd que la
IL-6 es un marcador de inflamacion sistémica y puede ser un predictor de la
mortalidad.?® Similarmente Kurtoglu y cols., en un estudio efectuado en 20
neonatos con sepsis y 6 neonatos sanos como grupo control determinaron las
concentraciones en suero de TNF-a e IL-6 mediante ELISA, confirmando que las
concentraciones en suero de TNF-a fueron mayores en los neonatos con sepsis
(159.7 pg/ml) que en el grupo control (39 pg/ml), aunque sin una diferencia
significativa entre grupos (p >0.05), mientras que las concentraciones de IL-6
fueron significativamente mayores en el grupo de estudio respecto al grupo control
(291.7 pg/ml vs16.7 pg/ml, p <0.005), por lo que concluyeron que el incremento de

dichas citocinas reflejé la magnitud del proceso inflamatorio durante la infeccién.?’

En resumen una vez establecida la sepsis, la produccion de citocinas
proinflamatorias en los neonatos se eleva significativamente, correlacionandose de
manera directa con la gravedad o aparicion de complicaciones. Esto ultimo
fortalece la necesidad de agregar coadyuvantes de manera temprana al
tratamiento de los neonatos con sepsis que puedan regular la produccion de
citocinas hacia una inflamacién atenuada como es el caso de los acidos grasos

poliinsaturados de cadena larga.
2.5 Acidos grasos.

Existen dos tipos de acidos grasos indispensables: el acido linoléico y el acido alfa
linolénico, considerados asi debido a que los mamiferos no pueden incorporar

dobles enlaces en las posiciones 3 y 5, y por tanto, no pueden sintetizarlos. El



acido docosahexanoico (DHA) es un acido graso de la serie omega-3 (n-3), al
igual que el acido eicosapentaenoico (EPA), porque su primer doble enlace se
ubica en el carbono 3 contando desde el extremo mas alejado del grupo metilo,
estos acidos grasos son considerados como los mas importantes de la familia n-3.
Otras de las familias de acidos grasos poliinsaturados, es la omega-6 (n-6), en la
cual el primer doble enlace se ubica en el carbono 6 contando a partir del grupo
metilo. El &cido linoléico, el acido araquiddnico (AA) y el acido docosapentaenoico

(DPA), son los acidos grasos mas importantes de esta familia. %

El AA representa el acido graso predominante en los fosfolipidos de las
membranas celulares debido a que su precursor el acido linoléico, predomina en
las dietas occidentales y en la leche humana en comparacion con los acidos
grasos de la serie n-3. Los acidos grasos participan en la respuesta inflamatoria
como sustrato para la sintesis de mediadores quimicos de las citocinas
denominados eicosanoides, por lo que cuando las citocinas se unen al receptor de
las células inmunes como macréfagos o neutréfilos, activan la fosfolipasa A, que
libera los acidos grasos de los fosfolipidos de la membrana para sintetizar
prostaglandinas (PG), tromboxanos (TX) y leucotrienos (LT) mediante las enzimas

5-lipooxigenasa o ciclooxigenasa- (esquema 1).2>*

El AA se considera como un acido graso pro-inflamatorio debido a las funciones
pro-inflamatorias de los eicosanoides derivados de éste. Los acidos grasos
poliinsaturados de cadena larga omega 3 (n-3 LC-PUFAS) como el DHA y el EPA
contenidos principalmente en el aceite de pescado y algas marinas son

precursores lipidicos alternativos para la sintesis de eicosanoides y forman
9



prostaglandinas y tromboxanos de la serie 3 (en vez de la serie 2 derivados del
AA) y leucotrienos de la serie 5 (en vez de la serie 4 derivados del AA). Estos
eicosanoides (de las series 3 y 5) son biolégicamente menos potentes en
comparacion a los de la serie 2 y 4, respectivamente, por lo que poseen
propiedades inflamatorias reducidas. Por otro lado, el EPA y el DHA compiten con
el AA por la misma via enzimatica, pero las enzimas muestran una mayor afinidad
hacia los n-3 LC-PUFAS cuando se encuentran disponibles ambos tipos de acidos
grasos simultdneamente, lo que conduce a una mayor formacion de productos
derivados de los n-3 LC-PUFAS a expensas de los metabolitos del AA, por lo que
la administracion de n-3 LC-PUFAS puede cambiar el balance hacia una
inflamacién atenuada.?® Por lo anterior, se considera que los n-3 LC-PUFAS son
nutrimentos que pueden utilizarse como anti-inflamatorios en procesos donde la

hiperi-inflamacion puede generar dafio tisular.
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Esquema 1. Sintesis de eicosanoides.

o N
Citocina , .
Ac. Araquidonico (AA) esterificado (n-6) roc Ac. Eicosapentaenoico (EPA, n-3)

'U|ar Fosfolipasa A, JemArana @

Ac. Araquidénico libre -) Ac. Docosahexaenoico (- EPA
\ (DHA) / \
l e W
5-lipoxigenasa  Ciclooxigenasa Ciclooxigenasa o-lipoxigenasa
J PGH2 PGHs
TXA2
TXA3 L, LTC
L TC4 > PGI2 PGl 5
L TD4 -~ PGD, - LTDs
> TE« > PGE> —>LTEs
> PGF2a

2.5.1 Mecanismos postulados de los efectos anti-inflamatorios de los n-3 LC-

PUFAS sobre los leucocitos.

La disponibilidad del EPA y la subsecuente generacién del LTBs ocasionan la
reducciéon/supresion de la sintesis del leucotrieno pro-inflamatorio LTB4. El efecto
anti-inflamatorio también puede ocurrir por un mecanismo independiente de
eicosanoides relacionado a la transduccién sefiales.” Los &cidos grasos y sus
metabolitos regulan la funcién del factor de trascripcion a través de la fosforilacién,
el estado redox, la modificacién proteolitica 6 a través de su uniéon a un ligando

activado por el factor de transcripcion. 2% 7
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2.5.2 Efecto de los n-3 LC-PUFAS sobre las concentraciones de citocinas en

modelos experimentales de sepsis.

En animales, Tomobe y cols., evaluaron el efecto inmunomodulador del DHA y
EPA comparado con aceite de maiz (4.8% de la dieta) sobre la respuesta
inflamatoria durante la fase de contacto en la reaccion de hipersensibilidad en
orejas de ratones sensibilizadas con el antigeno 2,4- dinitro1-fluorbenzeno, y
observaron que el DHA redujo tanto la inflamacién local, como la expresion de IL-

6, IL-1p e IL-2.%

Recientemente Schaefer y cols., investigaron el efecto de la administracion
durante 7 dias de aceite de pescado y aceite de soya (1g/kg/dia), sobre la
respuesta inflamatoria sistémica en ratas neonatos, inducida mediante
administracioén lipopolisacaridos por via intraperitoneal o pulmonar, se midieron las
concentraciones de TNF-a en plasma mediante ELISA encontrando una reduccion
significativa en aquellas que recibieron aceite de pescado, con un incremento en
las que recibieron aceite de soya.?® De lo anterior podemos concluir que la
inclusion de acidos grasos n-3 en la dieta mostré un efecto inmunomodulador
sobre la produccion de citocinas inflamatorias y de eicosanoides, reduciendo la

gravedad de la sepsis y la mortalidad en ratas.

En humanos, Caughey y cols., reportaron una intervencion en adultos sanos
quienes recibieron 1.08g de DHA al dia por 4 semanas en capsulas de aceite de
pescado, encontrando una inhibicién en la sintesis de TNF-a. e IL-13 de 77 y 81%,

respectivamente.®® Mayer y cols., realizaron un ensayo clinico controlado en
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pacientes con sepsis e intolerancia a la via enteral, administrando aleatoriamente
350 ml de una infusién de acidos grasos n-3 al 10% con aceite de pescado a un
grupo y de acidos grasos n-6 al 10% con nutricion parenteral estandar al grupo
placebo por 5 dias. En monocitos estimulados con 1 ng/mL de lipopolisacaridos ex
vivo, encontraron que el grupo que recibié acidos grasos n-3 LC-PUFAS mostro
una reduccion de 28% comparado con el basal en la liberacién de TNF- a y una
reduccion de 30% en la liberacién de IL-1 B. Mientras que no encontraron ningun
efecto en la liberacién de IL-6 debido a que los resultados mostraron una gran
dispersion. El grupo que recibié acidos grasos n-6, incremento al doble los valores
de IL-1B, IL-6, TNF-a al igual que la cuenta de leucocitos requiriendo apoyo con
aminas y mayor tiempo de ventilacién, respecto al grupo que recibié acidos grasos
n-3. Estos resultados indicaron que los sujetos que recibieron los acidos grasos n-
3 tuvieron una respuesta inflamatoria atenuada.*' En otro reporte del mismo autor
realizado en pacientes con sepsis/choque séptico y con intolerancia a la via
enteral, se administré una infusién de acidos grasos n-3 con aceite de pescado
(400 ml al 10%) a un grupo y de &cidos grasos n-6 con nutricién parenteral
estandar (400 ml al 10%) al grupo placebo. El grupo que recibié acidos grasos n-
3, presentd una tendencia hacia la disminucion en las concentraciones de proteina
C reactiva (PCR) comparado con el grupo que recibié acidos grasos n-6. Por otro
lado, el grupo que recibidé los acidos grasos n-3 también mostr6 una mayor
secrecion de LTBs comparado con la secrecion de LTB4, mientras que en el grupo
que recibio los acidos grasos n-6, el LTBs no fue detectable, agregando evidencia

del efecto de los n-3 LCUFAS sobre la reduccion de marcadores de inflamacion. 2
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En la Unidad de Investigacion Médica en Nutricion del Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXI, se evalu6é el efecto de una férmula
suplementada con DHA, de la leche humana y de una formula estandar sobre las
concentraciones plasmaticas de citocinas de lactantes inmunizados por primera
vez con vacuna tetravalente. Los nifios que recibieron formula suplementada con
DHA mostraron concentraciones de IL-1f similares a las del grupo de nifos
alimentados con leche humana, mientras que el grupo que recibio férmula
estandar presentd concentraciones mayores de IL-1B. Lo que sugirié que el DHA
puede atenuar la respuesta inflamatoria en lactantes.>® Por otro lado, los efectos
catabdlicos observados durante la respuesta inflamatoria se han atribuido a
citocinas como TNF-q,, IL-1B e IL-6. ** Con este antecedente, en la misma Unidad
de Investigacion se realizé un estudio donde se observé que la administracion de
100 mg de DHA al dia durante 14 dias a neonatos que desarrollaron sepsis,
preservo las reservas de masa magra y aumento significativamente la masa grasa
(p = 0.03), mientras que el grupo placebo presentd deterioro en ambas, lo que
sugirid que la modulacion de citocinas podria ser el mecanismo por el cual se
protegid el estado nutricio.*® El presente trabajo se deriva del mencionado

previamente, por lo que se midieron el TNF-a, IL-1p e IL-6.

En resumen, podemos decir que la administracion de n-3 LC-PUFAS administrado
a modelos experimentales de sepsis en animales mostré una atenuacion de las
citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6. De manera analoga, en adultos con sepsis, se
observd que la administracion de n-3 LC-PUFAS permitié la atenuacion de la

respuesta inflamatoria evaluada a través de citocinas pro-inflamatorias, PCR y de

14



la produccién de LTB4. Sin embargo, no existen estudios realizados en neonatos
que evaluen el efecto de la administracién por via enteral de los acidos grasos n-3
durante la sepsis sobre las concentraciones de citocinas. Por lo anterior, en este
estudio se determiné si el acido docosahexaenoico administrado en la fase aguda
de la infeccioén lograba atenuar la produccion de TNF-a, IL-1B e IL-6 en neonatos

con sepsis.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Durante la sepsis se genera una respuesta inflamatoria sistémica mediada por
eicosanoides y citocinas como TNF-a, IL-1B e IL-6 entre otros mediadores. Por
otro lado, los recién nacidos tienen una alta predisposicion al desarrollo de sepsis
por lo que es un problema frecuente en las Unidades de Cuidados Intensivos

Neonatales.

Los acidos grasos n-3 tienen efectos anti-inflamatorios, ya que son sustrato para
la sintesis de eicosanoides con menor potencia bioldgica por lo que generan un
efecto inflamatorio atenuado y pueden reducir la produccién de citocinas durante
la respuesta inflamatoria aguda como la sepsis.? Por lo que planteamos la

siguiente pregunta

¢El' DHA administrado por via enteral durante la sepsis reducira las
concentraciones plasmaticas de TNF-qa, IL-1B e IL-6 de los neonatos que reciban

DHA comparadas con las concentraciones de los que reciban aceite de oliva?
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4. JUSTIFICACION

La sepsis es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en las
Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales. En Estados Unidos, la tasa de
incidencia en neonatos es de 1 a 5 casos por 1000 nacidos vivos, mientras que en
los paises en desarrollo 34 casos por 1000 nacidos vivos, lo que ocasiona 1.6
millones de muertes anualmente.®® En México se han reportado 4 a 15.4 casos
por 1000 nacidos vivos con una mortalidad de 44%."*" En la Unidad de Cuidados
Intensivos Neonatales del Hospital de Pediatria la tasa por 100 egresos es de 35 a

45 y la densidad de incidencia por 1000 dias estancia es de 19 a 25.

Es importante determinar si el DHA disminuye las concentraciones de citocinas, en
neonatos con sepsis, lo que podria reducir el dafo inducido por la respuesta
inflamatoria exacerbada y favorecer la remisién de la infeccidén. Esta podria ser
una estrategia para reducir las complicaciones en la evolucion clinica como el
choque séptico, mortalidad, asi como el costo por estancia hospitalaria que en

nuestro hospital es de aproximadamente 19,000.00 pesos/dia/nifo.
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5. OBJETIVO.

Evaluar si el DHA administrado por via enteral durante la sepsis disminuye las
concentraciones plasmaticas de TNF-a, IL-1B e IL-6 en neonatos que reciban DHA

comparadas con las concentraciones de los que reciban aceite de oliva.
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6. HIPOTESIS:
Las concentraciones plasmaticas de TNF-a, IL-18 e IL-6 de los neonatos que
reciban el DHA por via enteral durante |la sepsis seran menores comparadas con

las citocinas de los neonatos que reciban aceite de oliva.
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7. Material y Métodos.
7.1 Diseio de estudio:

Ensayo clinico controlado, aleatorizado, doble ciego.
7.2 Lugar donde se realizé el estudio:
Unidad de Investigacion Médica en Nutricion y Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI.
7.3 Poblacién de estudio:

Neonatos de término y pretérmino con sospecha de sepsis.

7.4 Criterios de seleccion:
De inclusion

¢ Que los padres aceptaran por escrito que su hijo participara después de
conocer los posibles beneficios y riesgos de la investigacion.

e Que tuvieran un tracto gastrointestinal funcional tolerando al menos
estimulo enteral.

e Que cumplieran al menos dos de los criterios establecidos para
respuesta inflamatoria sistémica resultado de una sospecha de
infeccion:

o Frecuencia cardiaca >180 o <100 latidos/minuto
o Frecuencia respiratoria > 50 respiraciones/minuto en el recién
o nacido o bien > 40 respiraciones/minuto en el neonato

o Temperatura >38.5° C0<36°C

20



o Cuenta de leucocitos >34 x 10° células/mm?® en el recién nacido
mientras que en el neonato >19.5 x 10% 0 < 5 x 10® células/mm3
0 >10% de bandas
De eliminacién

¢ Que se trasladara a otro hospital fuera del D.F.

¢ Que los padres del nifio decidieran que abandone el estudio.

e Que el nifo presentara inestabilidad hemodinamica (hipotension,
necesidad de medicamentos vasoactivos, acidosis metabdlica, oliguria y
llenado capilar retardado) diagnosticada por el neonatélogo y que
decidiera que su paciente abandonara el estudio.

e Que el nifio requiriera mas de 48 horas de ayuno.

7.5 Tamaiho de muestra:
El tamano de muestra se calculd utilizando los datos de la interleucina 1-p de
lactantes que recibieron una vacuna tetravalente y que se alimentaron con una
férmula suplementada con DHA y AA realizado en la Unidad de Investigacion
Médica en Nutricién. %
Nivel de a: 0.05 Diferencia entre medias esperada: 25%
Nivel de : 0.20 Desviacion estandar: 1.140

n=__[Za-ZB (8)°
(WHo - pHa)
Sustituyendo

(1.645 + 0.84)*(1.140)> = 26 nifios por grupo.

(0.558)?
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Agregando un 15% por pérdidas al seguimiento, el tamafo de muestra

calculado es igual a 30 neonatos con sospecha de sepsis por grupo.

Al encontrar que las pérdidas excedieron el 15 % de la muestra calculada, se
decidio incrementar la captacion de pacientes y se calculd6 nuevamente el poder
estadistico, con la finalidad de identificar si los resultados observados en los datos
crudos eran reales o si el poder estadistico era insuficiente.

7.6 Calculo de poder estadistico por citocina

7.6.1 TNF-a
ny (DHA) = 27 basal, 27 dia 7, 25 dia 14
n; (AO) = 34 basal, 32 dia 7, 30 dia 14
X DHA TNF-a. : 38.5958 basal, 17.7169 dia 7, 17.1664 dia 14
D. E. DHA TNF-a: 95.2373 basal, 8.6957 dia 7, 8.7857 dia 14
X AO TNF-a: 28.0787 basal, 17.2522 dia 7, 17.1954 dia 14
D. E. AO TNF-a: 40.1276 basal, 5.8488 dia 7, 6.3955 dia 14
n=__[Za-ZB ()

(uHO - uHa)’

Despejando ZB= [(\n) d/ © ] -Za
Dia 7
ZB =[(N27) (17.2522 - 17.7169)]/ 8.6957) - 1.645
ZB =1[5.1962 (-0.4647)]/8.6957) -1.645 = (-2.4167/8.6957) - 1.645
=-0.2777 - 1.645 = -1.9227= area bajo la curva = 0.027
Poder =1 - 0.027 =0.973
~ 97%
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Dia 14
ZB =[(N27) (17.1954 - 17.1664)]/ 8.7857) - 1.645
ZB =1[5.1962 (-0.029)]/8.7857) - 1.645 = (-0.1507/8.7857) - 1.645
=0.0172 - 1.645 = -1.6278 = area bajo la curva = 0.052
Poder = 1 - 0.052=0.948
~ 95%

7.6.21L-1B

n{ (DHA) = 29 basal, 29 dia 7, 27 dia 14

ny (AO) = 33 basal, 32 dia 7, 30 dia 14

'x IL-1B para DHA = 4.3471 basal, 3.0218 dia7, 3.3894 dia 14

D. E. IL-1 B para DHA = 2.6574 basal, 1.9906 dia 7, 1.9425 dia 14
'x IL-1B para AO = 8.2415 basal, 3.0820 dia 7, 3.0312 dia 14

D. EIL-1 B para AO = 15.7155 basal, 1.8797 dia 7, 2.0414 dia 14

n=__ [Za0-ZB (8)]
(MHO - uHa)?

Despejando ZB= [(\n) d/ © ] -Za

Dia 7
ZB =[(\29) (3.0820 - 3.0218)]/1.9906) - 1.645
ZB3 =[(5.3852) (0.0602)]/1.9906) -1.645 = (0.3242 1/1.9906) - 1.645
=0.1629 - 1.645 =-1.4821 = area bajo la curva 0.069
Poder =1 -0.069 = 0.931
=~93%
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Dia 14
ZB =[(N29) (3.0312 - 3.3894)]/2.0414) - 1.645
ZB =[(5.3851)(-0.3582)/2.0414] -1.645 = (1.9289/2.0414) - 1.645
=-0.9449 - 1.645
= -2.5899 = area bajo la curva = 0.005
Poder =1 -0.005 = 0.995
=~99%

7.6.3 IL-6
ni (DHA) = 29 basal, 25 dia 7, 24 dia 14

n2 (AO) = 33 basal, 29 dia 7, 30 dia 14

‘X IL-6 para DHA = 57.4877 basal, 20.7511 dia7, 36.2496 dia 14

D. E. IL-6 para DHA = 65.5060 basal, 20.8958 dia 7, 63.9619 dia 14
x IL-6 para AO = 88.2091basal, 40.2595dia 7, 17.8982 dia 14

D. EIL-6 para AO =94.4858 basal, 71.1035 dia 7, 21.4122 dia 14

n=__ [Za-ZB (8)
(UHO - pHa)y?

Despejando ZB=[(Vn) d/ © ] -Za

Dia 7
ZB =[(\25) (40.2595 - 20.7511)])/71.1035) - 1.645
ZB =[5.3852 (19.5084)]/71.1035) -1.645 = (97.542/71.1035) - 1.645
=1.3718 - 1.645 = -0.2732= area bajo la curva = 0.394
Poder =1 -0.394 =0.61
~ 61%
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Dia 14

ZB =[(V25) (17.8982 - 36.2496)]/63.9619) - 1.645

Zp =[5.3852 (-18.3514)]/63.9619) -1.645 = (-91.757/63.9619) - 1.645
=-1.4346 -1.645 =-3.0796 = area bajo la curva = 0.001

Poder =1 -0.001 = 0.999
~ 99%
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7.7 Operacionalizacion de las Variables:

Variables
1) Demograficas

a) Género

b) Edad gestacional

c) Calificacion de Apgar

d) Edad posnatal

e) Peso

f) Longitud

g) Perimetro cefalico

h) Patologia de base

2) Independientes

a) Administracién de DHA 6 aceite

de oliva

3) Dependientes

a) citocinas TNF-q, IL-B e IL-6

Operacionalizacion

Definido como hombre o mujer de

acuerdo al fenotipo observado.

Establecida al nacimiento por la
escala de Capurro o Ballard y

registrada en el expediente.

Al minuto uno y al minuto cinco,

clasificando como < 8 0 28

Tiempo  cronolégico  transcurrido
desde el nacimiento hasta el ingreso

del estudio.

Masa corporal medida al ingreso del

estudio

Estatura medida en posicién supina al

ingreso del estudio

Circunferencia de craneo medida en
porciones mas prominentes del hueso
parietal

y occipital al ingreso del

estudio

Clasificacion de la enfermedad de
acuerdo al sistema afectado al

ingreso del estudio

Administracion de 100 mg de DHA o
200 pL de aceite de oliva una vez al
dia por via enteral por 14 dias a partir
del dia de diagnostico de sospecha de

sepsis.

Concentraciones plasmaticas de TNF-
a, IL-B e IL-6; al
diagnéstico de sepsis (basal), a los 7
y 14 dias por el método de ELISA.

(anexo 1)

momento del

Tipo de variable y unidades

Nominal: frecuencia

Cuantitativa: semanas

Nominal: frecuencia

Cuantitativa: dias

Cuantitativa: gramos

Cuantitativa: cm

Cuantitativa: cm

Nominal: frecuencia

Nominal
0 = aceite de oliva

1=DHA

Cuantitativa

pg/mL
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Variables
4) De confusién

a) Ingestion de leche humana

b) Tratamiento con antiinflamatorios

c) Gravedad del padecimiento al
ingreso del estudio

d) DHA tisular

e) Acidos grasos n-3 tisulares

f) Cuenta leucocitaria

g) Intervencion quirdrgica

h) Sobreinfeccién o reinfeccion

Operacionalizacion

Aporte de energia proveniente de la

leche humana.

Esteroideos (dexametasona e
hidrocortisona) o no esteroideos
(ketorolaco, proparacetamol, acido
acetilsalicilico)

Estimacion el estado de gravedad del
padecimiento del neonato al ingreso
del estudio por medio de la escala de
SNAP-Il  (Presion arterial media,
temperatura, relacién PO,/FiO,, pH en
suero, crisis convulsivas y uresis
horaria mi/kg/hr). Calificacion maxima
115 (Anexo 3)

Determinacion de la proporcion de
DHA tisular al ingreso

Determinacion de la proporcion de
acidos grasos al momento del ingreso
Determinaciéon de la cuenta de
leucocitos al momento del ingreso, a
los 7y 14 dias.

Intervenciéon quirdrgica durante el
estudio

Presencia de un nuevo evento
infeccioso durante el tiempo de
estudio por un  microorganismo
diferente o por el mismo
microorganismo.

Tipo de variable y unidades

Cuantitativa continda
Kcal/kg/dia
Nominal: frecuencia

Cuantitativa continua:
Duracién en dias

Cuantitativa
discreta

Cuantitativa %

Cuantitativa %

Cuantitativa
células/mm®

Nominal: frecuencia

Nominal: frecuencia
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7.8 Procedimientos:

7.8.1 Captacion de pacientes.

Se pasoé visita diariamente en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales del
Hospital de Pediatria Centro Médico Nacional Siglo XXI para la identificacion de
los candidatos que cumplieran con los criterios de inclusion. Una vez identificados,
se informd a los padres acerca de los objetivos y procedimientos del estudio
incluyendo los posibles riesgos y beneficios, solicitando por escrito su
consentimiento informado para la participacion del su hijo. Anexo 5

7.8.2 Asignacion aleatoria.

Los pacientes se asignaron en forma aleatoria a recibir DHA (grupo DHA) o aceite
de oliva (grupo AO) mediante tablas de numeros aleatorios dispuestos en sobres

cerrados por un investigador no involucrado en el trabajo de campo.

7.8.3 Toma de muestra sanguinea.

Se tomd una muestra de 2.5 ml de sangre venosa periférica en un tubo con EDTA
por la manana del dia en que se presentaron datos de respuesta inflamatoria
sistémica, posteriormente a los 7 y 14 dias. Siempre que fue posible se colecto la
muestra cuando se obtenia sangre para otras determinaciones.

7.8.4 Calculo de dosis de DHA

La dosis de DHA se calcul6 siguiendo las recomendaciones de la Unién Europea
que establecié como recomendacién maxima el 1% del total de acidos grasos
como n-3 LC-PUFA 6 DHA imitando las concentraciones reportadas para la leche

humana. Si la leche humana contiene entre 3-5 g de lipidos/dL, para un nifio de
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término que consume 60 mL/8 veces al dia equivale a 240 mg de DHA/dia y a 100

mg de DHA/dia para un nifio pretérmino que consume 25 mL/8 veces al dia. *

7.8.5 Administraciéon de DHA y AO

El dia de la primera toma de muestra se inicio la administracion de 100 mg de
DHA/dia o de aceite de oliva cada 24 hrs durante 14 dias, ésta fue proporcionada
mediante una jeringa de insulina por sonda orogastrica (SOG) o por via bucal a
nivel de los carrillos inmediatamente antes de la alimentacién del neonato para
favorecer el arrastre completo de la dosis. El costo por cada capsula de DHA de

100 mg es de 0.33 ddlares incluyendo IVA.
7.8.6 Cegamiento.

Este estudio fue doble ciego. El médico tratante desconocia el tipo de intervencion
que recibia su paciente, para evitar ser susceptible de sesgos en el manejo
médico. La persona que proceso las muestras también ignoré la intervencién ya

que la muestra sélo se identifico como numero de expediente.
7.8.7 Tipo de muestreo.

No probabilistico consecutivo, es decir, se captaron a todos los pacientes que

ingresaron a la UCIN y que cumplieron los criterios de inclusion.
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7.8.8 Procesamiento de las muestras.

La muestra fue centrifugada para separar el plasma donde se determinaron las
citocinas en los primeros 30 minutos de recoleccion, posteriormente se

almacenaron hasta su determinacion.

Las citocinas se descongelaron a temperatura ambiente y se determinaron por
inmunoanalisis ligado a enzimas (ELISA) basado en fase sdélida con estuches
comerciales (Quantikine Human Immunoassay, R&D systems inc Mineapolis USA)
con un lector de placas FL 600 Microplate fluorescente reader (Bio-tekistruments

Inc. Winooski, VT USA). Anexo 1
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8. Analisis estadistico:

Analisis estadistico descriptivo.

Los datos se capturaron y analizaron en el programa SPSS version 11 y en
MINITAB version 14. Los datos cuantitativos se muestran como medianas, minimo
y maximo, debido a que no mostraron distribucion normal. Los datos nominales se

muestran como frecuencias y proporciones.
Analisis estadistico inferencial.
a) Bivariado

Para realizar las comparaciones entre el grupo DHA y AO se aplicé la prueba de U
de Mann-Whitney. Para analizar las variables nominales se aplicé la prueba de
Fisher bilateral. Cuando se incluyé en las comparaciones al grupo de nifios que
fallecieron se aplico la prueba de Kruskal-Wallis para las variables cuantitativas y
x® para variables nominales. Ademas, se realizé un analisis de intencion a tratar

donde se incluyeron los decesos.
b) Multivariado

Para analizar las diferencias de citocinas entre el diagnostico y dia 7, y entre el
diagndstico y dia 14, controlando por potenciales confusores se aplico la prueba

de ANOVA para mediciones repetidas.

La significancia estadistica se establecié con p < 0.05.
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9. Aspectos éticos

Se explico ampliamente los procedimientos en forma verbal y escrita a los

padres de familia como:

1.

2.

El objetivo del estudio.

Posibles riesgos

Derecho a abandonar el estudio en cualquier momento sin que ello
afectara su atencion médica en el servicio.

Se aseguro la confidencialidad de la identificacion del paciente en el
estudio.

Se les dio el tiempo suficiente a los padres para tomar su decisién no
excediendo del mismo dia.

Se les explico quien era el responsable a quien podian dirigirse y
quien les explicaria todas sus dudas en el momento de ingreso y
durante el estudio.

Se solicité la firma de dos testigos

La carta de consentimiento fue redactada de acuerdo a las disposiciones de

la Declaracién de Helsinki y el Reglamento de la Ley General de Salud en

Materia de Investigacion. (Anexo 16.6)

40, 41, 42

Este proyecto fue autorizado por el Comité de Investigacion y Etica del

Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI con el numero:

2005/3603/038.
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10. Resultados:

Se estudiaron 78 neonatos con sospecha de sepsis. Sesenta y tres neonatos
completaron el estudio, de los cuales 29 recibieron DHA y 34 aceite de oliva.
Fueron eliminados 15 neonatos, 2 de ellos por ayuno mayor de 48 horas y otros 2
neonatos por muestra de sangre insuficiente en dos tiempos de estudio. Los otros
11 neonatos se separaron del analisis de citocinas, 10 por defuncién en la primera
semana de estudio y uno de ellos en la segunda semana de estudio. La principal
causa de defuncion fue choque séptico (72.8%), seguido de choque cardiogénico
(27.2%) (Cuadro1). La gravedad evaluada por SNAP Il fue mayor en estos
pacientes respecto a los pacientes que completaron el estudio (decesos 24, 5 — 35
vs. Grupo DHA 16, 0-35 y grupo AO 16,0-35, p = 0.008). Completaron el estudio
cuarenta y un neonatos en la UCIN del Hospital de Pediatria, 20 en el servicio de
lactantes del mismo hospital y 2 de ellos en su Hospital General de Zona

(Troncoso y Hospital de Ginecoobstetricia “Luis Castelazo Ayala”).
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Cuadro 1. Pacientes eliminados por defuncion

Expediente  Grupo Sexo Diagnéstico ingreso Diagnéstico defuncién Dias SNAP Il
estudio
4 DHA Masculino Conexién andmala total de venas Choque cardiogénico 14 29
pulmonares
16 DHA Masculino  Estenosis valvula pulmonar Choque séptico 2 5
18 AO Femenino Doble via salida ventriculo derecho Choque séptico 6 16
23 AO Masculino  Hernia de Bochdaleck Choque séptico 2 35
30 AO Masculino  Salida Unica de ventriculo derecho Choque séptico 3 24
38 AO Femenino  Ventriculo derecho hipoplasico Choque cardiogénico 5 24
54 DHA Femenino  Conducto arterioso persistente Choque séptico 7 35
56 DHA Masculino  Coartacién adrtica Choque séptico 1 24
58 AO Femenino  Hipoplasia arco aértico Choque séptico 2 32
61 DHA Masculino  Comunicacion inter auricular, Choque cardiogénico 2 35

hipertension arterial pulmonar grave

62 AO Masculino  Displasia bronco pulmonar Choque séptico 4 24
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10.1 Variables demograficas. Predominé el sexo masculino en los tres grupos.
La calificacion de Apgar al minuto uno en los tres grupos tendié a ser menor de 8
mientras que al minuto cinco hubo una recuperacién observando una calificaciéon
mayor o igual a 8, sin diferencia entre grupos. Al ingreso del estudio, la edad
gestacional, el peso, longitud y perimetro cefalico fueron similares entre los
grupos. La patologia de base mas frecuente en los grupos de estudio fue
cardiovascular, solo se reportdé un caso de neoplasia, sin diferencias significativas
entre los grupos. Dentro de la patologia cardiovascular se incluyen tanto
cardiopatias de flujo pulmonar aumentado, como disminuido, entre ellas se
encontraron: conexién andmala de venas pulmonares, ventriculo derecho
hipoplasico, doble via de salida de ventriculo derecho, tetralogia de Fallot,
enfermedad de Ebstein, ventriculo Unico, tronco arterioso, valvulopatias,
comunicacioén interventricular y transposicién de grandes vasos. Se clasificé como
patologia pulmonar a aquellas que afectan no sélo la estructura anatémica sino
que comprometen la funcidn respiratoria, entre ellas se encontraron la secuencia
de Pierre Robin, hernia de Bochdaleck, estenosis de bronquio, estenosis traqueal
y paralisis diafragmatica. Dentro de la patologia gastrointestinal se clasifico a la
Enfermedad de Hirschprung, la asociacién VACTER porque su principal afeccién
es la atresia esofagica y la enfermedad por reflujo gastroesofagico. A nivel
neurolégico se consider6 como principal patologia la asfixia perinatal y sus
complicaciones como hemorragia intraventricular e hidrocefalia; asi como a la
enfermedad de Chiari. La neoplasia reportada corresponde a un tumor mixoide

que requirio de derivaciéon ventriculo-peritoneal por hidrocefalia (Cuadro 2).

35



Cuadro 2. Caracteristicas de la poblaciéon

DHA AO Valor Decesos Valor

n=29 n=34 de P* n=11 de P'
Al nacer
Género'

Masculino 16 (55.2) 21 (61.8) 8 (72.7)

Femenino 13 (44.8) 13 (38.2) 0.596° 3(27.3)  0.590°
Edad gestacional, semanas 2 37,28 - 41 37,27 -40 0.337* 37,30-42 0.664°
Apgar1

Min. 1,<8 16 (66.7) 19 (65.5) 0.930° 9 (100)

>8 8 (33.3) 10 (34.5) 0 0.116°

Min. 5, < 8 5 (20.8) 7 (24.1) 3(33.3)

>8 19 (79.2) 22 (75.9) 0.775° 6(66.7)  0.757°
Al ingreso
Edad postnatal, dias? 23,7-56 22,1-65 0.934* 21,8-60  0.981°
Peso, gramos® 2800, 1200-4300 2800, 1100 -3 700 0.994*  2800,1400-3900  0.994°
Longitud, cm? 47.9, 40 - 56 47.9,41-54 0.573* 49.4,38-59  0.957°
Perimetro cefalico, cm? 32.7, 25-36 32.8,27-38 0.882* 32,27-36  0.682°
Patologias de base'

Cardiovascular 16 (55.2) 18 (52.9) 1.000° 9(81.8)  0.097°

Pulmonar 4 (13.8) 5 (14.7) 1.000° 2(10.2) 09417

Gastrointestinal 5(17.2) 5 (14.7) 0.721° 0  0.349°

Neuroldgica 3(10.3) 6 (17.6) 0.488° 0 0277°

Neoplasias 1(3.4) 0 0.460° 0  0455°

'Frecuencia (%) ’Mediana e Intervalo  °X*  “U- Mann Whitney °Fisher  °Kruskal Wallis

* Comparaciones entre grupo DHA y AO

T Comparaciones entre el grupo DHA, AO y decesos
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10.2 Microorganismos aislados. Se confirmd sepsis con aislamiento de
microorganismo en hemocultivo en 43 neonatos, en uno de ellos ademas del
aislamiento en sangre se confirmé también en liquido cefalorraquideo (Serratia
marcences). El principal microorganismo aislado fue Estafilococo coagulasa
negativo (SNC), seguido de Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae). En 20
neonatos no se logré aislamiento, unicamente se realizé el diagndstico de sepsis

clinica (Cuadro 3).

Cuadro 3. Principales microorganismos aislados por grupo

Microorganismo DHA' AO' Valor de P?
h=29 n =34
Estafilococo coagulasa negativo 7((24.1) 11(324) 0.580
Klebsiella pneumoniae 7 (24.1) 1(2.9) 0.019
Enterobacter cloacae 2 (6.9) 1(2.9) 0.590
Citrobacter freundii 0 1(2.9) 1.000
Staphylococcus aureus 3 (10.3) 1(2.9) 0.326
Serratia marcences 1(3.4) 2(5.9) 1.000
Candida parapsilosis 1(3.4) 0 0.460
Enterobacter aerogenes 1(3.4) 2(5.9) 1.000
Escherichia coli 0 2 (5.9) 0.495
Sin aislamiento 7(24.1) 13(38.2) 0.284

'Frecuencia (%) °Fisher
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10.3 Citocinas

En el cuadro 4 se describen las concentraciones plasmaticas (datos crudos) de

cada una de las citocinas en el tiempo basal (dia del diagndstico), al dia 7 y dia

14, respectivamente.

Cuadro 4. Concentraciones plasmaticas de citocinas

Citocina Diade Grupo Grupo Valor de P?
estudio
DHA' AQ’

TNF-a Basal 15.98, 10.46 - 511.65 16.95, 10.68 - 241.85 0.862
7 14.42, 8.30 - 49.15 14.55, 10.68 - 31.24 0.814

14 12.56, 9.03 - 41.85 15.26, 10.23 - 34.35 0.403

IL-1B Basal 3.00, 1.18 - 10.07 3.46, 0.80 - 81 0.611
7 2.64,0.85-10.07 2.49,1.06 - 8.27 0.988

14 2.77,0.68 - 8.15 2.68, 0.64 - 10.36 0.438

IL-6 Basal 31.84, 4.46 - 304.51 48.60, 5.94 - 328.83 0.117
7 11.67, 3.17 - 84.08 17.08, 1.74 - 287.81 0.282

14 13.89, 2.87 - 304.51 9.19, 1.14 - 89.71 0.492

! Mediana, intervalo

% Prueba de U-Mann Whitney

38



10.3.1 Factor de necrosis tumoral- a: Se observd en ambos grupos una
reduccion significativa de las concentraciones plasmaticas de TNF-a de la

determinacién basal al dia 7, y de la determinacion basal al dia 14, sin encontrar

diferencias entre ellos (Grafica 1; cuadro 4).

Grafica 1. Concentraciones plasmaticas de TNF-a
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10.3.2 Interleucina 1B. El comportamiento fue similar al de TNF-a ya que las
concentraciones plasmaticas de IL-13 en ambos grupos disminuyeron
significativamente de la determinacién basal al dia 7 y de la determinacion basal al

dia 14, sin diferencia entre grupos (Grafico 2; cuadro 4).

Grafica 2. Concentraciones plasmaticas de IL-13
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10.3.3 Interleucina 6. El patron de las citocinas mencionadas también se present6
en las concentraciones plasmaticas de IL-6, las cuales se redujeron durante la
primera semana, observandose en concentraciones similares en la segunda
semana en ambos grupos, sin mostrar diferencias significativas entre ellos

(Grafica 3; cuadro 4).

Grafica 3. Concentraciones plasmaticas de IL-6
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10.4 Analisis de intencion a tratar. Se realizé un analisis de intencién a tratar

para cada paciente en relacion a cada citocina. En él se incluyd a los sesenta y

tres pacientes que completaron el estudio, asi como a los once decesos. Se

consider6 como mejoria la reduccion de las concentraciones plasmaticas de la

determinacién basal al dia 14, asi como de la determinacion basal al dia 7, y sin

mejoria a los nifos cuyas concentraciones de citocinas no disminuyeron o se

incrementaron. En el grupo sin mejoria se agregaron a los decesos por tipo de

suplementacion. El resultado fue similar a lo que se observo en los pacientes que

completaron el estudio; al incluir el grupo de decesos no se observaron diferencias

entre los grupos.

Cuadro 5. Analisis de intencioén a tratar

GRUPO
DHA'n=34 AO'n=40 Valor de P?
Citocina y tiempo de estudio
Mejoria No mejoria Mejoria No mejoria

TNF-o, dia 14 - 1 19 (55.9) 15 (44.1) 22 (55) 18 (45) 1.000
TNF-a, dia 7 - 1 17 (50) 17 (50) 21 (52.5) 19 (47.5) 1.000

IL-1B, dia 14 - 1 20 (58.8) 14 (41.2) 25 (62.5) 15 (37.5) 0.814

IL-1B, dia 7 — 1 23 (67.6) 11 (32.4) 25 (62.5) 15 (37.5) 0.807

IL-6, dia 14 — 1 20 (58.8) 14 (41.2) 30 (75) 10 (25) 0.212

IL-6, dia 7 - 1 24 (70.6) 10 (29.4) 25 (62.5) 15 (37.5) 0.622

'Frecuencia (%) *Fisher
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10.5 Variables confusoras. El grupo DHA recibié un mayor aporte de leche de la
propia madre comparado con el grupo que recibi6 aceite de oliva. No se
encontraron diferencias en el uso de anti-inflamatorios, en la gravedad del
padecimiento evaluado con la escala SNAP-II, en el contenido tisular de DHA o del

total de acidos grasos omega 3 al ingreso.

Durante el estudio se presentaron nuevos eventos que pudieron desencadenar
una respuesta inflamatoria adicional a la sepsis como una  cirugia vy
sobreinfeccion. Diez neonatos requirieron cirugia durante la segunda semana de
estudio, tres del grupo DHA (esternotomia, esofagostomia y funduplicatura-
gastrostomia) y siete del grupo AO (cuatro esternotomias, una traqueostomia, una
fistula sistémica pulmonar y un cierre de conducto arterioso). Las sobre
infecciones correspondieron a un caso de neumonia en el grupo DHA y a una
infeccion de herida quirurgica en el grupo AO ambas ocurrieron durante la

segunda semana de estudio (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Variables confusoras.

Grupo DHA Grupo AO Valor de
P
n=29 n=34
Al ingreso del estudio:
Gravedad del padecimiento (SNAP II)2 16,0-35 16,0-35 0.785"
DHA tisular, % 3.3,1-11.3 3.1,1.5-15 0.832*
Acidos grasos n-3 tisulares, % 3.6,1-124 3.515-17 0.987*
Cuenta leucocitaria®, células/mm?® 12300, 3750 - 27 200 14 050, 2 080 - 37 800 0.310*
Durante el estudio:
Anti-inflamatorios

a) Esteroideos’ 14 (48.3) 11 (32.4) 0.198°
Duracién, dias® 2,1-4 2,1-11 0.647*
b) No esteroideos’ 20 (69) 18 (52.9) 0.195°
Duracién, dias® 4,2-13 6,2-13 0.119*

Ingestion de leche humana, kcal/kg/d?
12. Semana 35.5,1.3 - 131 0.59,0 -435 <0.001"
22 Semana 62.2,0 - 146.1 0.31,0-57.8 <0.001"
Intervencion quirtrgica durante estudio’ 3(10.3) 7 (20.6) 0.319°
Sobreinfeccion’ 1(3.4) 1(2.9) 1.000°

' Frecuencia (%) ?Mediana, intervalo 3y 2 *U-Mann Whitney  °Fisher bilateral
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10.6 ANOVA para mediciones repetidas para controlar por potenciales
confusores

Al realizar las comparaciones con mediciones repetidas controlando por los
potenciales confusores, se encontr6 que hubo wuna reduccion de las
concentraciones plasmaticas de IL-1B y de IL-6 a través del tiempo en el dia 7 y 14
respecto a los valores basales. Después de controlar por la gravedad del
padecimiento, cuenta leucocitaria, ingestion de leche humana, intervencion
quirurgica, sobreinfeccién y uso de antiinflamatorios hubo una reduccién mayor en
las concentraciones de IL-13 en el grupo DHA (-3.124 pg/mL; p = 0.02),
comparado con el grupo AO, mientras que para las concentraciones de IL-6 hubo
una tendencia estadistica hacia la reduccién en el grupo DHA (-18.82 pg/mL; p =
0.08) comparado con el grupo AO; sin embargo, en el TNF-a no se observo
ningun efecto a través del tiempo o entre grupos (Cuadro 7,8y 9).

En los modelos lineales generalizados para realizar la ANOVA para mediciones
repetidas también se incluyeron el contenido tisular de DHA al ingreso del estudio,
la relacion omega6:omega3 tisular, la prematurez, el uso de ventilador y la
duracion de la misma sin encontrarse diferencias en el efecto en el tiempo y en las

diferencias entre grupos.
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Cuadro 7. ANOVA para mediciones repetidas

Variable dependiente IL-1

Termino Coeficiente SE Coeficiente T ValordeP
Constante 5.898 2.349 2.51 0.013
SNAP I 0.00047 0.05878 0.01 0.994
Leucocitos, cél/mm?® -0.000092 0.000087 -1.06 0.290
Leche humana, kcal/kg 0.02132 0.02482 0.86 0.392
Uso de antiinflamatorios -0.9030 0.8754 -1.03 0.304
Intervencion quirdrgica -1.281 1.897 -0.67 0.501
Sobreinfeccion -0.854 3.453 -0.25 0.805
Con post-prueba de

Dunnet
Diferencia SE de la T ValordeP
medias diferencia ajustado

Tiempo
*Dia 7 -3.426 1.575 -2.176 0.0289
*Dia 14 -3.933 1.791 -2.196 0.0275
**Grupo DHA -3.124 1.542 -2.025 0.0224

* comparado con el basal

** comparado con grupo AO
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Cuadro 8. ANOVA para mediciones repetidas

Variable dependiente IL-6

Termino Coeficiente SE Coeficiente T Valor de P
Constante 14.37 20.78 0.69 0.490
SNAP I 0.0648 0.5138 -0.13 0.900
Leucocitos, cel/mm?® 0.000421 0.000764 0.55 0.582
Leche humana, kcal/kg -0.0686 0.2133 -0.32 0.748
Uso de antiinflamatorios -11.794 8.217 -1.44 0.154
Intervencién quirurgica -8.85 16.18 -0.55 0.585
Sobreinfeccion 66.97 34.69 1.93 0.056
Con post-prueba de
Dunnet
Diferencia SE de la T Valor de P
medias diferencia ajustado
Tiempo
*Dia 7 -33.31 13.96 -2.387 0.0174
*Dia 14 -43.21 15.53 -2.782 0.0060
**Grupo DHA -18.82 13.46 -1.398 0.0822

* comparado con el basal

** comparado con grupo AO
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Cuadro 9. ANOVA para mediciones repetidas

Variable dependiente TNF-a

Termino Coeficiente SE Coeficiente T ValordeP
Constante -3.24 13.36 -0.24 0.808
SNAP I -0.2815 0.3364 -0.84 0.404
Leucocitos, cel/mm?® 0.000637 0.000504 1.26 0.208
Leche humana, kcal/kg -0.1231 0.1479 -0.83 0.407
Uso de antiinflamatorios -7.389 5.340 -1.38 0.169
Intervencion quirdrgica -1.63 10.85 -0.15 0.881
Sobreinfeccion 0.37 19.84 0.02 0.985
Con post-prueba de

Dunnet
Diferencia SE de la T ValordeP
medias diferencia ajustado

Tiempo
*Dia 7 -11.71 9.172 -1.277 0.1713
*Dia 14 -10.09 10.345 -0.975 0.2660
**Grupo DHA 9.033 8.832 1.023 0.8459

* comparado con el basal

** comparado con grupo AO
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11. Discusion.

Los resultados de este trabajo muestran un efecto positivo de la administracion
enteral del DHA sobre la respuesta inflamatoria de neonatos con sepsis. Esto se
aprecia por una reduccién mayor de las concentraciones plasmaticas de IL-13 en
los neonatos que recibieron DHA comparados con aquellos que recibieron aceite
de oliva, a los dias 7 y 14 de suplementacion.

Estos resultados son similares a los de Tomobe y cols., quienes reportaron la
reduccion en la expresion del mRNA de IL-6 e IL-1B en orejas de ratones
sensibilizadas con 2,4 dinitro-1-fluorobenceno; y con los de Mayer y cols., que
encontraron una elevacion 30% menor de IL-1p y TNF-a en monocitos
estimulados de adultos sépticos quienes recibieron 35 g/dia de acidos grasos n-3
por NPT comparados con los que recibieron acidos grasos n-6.2>*' De manera
analoga Weiss y cols., encontraron que la administracion de 10 g de aceite de
pescado, rico en acidos grasos n-3, por NPT durante 5 dias post-cirugia resulté en
menores concentraciones de IL-6 plasmaticas que en las concentraciones
determinadas en el grupo control. **

Con respecto al TNF-a en nuestro estudio no encontramos ningun efecto de la
suplementaciéon con DHA, probablemente debido a que esta citocina no es un
buen indicador de la respuesta inflamatoria como lo son sus receptores solubles
sTNFR1 y sTNFR2; esto fue propuesto por Rumalla y cols., quienes reportaron en
pacientes con falla cardiaca que las concentraciones del sTNFR2 fueron mas altas

en el grupo con falla cardiaca comparado con un grupo sin falla cardiaca, mientras

que las concentraciones de TNF-a no fueron diferentes entre los grupos.*
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Nuestros hallazgos son también consistentes con los encontrados en otros
modelos de respuesta inflamatoria, como en el estudio de Espersen y cols.,
quienes reportaron una disminucion significativa de las concentraciones
plasmaticas de IL-B mientras que no se presentaron diferencias en las
concentraciones de TNF-a en pacientes con artritis reumatoide que recibieron 3.6
g de acidos grasos n-3 durante 12 semanas.*®

Interesantemente en los estudios referidos previamente, la intervencion con acidos
grasos n-3 se realizo por diferentes periodos de tiempo antes de la exposicion a la
infeccion, o bien con altas dosis por NPT. A nuestro conocimiento no existen
reportes del efecto de la administracion de DHA por via enteral durante la sepsis
sobre las concentraciones de TNF-q, IL-1B e IL-6 en neonatos, es decir cuando ya
se habia disparado la respuesta inflamatoria. Esto es sumamente trascendente
porque sugiere que se puede proporcionar el efecto benéfico de los acidos grasos

n-3 incluso en aquellos sujetos quienes ya presentan cuadro infeccioso.

Dentro de las limitaciones del presente estudio consideramos que el grupo que
recibié aceite de oliva no cumplié totalmente la funciéon de placebo, por lo que
reconocemos que no fue un control adecuado ya que se ha demostrado que este
aceite tiene también ciertas propiedades anti-inflamatorias al inhibir la sintesis de
acido araquidonico, de prostaglandina E, y de tromboxano A;; sin embargo, a
pesar del efecto modulador del aceite de oliva, en nuestro estudio encontramos
menores concentraciones de citocinas en el grupo DHA. Es probable que las

propiedades anti-inflamatorias del aceite de oliva actuen por mecanismos
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diferentes o por lo menos que la intensidad de su efecto sea menor que la de los

acidos grasos n-3.4¢:47:48.49

Nuestros resultados, obtenidos de la administracion enteral de DHA durante la
sepsis, son comparables con los de otros estudios en los que los acidos grasos n-
3 se administraron a sujetos con sepsis pero por NPT.?% 313233 | 5 diferencia con
estos estudios es que nuestros resultados sugieren que se pueden proporcionar
los beneficios de estos acidos grasos a sujetos con cuadros infecciosos que no

son candidatos a este tipo de alimentacion (NPT).

En el presente trabajo no se observaron efectos colaterales que pudieran ser
atribuidos a la suplementacién con acidos grasos en ninguno de los dos grupos
como sangrado asociado a la inhibicion de tromboxano A;. Este eicosanoide
participa en la formacion del tapdén plaquetario. Al respecto estudios en adultos en
los que se administré 1.2 g y 1.89 g de DHA durante 1 mes han demostrado que
no existen cambios en la funcién plaquetaria ni en el tiempo de sangrado.so’ > De
manera analoga se ha reportado en prematuros suplementados durante cinco
semanas con una féormula rica en aceite de pescado con alto contenido de EPA
(2.7%), tiempos de sangrado mas largos comparados con los nifios que recibieron

una férmula estandar, aunque dentro de limites normales.>?

Por otro lado, tampoco se reportaron incidentes en cuanto a la administracion de
una sustancia oleosa, so6lo se presentd un caso de sobre infeccién por neumonia
en el grupo DHA y no correspondié a los nifios que recibieron el suplemento por

via bucoenteral.
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El efecto del DHA en la respuesta inflamatoria es importante porque sugiere que
su suplementacion favorece una respuesta inflamatoria atenuada, pero suficiente
para enfrentar el reto infeccioso. Sin embargo, lo anterior tendra que ser

demostrado con un disefio apropiado.

En resumen, el presente estudio proporciona evidencias de que la administracion
de DHA por via enteral en situaciones en que la respuesta inflamatoria ya se
encuentra activada, disminuye las concentraciones de citocinas IL-1p y tiende a la
reduccion de IL-6, lo que se puede traducir como una modulaciéon de dicha

respuesta.

52



12. Conclusion.

En el presente estudio la administracion del DHA por via enteral durante la sepsis

disminuyo las concentraciones plasmaticas de IL-13 en neonatos.
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13. Recomendaciones.

1. Para futuros estudios, seria conveniente incluir un tercer grupo que sea un
verdadero placebo, donde no se administre nada que module la respuesta
inflamatoria y asi determinar el efecto positivo del DHA sin la subestimacion
que pudo generar el aceite de oliva.

2. La determinacion de receptores solubles para TNF-a en lugar de TNF-q,
podria ser un mejor indicador de la respuesta inflamatoria.

3. Hacen falta mas estudios epidemiolégicos o ensayos clinicos fase lll para
confirmar el efecto benéfico de la administracién del DHA a neonatos con
datos de respuesta inflamatoria sistémica sugerentes de sepsis para

atenuar las concentraciones de citocinas plasmaticas.
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15. Anexos.

1. Inmuno-ensayo para determinacion cuantitativa de concentraciones de TNF-a,
IL-18 e IL-6 humana en cultivos celulares, suero y plasma

2. DHA en eritrocitos. Separacion de lipidos y determinacién del perfil de lipidos.
3. SNAP Il (Simplified newborn illness severity and mortality risk)

4. Técnicas antropométricas

5. Consentimiento informado

6. Hoja de recoleccion de datos

7. Hoja de enfermeria.
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1. Inmuno-ensayo para determinacidon cuantitativa de concentraciones de

TNF-qa, IL-1B e IL-6 humana en cultivos celulares, suero y plasma

Coleccion de muestras y almacenaje

Cultivos celulares: se remueven particulas por centrifugacion y se hace el ensayo
inmediatamente, o se almacenan a una temperatura < - 20 C. Evitar repetir ciclos
de congelar-descongelar.

Suero: se utiliza un tubo separador de suero y se permite la coagulacién de las
muestras 30 minutos antes de la centrifugacion por 15 minutos aproximadamente
a 1000 por g. Se remueve el suero y se coloca en un tubo de ensaye
inmediatamente o se almacena a < - 20 C. Evitar repetir ciclos de congelar-
descongelar.

Plasma: se colecta plasma usando citrato, Heparina o EDTA como anticoagulante.
Se centrifuga por 15 min. a 1000 r.p.m. en los primeros 30 minutos de coleccién.
Se coloca en un tubo de ensaye inmediatamente o se almacena a < - 20 C. Evitar

repetir ciclos de congelar-descongelar.
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Preparacion de reactivos
Tener reactivos a temperatura ambiente antes de su uso.
Buffer de lavado: si se forman cristales en el concentrado, se aplica calor y mezcla
suavemente hasta que estos se hayan disuelto. Diluir 20 mL del Buffer
concentrado en agua destilada para preparar 500 mL de solucién.
Soluciéon de substrato: se mezclan reactivos de color A y B en volumenes iguales
15 minutos antes de usarse. Proteger de la luz. Se requiere utilizar 450 pL para
TNF- a, 350 yL para IL-1B y 250 pL para IL-6 de la mezcla resultante.
TNF-qa, IL-1B8 e IL-6 estandar: reconstituir TNF-a, IL-1B e IL-6 estandar con 5 mL
de diluyente calibrador RD5 para cultivos celulares y RD6C para suero o plasma,
esto origina 250 pg/mL de soluciéon de almacenaje. Permitir asentamiento del
estandar por 15 minutos como minimo con agitacion gentil antes de efectuar las
diluciones.
Pipetear 500 uL del calibrador diluyente correcto dentro de cada tubo. Usar la
solucion de almacenaje. Mezclar cada tubo antes de la siguiente transferencia. La
solucion no diluida de TNF-q, IL-1B e IL-6 sirve como el estandar alto (250 pg/mL)
y el calibrador correcto como estandar cero (0 pg/mL).
Procedimiento del ensayo

1. Preparar reactivos y estandares.

2. Remover exceso de tira de microplacas.

3. Para suero o plasma, agregar 50 pL de diluyente de ensayo RD1C a cada

recipiente. Mezcle antes y durante su uso.
4. Para cultivos celulares inicie en el paso tres.

5. Aspirar y lavar tres veces.
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6. Agregar 200 pL conjugados en cada recipiente, para suero o plasma
incubar 2 horas a temperatura ambiente, para cultivos celulares incubar 1
hora.

7. Aspirary lavar tres veces.

8. Agregar 200 uL de solucion de substrato a cada recipiente, incubar 20
minutos y proteger de la luz.

9. Agregar 50 uL de solucién de sustrato a cada recipiente. Leer a 450 nm a
los 30 minutos. Correcciéon A a 540 o 570 nm.

Calculo de resultados

Promedio de las lecturas duplicadas de cada estandar, control y muestra, y
resta del promedio estandar cero de la densidad optica.

Se crea una curva estandar por reduccion de datos, usando un software capaz de
generar 4 parametros logisticos. Como alternativa, se puede construir una curva
utilizando la media de absorcién de cada estandar en el eje de las 'y en el eje x la

concentracion
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2. DHA en eritrocitos. Separacion de lipidos y determinacion del perfil de

lipidos.

Una vez separados los leucocitos, los eritrocitos depositados en un tubo se
lavan de 3-5 ocasiones con solucion fisiolégica aforado al volumen
sanguineo, a 2500 rpm por 15 min., posteriormente depositan en un vial
eppendorf para congelarse a —=70°C.

Para su determinacion, los eritrocitos se descongelan lentamente y los
acidos grasos se extraen con isopropanol y hexano (4.5 y 6 mL,
respectivamente). Se agrega una solucion antioxidante (hidroxitolueno
butilado 20 mg en 10 mL de hexano) y se mezclan con un vortex por 10
min. Posteriormente se centrifuga a 2000 rpm (1200 g) x 5 min. a 4°C.
Después se usa un flujo de nitrégeno para acelerar la extraccion.
Posteriormente se metilaran los acidos grasos.

La metilacién de acidos grasos se realiza de la siguiente manera: Por cada
20 mg de lipidos, se agrega 1 mL de metanol (MeOH) y 1 mL de acido
clorhidrico 3 Normal en metanol (Acido Clorhidrico Metandlico) + 50 mL de
una solucién de hexano con C17 (acido margarico) como estandar interno,
la cual se prepara con 1.33 mg de C17/mL de hexano.

Se incuba en el termoblock a 90°C durante 1 hora y se deja enfriar a
temperatura ambiente. Se agrega poco a poco una mezcla en polvo de
cloroformo, metanol, y sulfuro (2:2:1) hasta observar el desprendimiento de

biéxido de carbono (se observan burbujas).
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Se agrega 1 mL de hexano, se agita y luego se centrifuga a 2000 rpm
durante 5 minutos para separar la fase organica (fase superior), la cual se
coloca en otro tubo.

La fase organica se evapora con nitrégeno y se agrega 1 mL de hexano.
Para identificar cada acido graso, se separan con una columna de 100 mm
empacada con CP-Sil 88% después de 2 dias en un cromatégrafo de gases

(Hewlett Packard 5890 series Il. Avondale, PA).
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3. SNAP Il (Simplified newborn illness severity and mortality risk score)

Escala empleada en el recién nacido para evaluar la gravedad de la enfermedad y
el riesgo de mortalidad. Las variables que la componen son: presion arterial
media, temperatura, presion de oxigeno (PO2) medida en mm/Hg. ademas de la
fraccion inspirada de oxigeno (FIO2) expresada en porcentaje, empleada en caso
de ventilacion asistida; pH sérico, y la uresis horaria cuantificada en ml/hr. La

calificacion maxima corresponde a 115.%

Cuadro 10. SNAP Il (Simplified newborn iliness severity and mortality risk

score)

SNAP Il (Simplified newborn iliness severity and mortality risk score)

Variable Puntaje
Presion arterial media 20-29 mm Hg. 9
Presion arterial media < 20 mm Hg. 19
Temperatura corporal baja 35 - 35.5°C 8
Temperatura corporal baja < 35°C 15
Relacion PO,/Fio, 1.0 - 2.49 5
Relaciéon PO,/Fio, 0.3 —0.99 16
Relacion PO,/Fio, < 0.3 28
pH sérico bajo 7.10 — 7.19 7
pH sérico bajo < 7.10 16
Crisis convulsivas 19
Uresis horaria 0.1 — 0.9 (mL/kg/h) 5
Uresis horaria < 0.1 (mL/kg/h) 18
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4. Técnicas antropométricas

Peso corporal

Técnica recomendada.

Durante la infancia, se utiliza una balanza con charola, con pesos movibles. La
charola debe ser de al menos 100 cm. de largo de tal forma que soporte un nifio
de 2 afios de edad en el percentil 95 para su longitud. Se deja una cobija sobre la
escala todo el tiempo y la escala es calibrada a cero y a través del rango de pesos
esperados, cuando solamente la cobija esta sobre la escala, se usan objetos de
prueba de pesos conocidos. La calibracién es realizada mensualmente y siempre
que la balanza sea movida. Cuando la balanza no esté en uso, el sefialador de la

escala debe colocarse en cero. **

El nifo, con o sin un pafial, es colocado sobre la balanza de tal forma que el peso
sea distribuido igualmente en cada lado del centro de la charola. El peso es
registrado, lo mas cercano a 10 g, cuando el nifio esta inmdévil, lo cual requiere de
paciencia. Cuando un nifio esta inquieto, es posible pesar a la madre cuando
carga al nifio y pesar a la madre sin el nifio; sin embargo, este procedimiento es
parcialmente confiable, debido a que el peso de la madre puede ser registrado lo
mas cercano a 100 g. Es mejor posponer la medicion y tratar mas tarde. La
medicion es repetida 3 veces y el promedio es registrado después de excluir
cualquier valor claramente erréneo. Si un panal esta usado, el peso del panal es
restado del peso observado debido a que la mayoria de los datos de las

referencias para infantes estan basados en pesos desnudos. >*
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En una clinica, la medicion del peso es registrado en una forma tabulada, para ser
graficada. Esta grafica se hace mientras el sujeto esta presente: las
irregularidades pueden ser notadas en los datos seriados para un sujeto o puede
haber mayores discrepancias entre los niveles de percentiles por variables
altamente correlacionadas. Cuando esto ocurre, el medidor verifica la exactitud de
la grafica y mide nuevamente al sujeto para verificar que la grafica sea correcta.

En estudios para valorar pequefios cambios, los pesos deben ser registrados en
tiempos estandarizados en relacidbn a la ingestidon, miccion y defecacion;
generalmente esto no es necesario. La longitud es medida en lugar de la talla

hasta los dos afios de edad. **

Propésito.

El peso es la variable antropométrica mas comunmente registrada, vy
generalmente es medida con suficiente exactitud. La exactitud puede mejorarse
atendiendo los detalles de la técnica de medicion. Estrictamente, esta medicion es
de masa mas que de peso, pero el ultimo término puede facilmente ser
reemplazado. El peso es una medida de composicion de tamafio corporal total. Es
importante la evaluacion para identificar crecimiento inusual, obesidad vy

desnutricion. **
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Literatura.

Hay un acuerdo general de que, el peso deberia ser medido usando una balanza
con escala de pesos movibles y que una balanza con charola es necesaria para
mediciones hechas durante la infancia. El uso de una balanza de bafio no es
recomendable, a pesar de su mayor movilidad, excepto en condiciones de campo
donde esto puede no ser una alternativa practica. Se pueden conseguir balanzas
electronicas exactas mas ligeras que las de escalas de pesos movibles y se
espera que las electronicas reemplacen a las anteriores. Las balanzas
automaticas que imprimen el peso directamente sobre un registro permanente son
disponibles pero costosas. La balanza debe colocarse con un nivel de plataforma y
en una posicion donde el medidor pueda hacer la lectura sin tener que rodear al
sujeto. Las balanzas con ruedas que facilitan el movimiento de un lugar a otro no
son recomendadas, debido a que necesitan calibrarse cada vez que se mueve.

El peso es mejor medido con el sujeto desnudo, el cual es practico durante la

infancia. Si no es posible, se debe estandarizar una ropa ligera. 4

Hay variaciones diurnas en el peso de cerca de 1 Kg. en nifios y de 2 Kg. en
adultos. Por lo tanto, el registro del momento del dia en que se hacen las
mediciones se hace necesario. Usualmente no es practico medir en un tiempo fijo,

pero en un rango estrecho podria lograrse: >*

Confiabilidad.
Las diferencias intermedidor en el estudio longitudinal de Fels son de 1.2 g (DE=
3.2) de 5 a 10 afos. En la encuesta de evaluacién de Salud por la NCHS los

errores inter e intramedidor fueron cercanos a 1.2 Kg cuando un par de
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mediciones se hicieron con un tiempo de dos semanas entre una y otra medicion.

Cerca del 10 % del error observado podria ser debido al crecimiento. **

Longitud corona-talén

Técnica recomendada.

Dos observadores se requieren para medir la longitud, el instrumento para medir
se denomina infantdmetro. El sujeto permanece en posicién supina sobre una
tabla. La parte superior de la cabeza (corona) debe tocar la madera vertical fija del
infantdmetro, y la linea central del cuerpo coincide con la linea central del
infantdmetro. La cabeza del sujeto es sostenida con el plano de Frankfort alineada
perpendicularmente al plano del infantometro. Los hombros y las nalgas se fijan
contra la base del infantdmetro, con los hombros y cadera alineados en angulos
rectos a lo largo del eje del cuerpo. Las piernas deben estar totalmente extendidas
y la cadera y rodillas caen sobre la base del infantometro, con los brazos
descansando a los lados del tronco. El medidor coloca la cabeza debajo del final
de la tabla para asegurar que el sujeto no cambie de posicion y para verificar la
alineacion del cuerpo con el eje a lo largo del infantometro. El o ella aplican una
presion firme con la otra mano para mover la base movil contra los pies. La

longitud es registrada con una precision cercana a 0.1 cm. **

Propdsito.

La longitud usualmente se mide en quienes son incapaces de permanecer erectos
0 para quienes la talla pudiera ser espurea. Es una importante medicion de la
longitud esquelética total en infantes. La longitud total se requiere para compararla

con la referencia de la NCHS del nacimiento a los 3 afios. **
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La longitud es medida comunmente en infantes pero no en edades mayores. Esto
frecuentemente se omite en textos de antropometria. Debe ser medida sobre una
tabla que tiene fija otra tabla en un extremo y en el otro una tabla moévil para
llevarla hacia los pies que estan perpendiculares a la superficie de la tabla base.
Se necesita una cinta a lo largo de uno o ambos lados de la tabla, con el cero al

final en la unién de la tabla fija y la superficie. >

Hay solamente pequefias diferencias entre las técnicas de medicién reportadas.
Para mediciones exactas de la longitud, la cabeza debe estar en firme contacto
con la tabla fija. Para nifios no cooperadores o nifios muy pequenos, puede ser
necesario aplicar control suave para asegurar una posicion adecuada. Mientras
mas desviado de la posicidon estandar esté un nifilo, mas pobre sera la

confiabilidad y validez de la medicién. **

Confiabilidad.

La confiabilidad para la longitud debe ser buena. No obstante, debido a que este
tipo de longitud es comunmente medido en nifios pequefios, algunos de ellos no
cooperadores, la confiabilidad es menor que la talla de edades mayores. La
variabilidad del medidor es afectada por la cantidad de presion aplicada a la tabla
movil. La presion debera ser suficiente para presionar los tejidos blandos de los
pies pero no suficiente para alterar la longitud de la columna vertebral. En el
estudio longitudinal de Fels, la media absoluta del error entre medidores para

nifios desde el nacimiento hasta 6 afios de edad fue de 0.28 cm. >
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Perimetro cefalico

Técnica recomendada.

El nifio es medido cuando se encuentra en el regazo de su madre. A edades
mayores, la circunferencia cefélica se mide cuando el sujeto estd sentado, pero
pocos nifos menores de 36 meses logran permanecer asi. Se usa una cinta no
elastica de alrededor de 0.6 cm. Objetos adicionales como prendedores se quitan
del cabello. EI medidor se ubica en el lado izquierdo de la cabeza del nifio y coloca
la cinta de tal forma que el cero esté sobre el lado de la cabeza. Esto involucra
pasar la cinta alrededor de la cabeza y luego, transferir el final de la cinta de una
mano a la otra, de tal forma que el cero marque en la cinta inferior el valor que va
a ser registrado. La cinta se coloca de tal forma que grandes cantidades del
cabello craneal (como trenzas) son excluidos. Anteriormente, se colocaba la cinta
justo arriba de las cejas y posteriormente se media la maxima circunferencia. La
cinta no necesita estar en el plano horizontal de Frankfort, pero el plano de la cinta
debera ser el mismo en ambos lados de la cabeza. La cinta se estira ligeramente
para comprimir el cabello y obtener una medida que se “aproxime” a la

circunferencia craneal. La medicidn se registra con una precisién de 0.1 cm. *°

Proposito.

La circunferencia cefalica es un componente estandar de la antropometria debido
a que se relaciona cercanamente al tamafo del cerebro. Después de 36 meses, el
crecimiento en la circunferencia cefalica es lento aunque el cerebro aumenta de

peso alrededor de un 30% después de esta edad. La circunferencia cefalica
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debera ser medida también en los padres de los nifios cuya circunferencia cefalica
sea anormal, debido a que la circunferencia de los padres y la de su hijo estan

asociadas y existen ecuaciones de ajuste. *°

Literatura.

Existe amplio acuerdo en relacion al uso de la técnica excepto por la suave
presion que se usa por algunos trabajadores holandeses y en clinicas de salud
suecas. Las mediciones hechas con una cinta de 0.6 cm. de amplitud son ~ 0.5

cm. mas pequefias que aquellas hechas con una cinta de 2 cm. de ancho. *°

Confiabilidad.

En el estudio longitudinal de Fels las diferencias intermedidor fueron pequenas e
independientes de la edad, con un error de técnica de 0.09 mm y coeficientes de
variacion de 0.2. Wilmore y Behnke reportaron una correlacién de prueba-
repeticion de la prueba de 0.96 para mediciones en hombres jévenes con un dia

de diferencia.®®
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5. Consentimiento informado

[ 3

\D)

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

Carta de consentimiento informado para participar en el proyecto: “Efecto del acido

docosahexaenoico sobre las concentraciones de citocinas de neonatos con sepsis.”

Sefiores Padres de Familia:

Solicitamos su permiso para incluir a su hijo en un proyecto de investigacion médica. El objetivo de esta
investigacion es saber si administrando un nutrimento a su nifio cuando esta enfermo, se incorpora este
nutrimento a células que sirven de defensa contra las infecciones y se recupera mas pronto. Este nutrimento
se encuentra normalmente en la leche materna por lo que no le causara ningun dafio a su nifio. Ademas,
tenemos motivos para pensar que éste es el que ayuda a los nifios alimentados con leche humana a tener

infecciones menos graves y menos frecuentes.

Para llevar a cabo esta investigacion es necesario administrar a su nifio el nutrimento via oral. Para realizar
las mediciones, tomaremos una muestra de sangre de 2.5 mL cada semana, 3 muestras en total, y
procuraremos que se tome cuando se requiera sangre para otros estudios. La realizacién del estudio requiere
que se comparen los resultados de los nifios que reciben el suplemento con los de nifios que no lo reciban,

por lo que su nifio puede recibirlo o no, pero lo sabremos hasta el final del estudio.

Si usted estd de acuerdo en que su nifio participe en el proyecto, por favor firme esta forma. Si no esta de
acuerdo firme y marque NO. En caso de que acepte participar pero después decida ya no hacerlo, tendra la
libertad de abandonar el estudio sin que por eso se afecte la atencion y el tratamiento que su nifio esta
recibiendo. Nos comprometemos a manejar sus datos en forma confidencial y a responder cualquier pregunta

acerca del proyecto.
Agradecemos su participacion y contribucion en el mejoramiento del manejo de los nifios enfermos.

Dra. Mardia Lopez Alarcon. Mat. 5432146

Responsable del proyecto

ACEPTO PARTICIPAR Sl NO Fecha:__ [/ [
Nombre de la madre: Firma:
Nombre del testigo 1: Firma:
Nombre del testigo 2: Firma:
Nombre del médico tratante: Firma:
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6. Hoja de recoleccion de datos W

Unidad de Investigacion en Nutricion/Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales, IMSS
“Efecto del acido docosahexaenoico sobre las concentraciones de citocinas de neonatos con sepsis.”

No. incubadora | | | I No. expediente | | I

Tipo de Féormula: Con DHA [1 Sin DHA [

DATOS DE IDENTIFICACION:

Datos de la madre | Nombre de la madre: Edad de la madre:
Médico responsable: Domicilio:

(Calle y Namero / Lote y Manzana) Colonia Ciudad
Delegacion/Estado: Teléfonos:

Datos de nacimiento del nino.

Nombre del nifio (a): Sexo: M F (Marcar con una X)
No. afiliacion Fecha de nacimiento:
dd/mm/aa
Hora de nacimiento: __ :  |Edad gestacional al nacer (sem): Fecha de ingreso a la UCIN
(h: min) dd/mm/aa
Fecha de ingreso al estudio: Peso al nacer (g): Longitud (cm):

dd/mm/aa

Perimetro cefalico (cm) Peso minimo (g) : Fecha: Calificacion APGAR: [

dd/mm/aa

Diagnéstico de ingreso al estudio (con germen aislado) Diagndstico de egreso  (con germen aislado)
Fecha: Fecha:
dd/ mm/aa dd/mm/aa
1. 1.
2. 2.
3.
4.

COMPLICACIONES INTRAHOSPITALARIAS

1. Fecha:

dd/mm/aa
2. Fecha:

dd/mm/aa
3. Fecha:

dd/mm/aa
4. Fecha:

dd/mm/aa




7. Hoja de enfermeria

(/R HOSPITAL DE PEDIATRIA CMN SIGLO XXI
\JX>Q UNIDAD DE CUIDADOS INTENSIVOS NEONATALES
Nombre cédula Sexo edad
fecha hoja No
Diagnostico cama peso anterior
peso actual
FC |FR |T [8|9|10|11|12|13|14|15]|16|17|18|19|20|21|22|23|24|1(2|3|4|5(6|7| TRATAMIENTO
+ + TURNO MATUTINO
190 [ 110 | 40
180 | 100 Formula:
170 {90 |39 Dextrostix
160 | 80
150170 |38 Labstix orina
140 | 60 heces
130 | 50 |37
120 | 40
11030 |36
100 | 20
20 |15 |35 Laboratorio:
Rx
Nebulizaciones
TA sistolica TURNO
Diastdlica VESPERTINO
media
PVC Férmula:
Sat 02 Dextrostix
PC/PA . .
Llen cap Labstix orina
PPl heces
PPFE
Ciclos
Ti
PMVA
FiO2
Ingresos VO Laboratorio:
Medicamentos
Rx
Nebulizaciones
Sangre y der. TURNO NOCTURNO
Soluciones IV
NPT Formula:
Otros Dextrostix
Labstix orina
Total heces
Uresis
Evacuacion
SOG
Drenajes
Otros Laboratorio:
Total
Rx
Nebulizaciones
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Notas de enfermeria

Notas de enfermeria

Notas de enfermeria

Firma: Firma: Firma:
Gasometria Medicamentos: dosis y | Soluciones parenterales, sangre y
horario derivados. Medicamentos en infusion
Hora
PH
PO2
PCO2
DB
HCO3
Sat 02
NPT cambios | Laboratorio anterior actual
actual
CHO Hb
Hto
Prot Leucos
PMN
. Bandas
Lipid
P! Linfos
Plaquetas
Na Na
K
K Bilirrubinas
) TGO
Liq TGP
TP
Glu/Kg TTP
/min Creatinina
Urea
Con BUN
glu Albumina
Cultivos
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