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EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ACIDO DOCOSAHEXAENOICO SOBRE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA Y LA EVOLUCION CLINICA DE NEONATOS SOMETIDOS A CIRUGIA

CARDIOVASCULAR

RESUMEN

Antecedentes. Una intervencion quirdrgica puede desencadenar una respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS) que involucra mediadores como la interleucina (IL)-1pB, factor de necrosis
tumoral (TNF)-a e IL-6; La SIRS ademés se relaciona con un riesgo mayor de desarrollar
falla organica multiple y muerte si no se alcanza el equilibrio entre citocinas inflamatorias y
anti-inflamatorias como la IL-10 y el antagonista de IL-1 (IL-1ra). Debido a que los neonatos
son una poblacion vulnerable a las infecciones, la sepsis es la principal complicacion en las
salas de cuidados intensivos neonatales, condicion que también predispone al desarrollo de
fallas organicas. Si a esto agregamos las lesiones organicas producidas por la hipoxemia de
los tejidos en un paciente con cardiopatia congénita, los pacientes que en la etapa neonatal
necesitan cirugia podrian encontrarse en mayor riesgo de desarrollar SIRS y complicaciones
durante su evolucién clinica como la falla organica mdultiple.

De forma caracteristica, la respuesta inflamatoria sistémica descontrolada, ademas
de involucrar una produccion exacerbada de citocinas inflamatorias, también involucra otros
mediadores inflamatorios derivados de los lipidos como los eicosanoides. Debido a las
propiedades de los acidos grasos de cadena larga omega 3 (n-3 LC-PUFAS) como el acido
docosahexaenoico (DHA) para atenuar la respuesta inflamatoria, han surgido
investigaciones sobre los efectos de estos acidos grasos en el paciente criticamente
enfermo. Entre sus efectos benéficos se ha demostrado la disminucion de citocinas
circulantes y la mejoria de la evolucién clinica en adultos sometidos a cirugia abdominal.
Estudios realizados por nuestro grupo en neonatos, han demostrado que el DHA
administrado durante un episodio de sepsis, se incorpora a las membranas de leucocitos, lo

cual resulté en menor elevacion de IL-1p y menor deterioro del estado nutricio, pero a la



fecha no hay reportes de su efecto sobre la evolucidon clinica. En el presente trabajo se
evaluo el efecto de la administracion enteral de DHA sobre la respuesta inflamatoria y la

evolucion clinica de neonatos sometidos a cirugia cardiovascular.

Material y métodos. Se realizO un ensayo clinico controlado doble ciego. Se captaron
neonatos programados a cirugia cardiovascular, quienes recibieron aleatoriamente por via
enteral 75 mg de DHA/kg/dia (grupo DHA) 6 aceite de girasol para el grupo placebo, desde 2
dias previos a la cirugia y durante 6 dias post-cirugia. Se analiz6 el efecto del DHA sobre la
respuesta inflamatoria (porcentaje de células positivas para IL-13, IL-6, TNF-a, IL-10 e IL-
1ra) antes de la cirugia, a las 24 h y 7 dias post cirugia, asi como sobre la evolucion clinica
(frecuencia de sepsis grave; fallas respiratoria, cardiovascular, hematoldgica, hepatica y
renal). También se analiz6 la estancia en cuidados intensivos neonatales (UCIN). Para la
comparacién de variables entre grupos se utilizé t de Student 6 bien U-Mann-Whitney,
mientras que para la comparacion intra-grupo se utilizé t pareada o prueba con signos de
Wilcolxon. Las variables nominales se compararon con la prueba Exacta de Fisher y se
estimo el riesgo relativo (RR) con su intervalo de confianza al 95% (IC 95%). Para analizar el
efecto del DHA ajustando por factores confusores se utilizaron modelos de ANOCOVA para

mediciones repetidas y de regresion logistica.

Resultados. Se estudiaron 33 pacientes, 15 en el grupo DHA y 18 en el grupo placebo. En
el analisis bivariado, el grupo DHA comparado con el grupo placebo mostré6 menor
porcentaje de células IL-1p* a las 24 h postcirugia (0.29% * 6.2% vs. 0.74% + 2.3%, p=
0.045), y al dia 7 post-cirugia, menos células TNF-o." (3.46% * 2.2% vs. 6.82% + 3.3%, p=
0.046) y e IL-10" (0.89% =+ 2.2% vs. 2.07% =* 3.5%, p= 0.025). Ademas, el andlisis
multivariado indicé que el grupo DHA tuvo menos células positivas que el grupo placebo
durante el estudio en IL-18" ( p< 0.001), IL-6" (p= 0.002), IL-1ra* ( p= 0.01) e IL-10" (p= 0.03)

después de ajustar por presencia de sepsis, duracion de la administracién de anti-



inflamatorios, sangrado durante la cirugia y el consumo de leche humana; no se encontré
efecto en TNF-a (p= 0.78). En el mismo sentido, el grupo DHA comparado con el grupo
placebo presentd menor numero de complicaciones (eventos de sepsis + fallas organicas: 3
vs. 21, p < 0.001) y menor numero de fallas organicas (2 vs. 17, p < 0.001), asi como menor
namero de pacientes que presentaron una falla organica o mas (1/15 vs. 11/18, p= 0.001), lo
gue se tradujo en un menor riesgo de desarrollo de falla organica para el grupo DHA (RR=
0.11; IC 95% 0.02-0.75). Ademas, la probabilidad de desarrollar al menos una falla organica
en los pacientes del grupo DHA fue de (OR= 0.031; IC 95% 0.002 a 0.528) después de
ajustar por gravedad pre-cirugia, anti-inflamatorios y consumo de leche humana. Los dias de
estancia en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales también fue menor en el grupo
DHA comparado con el placebo (6.9 + 2.1 vs. 11.5 £ 2.2, p= 0.035), aunque en el andlisis

multivariado, el DHA no fue un buen predictor del egreso.

Conclusion. Los resultados demostraron que la administracion peri-operatoria del DHA por
via enteral, disminuye la respuesta inflamatoria y mejora la evolucion clinica de neonatos

sometidos a cirugia cardiovascular.

ASTRACT

Background: Surgery triggers a systemic inflammatory response (SIR) that results in
increased proinflammatory cytokines such as interleukin (IL)-1 beta, tumor necrosis factor
(TNF)-alfa and IL-6. An imbalance between pro- and anti-inflammatory cytokines (IL-10 and
the receptor antagonist of IL-1, IL-1ra) increases the risk for sepsis and multiorgan
dysfunction. Because of immature immune system, neonates in intensive care units (NICU)
are particularly vulnerable. Docosaheaxaenoic acid (DHA) modulates the SIR and improves
the clinical course of surgical adults, but its effect on neonates is unknown. Objective: To
evaluate the effect of DHA on SIR and clinical course of surgical neonates. Methods: In a

randomized double-blind design, 33 neonates were randomly assigned to received



75mg/kg/day DHA (G-DHA) or sunflower oil (G-SO) by enteral pathway, from two days
before and throughout six days after cardiovascular surgery. The proportion of leucocytes
producing intracytoplasmic cytokines IL-1lbeta, IL-6, TNF-alpha, IL-10 and IL-lra was
determined by flow cytometry before surgery, and at 24h and 7d after surgery. Severe
sepsis, organ dysfunction, and length of hospitalization at the NICU were assessed. Results:
Fifteen neonates received DHA and eighteen SO. G-DHA showed lower percentage of
positive cells to IL-1beta (0.29%+6% vs. 0.74%+2%, p=0.045) 24h-postsurgery; and TNF-
alpha (3.46%22% vs. 6.82%+3%, p=0.046) and IL-10 (0.89%+2% vs. 2.07%+3%, p=0.025) at
7-d post-surgery as compared to G-SO. Likewise, G-DHA presented fewer organ
dysfunctions (2 vs. 17, p<0.001) and shorter length of hospitalization at NICU (6.9+2d vs.
11.5+2d, p=0.035) than G-SO. Conclusion: DHA administration reduced SIR and improved

clinical outcomes in neonates suffering cardiovascular surgery



INTRODUCCION

Aunque la respuesta inflamatoria secundaria a una intervencion
quirdrgica es consecuencia del trauma y no de una infeccion, en algunos
pacientes esta inflamacion puede exacerbarse por una alta produccién por
citocinas como interleucina (IL)-1beta (B), IL-6, y factor de necrosis tumoral
(TNF)-alfa (o), los cuales pueden ser factores que predisponen a la adquisicion
de sepsis y de fallas organicas, que a su vez se consideran dentro de las
principales causas de muerte en pacientes sometidos a cirugia. Al mismo
tiempo que se dispara la respuesta inflamatoria, se sintetizan citocinas anti
inflamatorias como la IL-10 y el antagonista de IL1 (IL-1ra) realizando un efecto
de contencion de las citocinas inflamatorias mencionadas para alcanzar un
equilibrio entre éstas y lograr la homeostasis. Asi, se puede esperar que la
respuesta anti inflamatoria sea de la misma magnitud que la inflamatoria. Las
complicaciones como sepsis Y falla organica resultantes del predominio de una
de las dos respuestas se consideran las principales complicaciones en terapia
intensiva. Esto es trascendente si consideramos que el tratamiento quirirgico
para corregir malformaciones congénitas en neonatos es frecuente en
hospitales de tercer nivel y que el sistema inmune inmaduro del neonato lo
hace mas vulnerable.

Se ha propuesto que los &acidos grasos omega 3 pueden modular la
respuesta inflamatoria y mejorar la evolucion clinica de pacientes adultos que
se someten a un procedimiento quirtrgico, pero no tenemos informacion si
producen el mismo efecto en neonato. Los acidos grasos poli-insaturados de
cadena larga omega 3 (LC-PUFAS n-3) tienen un efecto modulador de la

inflamacion, actuando de las siguientes formas: i) compiten por la misma via



enzimatica que los LC-PUFAS n-6 para la sintesis de eicosanoides, y los
eicosanoides sintetizados a partir de estos acidos grasos tienen menor
potencia biologica que los producidos por los n-6, lo que cambia el balance
hacia una inflamacion atenuada, ii) inhiben la actividad del factor de
transcripcion nuclear kB (NFkB) que es un factor de transcripcion en las vias
de sefalizacion de citocinas inflamatorias vy, iii) el acido docosahexaenoico
(DHA), un LC-PUFA n-3, participa directamente como sustrato para la sintesis
de resolvinas, cuya principal funcion es limitar rdpidamente la respuesta
inflamatoria; estos mecanismos también pueden atenuar la produccion de
citocinas.

El efecto antiinflamatorio de los LC-PUFAS n-3 es ampliamente conocido
por estudios en animales o humanos cuando se administran por periodos
prolongados (semanas o0 meses) antes de la exposicion a un proceso
inflamatorio. En la ultima década se han realizado estudios en adultos en los
que se demuestra el efecto antiinflamatorio ain cuando se administran pocos
dias antes de la exposicidon a un procedimiento de cirugia mayor; sin embargo,
el acido graso se ha administrado por via parenteral por lo que su efecto no
depende de un proceso de digestion, absorcion y transporte. En estos estudios
se ha demostrado que los pacientes presentan menor elevacion de citocinas,
menor estancia hospitalaria y en cuidados intensivos, menor uso de ventilacion
mecanica, menor tasa de infeccion y de mortalidad.

A nuestro conocimiento, no existen estudios en donde se evalue el
efecto de los LC-PUFAS n-3 en la respuesta inflamatoria y evolucién clinica de
pacientes en edad pediatrica sometidos a cirugia. En la Unidad de

Investigacion Médica en Nutricion (UIMN) se han realizado varios estudios que



exploran el efecto benéfico de la suplementacion con LC-PUFAS n-3 en
neonatos y lactantes enfermos. En un primer estudio se observdé que la
produccion de IL-1p posterior a la aplicacion de la vacuna tetravalente (DPTH)
tendié a ser menor en lactantes alimentados con una formula suplementada
con DHA que en lactantes alimentados con un férmula estandar; los nifios que
recibieron el DHA presentaron elevaciones de IL-1p plasmatica similares a las
de un grupo control que recibié solamente leche de la propia madre sugiriendo
una respuesta inflamatoria mas adecuada. Posteriormente se determind que
los nifios que recibieron la formula con DHA y los alimentados con leche
materna no redujeron la ingestion de energia en la misma magnitud que los
que recibieron la férmula sin DHA, demostrando que ademas atenua la
anorexia inducida por citocinas. Este resultado se repiti6 en otro modelo de
infeccion en el que un grupo de lactantes hospitalizados con neumonia que
recibieron DHA mostraron una respuesta inflamatoria atenuada y una menor
disminucion en el consumo de alimentos. En otro estudio se analizd la
administracion de 100 mg de DHA/dia a neonatos con sepsis desde el
momento del diagndstico y durante 14 dias; estos pacientes mostraron una
ganancia significativa de peso y de masa grasa preservando la masa libre de
grasa, mientras que el grupo control presentd deterioro en todos los
compartimentos afectando negativamente su estado nutricio. En estos mismos
pacientes se demostré que el DHA administrado se incorporo6 rapidamente a la
membrana de los leucocitos y que la elevacion de las concentraciones

plasméticas de IL-1p e IL-6 fue menor en este grupo que en un grupo control.



En resumen, los estudios en nifios demuestran que los LC-PUFAS n-3 tienen
un efecto atenuante de la respuesta inflamatoria y consecuentemente un menor
efecto catabdlico cuando el reto inmunoldgico es intenso como en el caso de la
neumonia o la sepsis. Es indispensable analizar si este efecto se encuentra
presente en procesos inflamatorios menos graves como es la exposicion a un
procedimiento quirargico y si el efecto protector resulta en una mejor evolucion
clinica de estos pacientes. El reconocimiento de un efecto benéfico del DHA en
neonatos sometidos a cirugia es de gran trascendencia ya que se podria
utilizar como una estrategia para acortar el tiempo de hospitalizacion y
disminuir el riesgo de nuevas infecciones que tienen los pacientes al
permanecer mas tiempo en hospitalizacion; secundariamente se esperaria se
puedan reducir los costos de atencidn. Por lo anterior, en el presente estudio se
evalué el efecto de la administracion de DHA por via enteral sobre la respuesta
inflamatoria y la evolucién clinica de neonatos sometidos a cirugia

cardiovascular.



1. ANTECEDENTES

1.1 Respuesta inflamatoria al trauma quirurgico. Citocinas

Durante la respuesta inflamatoria sistémica por estrés quirdrgico se liberan
mediadores de la inflamacion como las citocinas. Estas se definen como
moléculas proteicas solubles sintetizadas durante la activacion de la inmunidad
innata y adquirida, y son los principales medios para la comunicacion
intercelular. Dentro de las principales citocinas secretadas durante esta
respuesta se encuentran la interleucina (IL)-1beta (B), la IL-6, y el factor de
necrosis tumoral (TNF)-alfa (o), las cuales se sintetizan principalmente por
fagocitos mononucleares.”® En modelos animales se ha reportado que existe
una relacion causal entre el dafio quirdrgico y la predisposicion a
complicaciones sépticas y/o falla organica mdultiple, ya que la administracion in
vivo de IL-1p, IL-6 y TNF-a indujo un sindrome parecido al choque séptico.” De
forma similar, en humanos se ha reportado que los pacientes con sepsis
quienes presentaron las mas altas concentraciones circulantes de IL-18, TNF-
a, IL-1ra e IL-6 tuvieron mayor probabilidad de morir;® por lo que se ha sugerido
gue estas citocinas pueden jugar un papel importante en el desarrollo de falla
organica multiple que predispone a la muerte.*?

Cuando se presenta una respuesta inflamatoria exacerbada, es decir un
aumento excesivo de citocinas denominado sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SIRS), se predispone al desarrollo de alguna falla organica, la cual a
su vez aumenta el riesgo de muerte en un 40-80%.* Por otro lado, si la hiper
inflamacion persiste, ocurre un cambio hacia un estado de anti inflamacién e
inmunosupresion llamado efecto compensatorio o sindrome de respuesta anti

inflamatoria compensatoria (CARS), caracterizado por una liberacién de



citocinas anti-inflamatorias como la IL-10, y el antagonista de IL-1 (IL-1ra),
entre otras. De esta manera, la gravedad de la respuesta inflamatoria depende
de un equilibrio entre las respuestas pro y antiinflamatorias; si esto ocurre, se
puede restaurar la homeostasis, pero si una de las dos predomina, se presenta
la falla organica multiple en presencia de SIRS o una elevada susceptibilidad a
infecciones que lleva nuevamente a hiper inflamacion, SIRS y falla organica
multiple.™

En neonatos se ha reportado que la IL-6 muestra una elevacion
significativa desde el final de la cirugia hasta el dia 1 post-cirugia,> mientras
que la IL-10 se mantiene elevada desde los 30 min hasta los 3 dias post-cirugia

con relacion al basal,® por lo que este periodo es critico en su recuperacion.

1.2 Efectos de los acidos grasos poli-insaturados de cadena larga (LC-
PUFAS) sobre la modulacion de la respuesta inflamatoria.

1.2.1 Efecto sobre la sintesis de eicosanoides. El acido araquidonico (AA)
de la serie omega 6 (n-6) es el principal sustrato para la sintesis de
eicosanoides como prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos quienes
participan como mediadores de la respuesta inflamatoria regulando la
produccion de citocinas, la permeabilidad vascular, la quimiotaxis de leucocitos,
la vasopresion y dolor, entre otros. EI AA predomina en las membranas
celulares debido a la abundancia de su precursor, el acido linoleico en las
dietas occidentales y en la leche humana en comparacién con los acidos
grasos de la serie omega 3 (n-3). Los LC-PUFAS n-3 como el DHA y el &cido
eicosapentaenoico (EPA) contenidos en el aceite de pescado, también son

precursores lipidicos alternativos para la sintesis de eicosanoides y su



relevancia radica en que se ha reportado que los eicosanoides derivados de los
LC-PUFAS n-3 son bioldégicamente menos potentes, por lo que poseen
propiedades inflamatorias reducidas comparados con los eicosanoides
derivados de acidos grasos n-6. Ademas, el EPA y el DHA compiten con el AA
por la misma via enzimatica como ciclooxigenasa (COX) y 5-Lipooxigenasa (5-
LOX), pero las enzimas muestran mayor afinidad hacia los LC-PUFAS n-3
cuando estan disponibles simultdneamente, lo que conduce a una mayor
formacion de derivados de los LC-PUFAS n-3 a expensas de los derivados del
AA. Por lo que la administracion de LC-PUFAS n-3 como el DHA puede

cambiar el balance hacia una inflamacion atenuada.’**

1.2.2 Efecto sobre la expresion de genes. Muchos de los efectos de los LC-
PUFAS n-3 y n-6 son ejercidos a través de la alteracién de la expresién de
genes. El factor nuclear kB (NFkB) es un factor de transcripcion que juega un
importante papel en varias vias de sefalizacion inflamatoria. Este controla la
sintesis de varias citocinas como IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a, quimiocinas,
moléculas de adhesion y enzimas efectoras inducibles como COX-2. Los LC-
PUFAS n-3 inhiben directamente la actividad de NFkB. El EPA bloquea el
NFkB a través de la disminucion de la degradacién de la subunidad inhibitoria
del NFkB (IkB) en monocitos humanos y en células pancreaticas cultivadas, por
lo tanto se considera que los LC-PUFAS n-3 tienen un papel inhibidor de la via
NFkB. Otro mecanismo reportado es a través de la activacion de los
Receptores Activados por Proliferadores de Peroxisomas (PPARs) .***? Los
PPARSs son factores de transcripcion nuclear activados por ligando que se unen

en la region reguladora de los genes blanco y por lo tanto influyen su



expresion. En ratones se ha reportado que el PPAR bloquea la expresion de
citocinas inflamatorias como interferon gamma, IL-13 e TNF-o en lesiones
ateroscleréticas. Los acidos grasos poliinsaturados de cadena larga,
especialmente los n-3 son ligandos naturales de los PPARs. Sin embargo, el
EPA y el DHA son mas potentes como activadores in vivo que los n-6. Por lo
anterior, los LC-PUFAS n-3 disminuyen la sefalizacion inflamatoria via
inhibicibn de NFkB y pueden atenuar o disminuir varios procesos
inflamatorios.***

1.2.3 Microdominio de la membrana celular (Lipid Raft). Los cambios en la
composiciéon de la membrana de las células inmunes debido a la incorporacién
de LC-PUFAS n-3 también pueden afectar la estructura de los microdominios
funcionales relacionados al inicio y propagacion de los eventos de sefializacion
en estas células, conocido por su hombre en inglés como “the lipid raft”. Varios
receptores de las células inmunes se encuentran en este microdominio y lo
usan para su agregacion, la cual es necesaria para la activacion y proliferacion
celular. Debido a que el lipid raft consiste principalmente de colesterol,
esfingolipidos y fosfolipidos ricos con alto contenido de &cidos grasos
saturados, permanece como una estructura rigida en la membrana. Estas
caracteristicas pueden ser influenciadas al incorporarse los LC-PUFAS n-3
afectando el tamafio, la estabilidad y composicion de las proteinas de
sefalizacion. Estudios in vitro con LC-PUFAS n-3 demostraron una significativa
reduccion en la formacién de “lipid rafts” y desplazamiento de proteinas de
sefalizacion, esta desorganizacion parcial podria mediar la funcién de las
células inmunes como linfocitos, monocitos y neutréfilos, incluyendo su

activacion.*?



1.2.4 Resolvinas. Se definen como mediadores locales bioactivos o autocoides
que requieren de la generacion enzimatica a partir de acidos grasos omega 3
como EPA o DHA. Estos fueron identificados por primera vez durante el estudio
de la resolucion de exudados inflamatorios in vivo y realizan potentes acciones
bioldgicas estereoselectivas. Las resolvinas derivadas del EPA se denominan
resolvinas de la serie E (RVE) y las derivadas del DHA son resolvinas de la
serie D (RvD). A diferencia de los eicosanoides derivados de los LC-PUFAS n-
3 que poseen menor potencia biolégica que los derivados de los n-6, las
resolvinas tienen potentes acciones bioldgicas agonistas de la anti inflamacion
enddgena en un rango de nanogramos in vivo. Por lo que estos compuestos se
sintetizan en la fase de resolucién de la inflamacién realizando acciones como
la reduccién del trafico de neutrdfilos, regulacion de la produccién de citocinas y
especies oxigeno reactivas, que se traduce en la disminucién de la magnitud
de la respuesta inflamatoria, acortando su tiempo de resolucién.*?

1.3 Estudios sobre la administracion de LC-PUFAS n-3 en pacientes
sometidos a cirugia

1.3.1 Efecto en citocinas. Wachtler administr6 una mezcla estandar de
Nutricion Parenteral Total (NPT) con triacilgliceroles de cadena media (TCM) y
aceite de soya (50:50) en el grupo control y una mezcla de éstos mas aceite de
pescado (50:30:20) al grupo experimental en adultos que se sometieron una
cirugia gastrointestinal durante 5 dias postcirugia. Las concentraciones
plasmaticas de TNF-a fueron menores en el grupo que recibié aceite de
pescado al dia 6 y 10 postcirugia, mientras que en IL-6 tendieron a ser
menores en este Gltimo (P=0.06).** En otro estudio, Weiss administré 10 g/dia

de aceite de pescado por NPT a adultos desde el dia previo a una cirugia



abdominal y durante 5 dias postcirugia. Las concentraciones plasmaticas de IL-
6 fueron menores el dia 1 y 3 postcirugia en el grupo que recibié aceite de

pescado comparado con el grupo control,*®

ambos estudios mostraron que la
respuesta inflamatoria fue atenuada por los LC-PUFAS n-3 en sujetos con
respuesta inflamatoria secundaria a cirugia. En otro estudio realizado en
adultos con sindrome de dificultad respiratoria aguda (que consideramos como
modelo de respuesta inflamatoria aguda), quienes recibieron EPA y DHA por 4-
7 dias, mostraron una tendencia a menores concentraciones de IL-6 al dia 4 de
estudio comparados con el grupo control y una tendencia a menores
concentraciones en TNF-a al dia 7 de estudio. A diferencia de los estudios
anteriores, en este ultimo estudio, los LC-PUFAS n-3 se administraron por via
enteral y las citocinas fueron determinadas en liquido de lavado alveolar y no
en plasma, lo que muestra que aun cuando ya esta instalada la respuesta
inflamatoria, la administracién de éstos acidos grasos por via enteral también
pueden tener efecto benéfico en la modulacion de citocinas.®

Existen escasos reportes de la administracion de LC-PUFAS n-3 en
lactantes. Field y cols. reportaron que neonatos pretérmino clinicamente
estables que se alimentaron con un férmula suplementada con DHA + AA y el
grupo alimentado con leche humana expresaron mas antigenos maduros
(CD45R0"), menos antigenos inmaduros (CD45RA") y mas IL-10 comparados
con el grupo que se alimentd con formula estandar después de 4 semanas de
intervencion. Los nifios pretérmino alimentados con la férmula suplementada
tuvieron un estado de maduracion de células T y una respuesta de citocinas
que fue similar a los alimentados con leche humana, por lo que se consideré

una respuesta inmune mas adecuada.!’ En otro estudio mas reciente de la



misma autora pero en neonatos de término con la misma intervencion,
reportaron que las células de los nifios alimentados con férmula suplementada
DHA + AA produjeron menos TNF-o.© comparados con los alimentados con
férmula estandar, pero similares a los del grupo alimentado con leche
humana.*® Sin embargo, son escasos los reportes donde se evalte el efecto de
acidos grasos omega 3 en nifios enfermos.

En la Unidad de Investigacibn Médica en Nutricion (UIMN) se han
realizado varios proyectos evaluando el efecto del DHA en lactantes y
neonatos. En un primer estudio se evaluo el efecto de la alimentacion con una
formula suplementada con DHA (administrada un mes antes del reto
inmunoldgico), de leche humana y de una formula estandar sobre las
concentraciones de IL-1p de lactantes que fueron inmunizados por primera vez
con la vacuna tetravalente. Los nifios que recibieron la féormula estandar
presentaron la mayor elevacion en las concentraciones IL- 1B de los tres
grupos; los niflos que recibieron la férmula suplementada presentaron
elevaciones de IL-13 menores a las del grupo de formula estandar y mas
similares a las del grupo que recibié leche humana, lo que indicé una respuesta
inflamatoria mas adecuada en el grupo de férmula suplementada.*®
En otro estudio realizado en la UIMN y en la Unidad de Cuidados Intensivos
Neonatales (UCIN) del Hospital de Pediatria, se captaron neonatos que
recibieron 100 mg de DHA/dia por via enteral durante la fase aguda de la
sepsis, durante 14 dias a partir del diagnostico y se compararon con un grupo
que recibié aceite de oliva (AO); se observé que desde el dia 7 hubo una
menor concentracion de IL-1B plasmética en los neonatos del grupo DHA

comparados con el grupo AO. En este mismo grupo de nifios se observé que la



incorporacion de DHA y de acidos grasos n-3 totales a la membrana de los
leucocitos fue mayor a los 7 dias comparada con el basal y con el grupo AO. Lo
mismo se observé a los 14 dias de suplementacién.® Lo que sugirié que si el
DHA se administra durante la respuesta inflamatoria aguda se puede incorporar
a los leucocitos en su fase de proliferacion celular, ejerciendo un efecto
modulador en la sintesis de citocinas. En resumen, la administracion de LC-
PUFAS n-3 a pacientes con respuesta inflamatoria aguda puede modular la

produccion de citocinas.

1.3.2. Efecto sobre evolucion clinica.

Administracion de LC-PUFAS n-3 por NPT. En el estudio de Weiss
mencionado anteriormente, también se observé que en el grupo que recibid
aceite de pescado, la estancia hospitalaria fue mas corta (17.8 vs. 23.5 dias) y
la estancia en cuidados intensivos tendio a ser mas corta (4.1 d vs. 9.1 d)
comparado con el grupo control.’®> En otro reporte de adultos con cirugia
abdominal se administré entre 8-10 g de aceite de pescado 2 dias antes de la
cirugia y durante 7 dias post-cirugia comparados con pacientes que recibieron
NPT estandar sin LC-PUFAS n-3. Hubo una menor frecuencia de necesidad de
ventilacion mecéanica (17% vs. 31%), menor estancia hospitalaria (22 vs. 29
dias) y menor mortalidad (3 vs. 15%).2* En un estudio multicéntrico, Heller
demostré que al administrar 0.11 g/kg/dia de aceite de pescado durante 8 dias
a adultos sometidos a cirugia abdominal también se redujo la estancia en
cuidados intensivos (de 25 a 9 dias), la mortalidad predicha con la escala
SAPS de 18.9% a 12%, y también disminuyeron las tasas de infeccion (de 95%

a 67%).%



Administracion de LC-PUFAS n-3 por via enteral. Gadek y cols. también
reportaron menos dias con ventilacion mecéanica (12.8 vs. 17.5 dias), menor
estancia hospitalaria en cuidados intensivos (11 vs. 16.3 dias) y menor
frecuencia de nuevas fallas organicas (8% vs. 28%) en pacientes con sindrome
de dificultad respiratoria aguda que recibieron 15.6 g de LC-PUFAS n-3 al dia
durante 4 a 7 dias comparados con el grupo control.?* En otro estudio similar
en pacientes que requerian ventilacion mecanica secundaria a sepsis grave se
reportd que el grupo que recibié 11.7 g de LC-PUFAS n-3 al dia tuvo menor
mortalidad (33% vs 55%), mas dias sin ventilador (13.4 vs 5.8), mas dias sin
cuidados intensivos (10.8 vs 4.6) y menos fallas organicas nuevas (38 vs 81%)

comparados con grupo control.?

Por lo anterior, hay evidencia de los efectos benéficos de los LC-PUFAS
n-3 en la evolucién clinica de los adultos sometidos a cirugia o con respuesta
inflamatoria aguda, pero estos efectos no se han evaluado en neonatos. En
esta poblacién, nuestro grupo evalud el efecto del DHA sobre el estado nutricio
(medido con un is6topo estable) de neonatos con sepsis administrando 100 mg
de DHA/dia a un grupo y aceite de oliva (AO) al grupo control desde el
diagnostico de la sepsis hasta 14 dias post diagndstico. Los nifios del grupo
DHA tuvieron un menor deterioro nutricio evaluado por mayor masa grasa (70g,
P= 0.03), mayor peso corporal (50 g, P=0.03) y preservé su masa libre de
grasa, mientras que el grupo AO disminuy6 su peso y masa grasa.? Por lo que
este estudio sugiri6 que el efecto catabdlico mediado por citocinas fue
atenuado por el DHA, lo que también podria incidir en una mejor evolucién

clinica del nifio. En otro estudio de nuestro grupo, se determiné que los nifios



que recibieron la formula con DHA y los alimentados con leche materna no
redujeron la ingestion de energia en la misma magnitud que los que recibieron
la formula sin DHA, demostrando que ademas atenua la anorexia inducida por
citocinas.'® Este resultado fue similar al encontrado en otro modelo de
respuesta inflamatoria secundaria a infeccion en el que un grupo de nifios
hospitalizados con neumonia que recibieron DHA mostraron una respuesta

inflamatoria atenuada y una menor disminucién en el consumo de alimentos.?®

En resumen, aunque hay reportes del efecto de los LC-PUFAS n-3 sobre la
evolucion clinica en pacientes sometidos a cirugia, éstos provienen de adultos;
ademas, estos &cidos grasos se administraron como aceite de pescado (EPA +
DHA). Existen escasos reportes que evaluen el efecto de los LC-PUFAS n-3
sobre las citocinas en los neonatos y no existen estudios que evallen la
evolucion clinica, por lo que no sabemos si estos nifios respondan de la misma
forma que los adultos cuando se someten a una cirugia y al utilizar el DHA por
via enteral. Por lo que en este estudio se evalud el efecto del DHA sobre la
respuesta inflamatoria y la evolucion clinica de neonatos sometidos a cirugia

cardiovascular.






2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En un procedimiento quirdrgico, el trauma provoca una respuesta
inflamatoria que puede generar manifestaciones sistémicas por la produccion
de citocinas inflamatorias.’® Una excesiva produccién de estas citocinas
ocasiona inestabilidad sistémica y hemodinamica, conocida como Sindrome de
Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) cuyo desenlace mas grave es la falla
organica de uno o varios érganos. Al mismo tiempo, se activa un mecanismo
de contencidon denominado respuesta anti-inflamatoria compensatoria, pero si
éste es ineficiente y la hiperinflamacion persiste, puede generarse la falla
organica multiple (FOM), lo que a su vez aumenta considerablemente su riesgo
de muerte. De esta manera, la homeostasis depende del equilibrio entre las
respuestas pro y anti-inflamatorias. %*°

Por otro lado, se conoce que la falla organica multiple es mas frecuente
en los neonatos por la mayor vulnerabilidad de las barreras naturales y por la
inmadurez del sistema inmune.?’

Si a esto agregamos las lesiones organicas producidas por la hipoxemia
de los tejidos en un paciente con cardiopatia congénita, los pacientes que en la
etapa neonatal necesitan cirugia podrian encontrarse en mayor riesgo de
desarrollar SIRS, sepsis y falla organica.?®

Por otra parte, la evidencia cientifica reporta que los LC-PUFAS n-3
administrados por via parenteral a pacientes sometidos a cirugia puede
favorecer una produccién atenuada de las citocinas inflamatorias, permitiendo
lograr la homeostasis y secundariamente una menor frecuencia de
complicaciones.>'%*> %24 Gin embargo, no se sabe si la administracién de

estos acidos grasos n-3 por via enteral tendra el mismo efecto benéfico sobre



la evolucién clinica de neonatos con respuesta inflamatoria aguda por cirugia
cardiovascular.

Por lo anterior nos planteamos la siguiente pregunta: ¢Cual es el
efecto de la administracion del DHA por via enteral en la proporcién de
leucocitos positivos a citocinas inflamatorias y anti inflamatorias y en la
evolucion clinica de neonatos sometidos a cirugia cardiovascular en el periodo

post-quirdrgico?



3. JUSTIFICACION

Se conoce gue los pacientes que se someten a cirugia tienen un alto
riesgo de desarrollar complicaciones como infecciones, sepsis grave y falla
orgénica, estas Ultimas aumentan el riesgo de muerte en un 40-80%.>* La
sepsis es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en las
Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales. En paises en desarrollo como el
nuestro, el indice de mortalidad por infecciones neonatales es un problema
preocupante ya que se ha reportado que 1.6 millones de nifios fallecen
anualmente.? En la UCIN del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional
Siglo XXI, la sepsis se presentd en 35-45 casos por cada 100 nifios

hospitalizados durante 2005-2009.%

Por otro lado, la cardiopatia congénita es la primera causa de ingreso a
este servicio del Hospital de Pediatria, o que representa el 25% de los
ingresos. De 389 nifios con cardiopatia que ingresaron en un periodo de cuatro
afios, el 31% (121) fallecio y de éstos, 75 nifios (62%) habian sido sometidos a
cirugia.®! Por lo que ademas de ser un problema frecuente, consideramos que
la cirugia cardiovascular es un buen modelo de respuesta inflamatoria aguda.

La alta frecuencia de las intervenciones quirdrgicas y de infecciones
nosocomiales neonatales hacen que éstas se consideren un problema
prioritario en las instituciones de salud, por lo que es importante encontrar una
estrategia que disminuya las complicaciones como la sepsis grave y fallas
organicas, lo cual nos ayudara a disefiar intervenciones dirigidas a mejorar la
evolucioén clinica, y secundariamente disminuir desde la estancia en cuidados

intensivos hasta la mortalidad.



4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion enteral de DHA en la respuesta
inflamatoria y la evolucidon clinica de neonatos sometidos a cirugia

cardiovascular.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.1 Comparar la respuesta inflamatoria post-quirdrgica (en términos de
porcentaje de células positivas a IL-1B, IL-6, TNF-qa, IL-10 e IL-1,,) de un grupo
de nifios sometidos a cirugia cardiovascular que reciban DHA por via enteral

con la de un grupo de niflos que reciban placebo.

4.1.2 Comparar la evolucién clinica (en términos de frecuencia de sepsis grave
y de fallas organicas, asi como estancia en UCIN) de un grupo de nifios
sometidos a cirugia cardiovascular que reciban DHA por via enteral con la de

un grupo de nifios que reciban placebo.



5. HIPOTESIS GENERAL

La administracion de DHA por via enteral mejora la modulacion de citocinas y
la evolucién clinica en los neonatos que reciben el DHA comparados con los

neonatos que reciben el placebo.

5.1 HIPOTESIS ESPECIFICAS

5.1.1 El porcentaje de células positivas a IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-10 e IL-1,5 es
mejor modulada en los nifios que reciben el DHA que en los nifios que reciben

placebo.

5.1.2 La frecuencia de sepsis grave, la frecuencia y duracion de las fallas
organicas, asi como la estancia en UCIN son menores en los nifios que reciben

el DHA comparados con los nifios que reciben el placebo.



6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Disefio de estudio: Ensayo clinico aleatorio, controlado, doble ciego.

6.2 Lugar de estudio: Se realizé en la Unidad de Investigacion en Nutricion del Hospital
de Pediatria, C. M. N. Siglo XXI. Los pacientes se captaron en la Unidad de Cuidados
Intensivos Neonatales del Hospital de Pediatria, C. M. N. Siglo XXI del IMSS.

6.3 Poblacién de estudio: Niflos menores de un mes de edad postnatal que requieran de
una cirugia cardiovascular como fistula sistémico pulmonar (tipo Blalock-Taussig
modificada) 6 coartectomia que son las intervenciones quirdrgicas mas frecuentes en
esta poblacion y que tienen un grado similar de estrés quirdrgico.

6.4 Criterios de seleccion

6.4.1 Criterios de inclusién

Que sus padres aceptaran participar después de explicarles de forma verbal y

escrita el objetivo y procedimientos de la investigacion.

Edad gestacional mayor de 32 semanas.

Peso adecuado para su edad postnatal de acuerdo a Lubchenco si tuvo menos de
2 semanas de edad;* si tuvo mas de dos semanas, se utilizaron las curvas de
“National Center of Health Statistics” (NCHS).*® Para nifios pretérmino se utilizaron

las curvas de Marks.>*

Tracto gastrointestinal funcional que le permitiera tolerar al menos el estimulo

enteral minimo para recibir el DHA o placebo.

Que no presentaran datos de respuesta inflamatoria antes de la cirugia
(temperatura central > 38°C 0 < 36°C y un conteo de leucocitos > 19.5 x 10°/mm 6

<5x 10%/mm).*°

6.4.2 Criterios de eliminacion.
e Que permaneciera en ayuno por mas de dos dias posteriores a la cirugia.
e Que fuera trasladado a otro hospital fuera del D. F.

¢ Que los padres decidieran que su hijo abandonara el estudio.



e Que requiera circulacion extracorporea durante la cirugia.

6.5 Tipo de muestreo.
No probabilistico. Se captaron a todos los nifios que ingresaron a la UCIN y cumplieron los

criterios de inclusion.

6.6 Tamafno de muestra
Se calculé inicialmente considerando las medias y desviacion estandar de la estancia
hospitalaria y las concentraciones de IL-6 en suero de adultos con cirugia abdominal quienes
recibieron aceite de pescado como fuente de LC-PUFAS n-3 por nutricién parenteral;*® se

utilizé una prueba de hipétesis de una cola con un poder de 80%.

Donde:
o =0.05 n= [@) (Za - (-ZB)°
B=0.20 (a - p2)*

d = Desviacion estandar

pnly u2= media del grupo control y experimental, respectivamente.

Considerando una diferencia de medias de 5 dias en la variable estancia hospitalaria, la
muestra estimada fue de 30 nifios por grupo.®

n= [(11) (1.645+(0.84)]
(9.1-4.1)°

Estimando una diferencia de medias de 25 % en las concentraciones plasmaticas de
IL-6 al las 24 horas post-cirugia se estimé una muestra de 28 nifios por grupo.*® Sin
embargo, se conoce que la dispersion de las citocinas circulantes es alto, por lo que podria

haberse sobreestimado el tamafio de muestra.

n = [(200) (1.645+0.84)]?
(380-285)*




Considerando un 20% en las pérdidas al seguimiento, el tamafio de muestra estimado al

inicio del estudio fue de 34 nifios por grupo.

Por lo anterior, el tamafio de muestra se recalculo con los datos de 10 neonatos por
grupo estudiados debido a que en este proyecto las citocinas se determinaron como
porcentaje de células positivas en lugar de concentraciones circulantes, y a que no existen
reportes de citocinas por citometria en neonatos con respuesta inflamatoria aguda a quienes
se les administre DHA.

Los criterios para establecer las variables de evolucion clinica en adultos difieren de
los criterios para neonatos, por lo que no se habia estimado un tamafio de muestra para
sepsis grave y fallas organicas. Estas estimaciones se recalcularon con datos colectados en
este estudio con una n de 10 neonatos por grupo, con una prueba de hipotesis de una cola y
un poder del 80%.

La férmula utilizada para la estimacion de tamafio de muestra de sepsis grave y fallas

organicas fue la siguiente:

Donde: n=[ZaN\ 2n.(1-n) -ZBN (1-m)+m(1-m)
] 2
= Proporcién en grupo de tratamiento. (i - mc)?

nc = Proporcion en el grupo control

n = Numero de sujetos necesarios en cada grupo

a) Para sepsis grave se consideré que ocurrié en 1/10 neonatos del grupo DHA y 4/10
del grupo placebo, lo que dio una n= 13 nifios por grupo.

b) Para pacientes con falla organica se present6 el mismo niamero de eventos que para

sepsis grave, por lo que también se estimé que se requerian 13 nifios por grupo.

c) Para el célculo de estancia en UCIN se utilizé la formula para medias considerando

gue el promedio de los dias de estancia del grupo DHA fue de 9.3 y el del grupo



placebo fue de 16.7, con una desviacion estandar de 4.4 dias, por lo que la n

estimada fue de 22 nifios por grupo.



Definicidn operativa de las variables

Variables .
Independiente

Administracion de DHA

Dependientes

1. Respuesta inflamatoria
Citocinas

1.1 IL-1 beta

1.2 TNF-alfa

1.3 IL-6

1.4 IL-10
1.5 IL-1ra

2. Evolucién clinica

2.1 Sepsis grave

2.2 Fallas orgénicas

2.2.1 Respiratoria

Definicién_operativa de las variable
AdmlnlstraC|on de 75 mg de DHA/kg/dia d|V|d|do en 2

dosis (entre 0.2 y 0.4 mL/dosis) del producto Neuromins,
marca Martek, Inc. (anexo 1) 6 placebo (aceite de
girasol). La administracion fue peri operatoria, iniciando
desde 2 dias previos a la cirugia hasta 6 dias post-
cirugia.

Determinacion de citocinas intracelulares de monocitos y
linfocitos en sangre total antes de la cirugia (basal), 24 h
y 7 dias post-cirugia por citometria de flujo.

La sepsis se definié por consenso internacional como
respuesta inflamatoria sistémica, resultado de una
infeccion probada o de la sospecha de ésta donde
deben estar presentes al menos 2 de cuatro criterios:
1)Temperatura >38.5°C o <36°C. 2) Taquicardia, >180
latidos/min, Bradicardia, <100 latidos/min. 3) Frecuencia
respiratoria > 40 respiraciones/min. o ventilacion
mecanica por proceso agudo. 4) Conteo de leucocitos
>19.5 x 10°/mm o <5 leucocitos x 10¥/mm), 6 >10% de
neutréfilos inmaduros. También se registré el
microorganismo aislado.

La sepsis grave se defini6 como la sepsis mas uno de
los siguientes datos: falla cardiovascular o sindrome de
dificultad respiratoria aguda, 6 2 o mas fallas
organicas.®

Debe incluir un PaO,/FiO, < 300 en ausencia de
enfermedad pulmonar preexistente 6 necesidad probada
por > 50 % de FiO, para mantener una saturacién
aceptable > 70 segun cardiopatia.*®

Cuando se encontraban bajo asistencia mecanica a la
ventilacion previa al estudio, se consideré el incremento
de ésta en mas de 20%. En cada paciente se consideré
la variacion de su condicion basal de saturacion de O,
FiO, y presion positiva.

Definicidon de las variables (continuacion)

Tipo. de variable

GHRJ%%\@ nominal.
1=
0= Placebo

Cuantitativa.
Porcentaje de
células positivas al
anticuerpo de la
citocina, del total de
monocitos Yy linfocitos
seleccionados

Cualitativa
dicotomica:
frecuencia

Cualitativa
dicotémica:
frecuencia.



6.8 Procedimientos

Variables

Definicidon operativa de las variables

Tipo de variable vy
unidades

2.2.2 Cardiovascular

2.2.3 Hematolégica

2.2.4 Renal

2.2.5 Hepatica

2.7 Tiempo de estancia en la
UCIN

Falla a pesar de la administracion de bolos de solucién
intravenosa > 40 mL/kg en 1 hora. Hipotension,
presion sistdlica sanguinea < 75 mmHg 6 necesidad
de medicamentos vasoactivos para mantener la
presion sanguinea normal (dopamina > 5 ug/kg/min o
bien dobutamina, epinefrina 6 norepinefrina en
cualquier dosis) 6

Dos de los siguientes datos: Acidosis metabdlica
inexplicable, déficit de base > 5.0 mEg/L, Lactato
arterial elevado > 2 veces el limite superior normal,
Oliguria: orina < 0.5 mL/kg/h

Llenado capilar prolongado: > 5 segundos.

Difergncia entre temperatura periférica y central >
3°C.

Conteo de plaquetas menor a 80,000/mm3 o0 una
disminucién del 50% del conteo de plaqsuetas del valor
més alto registrados los 3 dias previos.®

Elevacion de la creatinina sérica > 2 veces el limite
superior normal para la edad o un incremento del
doble en la creatinina basal.*®

Incremento de la bilirrubina total > 2 mg/dl o elevacién
de alanino transaminasa dos veces por arriba del
limite superior normal para la edad.*

Duracion de la estancia en la UCIN entre el dia de la
cirugia y el egreso de este servicio.

De confusién

Cualitativa dicotémica:
frecuencia.

Cualitativa dicotémica:
frecuencia.

Cualitativa dicotémica:
frecuencia.

Cualitativa dicotdmica:
frecuencia.

Cuantitativa: dias.

1. Porcentaje de acidos grasos
tisular

2. Ingestién de leche humana

3. Tratamiento con anti-
inflamatorios.

4. Gravedad del padecimiento

5. Edad gestacional corregida

Proporcibn de PUFAS en los fosfolipidos de
membrana de los eritrocitos al ingreso del estudio
como indicador de las reservas de &cidos grasos en
tejidos, entre ellos el DHA.*®

Aporte de leche de la propia madre durante el estudio.

Tipo de anti-inflamatorios: esteroideo (dexametasona y
metilprednisolona) y no esteroideo (ketorolaco y acido
acetilsalicilico), asi como la duracion de su
administracion.

Estimacion del estado de gravedad del padecimiento
del nifio en las 24 h pre-cirugia por medio de la escala
Score for Neonatal Acute Physiology, version i
(SNAP-11).*" Esta evallia la presion arterial media,
temperatura, relacién PO,/FiO,, pH sérico, presencia
de crisis convulsivas y uresis horaria.

Es la suma de la edad gestacional determinada al
nacer mas la edad posnatal.

Cuantitativa.
proporcién relativa de
lipidos totales.

Cuantitativa.
Kcal/kg/dia

Cualitativa
esteroideo/no
esteroideo, silno vy
cuantitativa:  duracién
en dias

Cuantitativa
discontinua.

Cuantitativa.
Semanas

Se realiz6 visita diaria al servicio de Cuidados Intensivos Neonatales para identificar a

los candidatos de estudio. Una vez identificados, se explic6 a los padres el objetivo,



procedimientos, posibles beneficios y riesgos del estudio para solicitarles el consentimiento
escrito (anexo 2).

6.8.1 Aleatorizacion de la intervencion. Se realizé mediante sobres opacos cerrados
con numeros de expedientes consecutivos sin reemplazo.

6.8.2 Administracion de la dosis. EI DHA o placebo se administré desde 2 dias antes de
la cirugia y 6 dias post-cirugia, antes de la toma de leche del neonato dividido en 2 dosis
(mafiana y noche para mantenerlo disponible en circulacion por un mayor tiempo). Para
administrar el DHA o placebo se utilizd6 una jeringa estéril y la sonda orogastrica que se
utilizaba para su alimentacion; si no tenia sonda, se administré por via bucal colocando la
jeringa en el carrillo. Por otro lado, la dosis de DHA se calculdo siguiendo las
recomendaciones de la Comisién Europea que establecid como recomendaciéon maxima el
1% del total de acidos grasos como LC-PUFA n-3 6 DHA para el contenido de sucedaneos
de leche humana, imitando las concentraciones reportadas para la leche humana.>®

Recientemente se reporté que la ingestion diaria de DHA en nifios alimentados al pecho
depende del contenido en la leche y del volumen ingerido. Si consideramos que un nifio
recibe aproximadamente 765 mL/dia de leche humana entre el mes y los 6 meses de edad,
con un contenido de lipidos promedio de 41.3 g/L, los nifios que consumen leche con un
contenido alto normal (~ 1% de los acidos grasos totales) consumirian aproximadamente
315 mg de DHA al dia.*® Con la dosis calculada en el presente estudio los nifios de 3 kg
recibieron 225 mg de DHA al dia.

6.8.3 Cegamiento. El estudio fue doble ciego porque para la evolucion clinica, el
neonatologo tratante y el neonatélogo que evaluo los eventos (Dr. Villegas) no conocieron el
tipo de intervencion que recibieron los nifios; para el analisis de las citocinas, los porcentajes
se obtuvieron sin conocer el tipo de intervencién por la Dra. Chavez.

6.8.4 Toma de muestra. Se tomdé una muestra de 1 mL de sangre venosa con
heparina de sodio antes de la cirugia, a las 24 horas y al dia 7 posteriores a la cirugia. Solo

en la medicion basal se colectaron 1.5 mL de sangre venosa en EDTA para medir el



porcentaje de acidos grasos en las membranas de los eritrocitos, entre ellos el DHA. Se
solicité la muestra al residente de neonatologia un dia antes para colectarla cuando se
puncionara para otras determinaciones de rutina.

Procedimientos del estudio.

Poblacién de estudio: Neonatos
programados a cirugia
cardiovascular

Pacientes que requirieron
> de circulacion
h 4 extracorpérea
Consentimiento
informado escrito

A 4
Asignacion aleatorizada

de suplemento: DHA o
placebo

| Pacientes que no
v recibieron el suplemento

Evolucién clinica

A
- N

Administraciéon de DHA/placebo

A

»
I I T T T »

-2 dias 0 24 h 6 dias 7 dias Egreso de

A\ 4

P— UCIN
Datos demograéficos, Cirugia
antropometria, \ Muestras de sangre post-cirugia /

preparacion de dosis y

Muestra de sangre basal,
Escala de gravedad SNAP



6.9 Mediciones

6.9.1 Citocinas. Se determinaron por una microtécnica donde se hizo una dilucion 1:1
de la sangre total con RPMI 1640. Esta se dividié en dos pozos, uno se estimulé con phorbol
12-myristate 13-acetate (PMA) e lonomicina. Después de una incubacion de 5 horas con
CO, al 5%, se marcaron las citocinas intracelulares con fluorocromos FITC, APC, y PE
(marca BD-Pharmingen) en sangre total, las cuales que se determinaron mediante el
citbmetro de flujo Facs Aria marca BD del Centro de Instrumentos del Centro Médico Nacional
Siglo XXI (Anexo 3). Aunque este método tiene una duracion de procesamiento aproximada
de 8 horas a partir de la puncién, permite la determinacién de citocinas en un volumen de
sangre pequefio (0.5 mL de sangre por tiempo de medicidon) y evita la degradacion de la
citocina.

También se ha reportado que el método de la determinacion de citocinas
intracelulares en cultivo celular de sangre total es considerado superior al cultivo de células
mononucleares sanguineas periféricas, ya que el procedimiento de la separacion puede
estresar o dafiar a los leucocitos ocasionando una deplecién selectiva o enriquecimiento de
cierta poblacion de linfocitos 0 monocitos y pueden conducir incluso a una pre-activacion.
Ademas, el cultivo de células de sangre total requiere de una menor cantidad de sangre en
comparacion con la de células mononucleares y puede permitir una mejor reproducibilidad
de los resultados.*

6.9.2 Porcentaje de acidos grasos en los tejidos. En la muestra de sangre basal los
eritrocitos se separaron y lavaron por medio de centrifugado con solucion salina al 0.9% para
congelarlos a -70°C y determinar el perfil de &cidos grasos contenidos en los fosfolipidos de
la membrana celular, entre ellos el DHA mediante un cromatdégrafo de gases Hewlett
Packard 5890 series Il (Anexo 4y 5).%

6.9.3 Ingestién de leche humana. Se registré diariamente el volumen ingerido del
paciente durante el tiempo de estancia en UCIN (anexo 6). Para la estimacion del contenido

energético de la leche humana se consider6 que cada mililitro aporta 0.67 kcal en promedio.



6.9.4 Gravedad de la Enfermedad. Se midio a través de la escala Score for Neonatal
Acute Physiology, version Il (SNAP-II). Esta escala mide la gravedad de la enfermedad, a
mayor valor, mayor es la gravedad del neonato. Este sistema considera 6 variables: presion
arterial media, temperatura, relacion PO,/FiO,, pH sérico, crisis convulsivas y uresis horaria,
y establece puntos de corte asignando una puntuacién (anexo 7).%’

6.9.5 Datos demogréficos. Al ingreso al estudio se registro el género, el apgar, edad
gestacional al nacer medida por la escala de Ballard o en su defecto, por fecha de ultima
regla materna y la edad posnatal. También se midio el peso, la longitud y el perimetro
cefalico para determinar el estado nutricio del paciente como se mencioné en los criterios de
inclusion. El resto de los datos se colectaron del expediente clinico o por encuesta a la
madre (anexo 6).

6.9.6 Efectos adversos. Una revision sobre toxicologia del DHA indic6 que a dosis de
hasta 315 mg/dia parece ser seguro para nifios de 1 a 6 meses,* que excede a las
utilizadas en el presente estudio, por lo que se consideraron como eventos adversos la
necesidad de circulacidon extracorpOrea durante la cirugia, la suspension del aporte enteral

por gravedad extrema y fallecimiento durante su estancia en la UCIN.

6.10 Aspectos éticos

Este proyecto tiene un riesgo mayor al minimo. Los investigadores declaramos que se
respetaron estrictamente los principios contenidos en el Cddigo de Nuremberg, la
Declaracion de Helsinki, la enmienda de Tokio, el informe Belmont y el Cddigo de
Reglamentos Federales de Estados Unidos, y que este proyecto se apega a la Ley General

de Salud de México, entre los que se incluyen lo siguiente:

¢ Se solicitdé el consentimiento escrito de los padres explicando los objetivos,
procedimientos, posibles beneficios y riesgos de la investigacion, incluyendo la firma de

dos testigos y del médico tratante.



¢ Se aseguro la confidencialidad de la identificacion del paciente.

¢ El nifio no continudé en el estudio si el médico tratante consideré que su estabilidad
clinica se encontraba en riesgo.

¢ El nifio pudo abandonar el estudio en el momento que los padres lo desearan sin que
se afectara su atencion médica, informandose verbalmente al ingreso del estudio y en
la carta de consentimiento.

¢ Este proyecto fue aprobado por el Comité Local de Investigacion del Hospital de
Pediatria con el N° 2005-3603-72 y por la Comision Nacional de Investigacion

Cientifica del IMSS con el N° 2006-785-069 (anexo 8).

6.11 Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el paquete estadistico SPSS version 16 y Minitab version
14. Las variables cuantitativas se transformaron a logaritmos y se comprobd que mostraran
una distribucién normal. Esto no se demostré en algunas covariables por lo que se
reportaron como mediana e intervalo. Para comparar el efecto del DHA sobre las citocinas y
la estancia en UCIN entre grupos y en cada tiempo de medicion, se usé la prueba de t de
Student. Para algunas covariables sin distribucién normal se utiliz6 la prueba de Mann-
Whitney. Para comparar el cambio de las variables cuantitativas entre la medicién basal y los
tiempos post-cirugia para cada grupo se utilizé la prueba de t pareada, mientras que para
analizar el efecto del DHA entre grupos durante el seguimiento, asi como ajustar por
variables de confusién, se utilizaron modelos de ANCOVA para medidas repetidas, mientras
gue para el ajuste por confusores en la estancia en terapia intensiva se utilizaron modelos de
regresion lineal multiple. La identificacion de factores confusores en citocinas y estancia en
UCIN se realiz6 mediante matrices de correlaciones con pruebas de Pearson y Spearman.

Para comparar entre grupos la frecuencia de sepsis grave y fallas organicas se utilizd
la prueba exacta de Fisher, y se estimaron los riesgos con un intervalo de confianza al 95%

(IC 95%). Ademas, se calcul6 el riesgo relativo reciproco del grupo placebo dividiendo 1



entre el RR de grupo DHA, mientras que la reduccién del riesgo se calculé mediante la resta
del la tasa de incidencia (TI) del grupo placebo menos la Tl del grupo DHA, dividido entre la
Tl del grupo placebo. Para controlar por potenciales confusores, se utilizaron modelos de

regresion logistica binaria.

6.12 Financiamiento

Este trabajo cuenta con cuatro financiamientos por concurso. Uno fue otorgado al
proyecto de neonatos con el numero Fofoi FIS/IMSS/PROT/094; el segundo fue para el estudio
en adultos con numero Fofoi FIS/IMSS/PROT/095 y los dos ultimos fueron financiamientos
complementarios para Tesis de Doctorado con avances con numero FIS/IMSS/PROT/516 y
FIS/IMSS/PROT/MDOQ9/727. Los fondos fueron aportados por el Fondo para la Investigacion

en Salud del Instituto Mexicano del Seguro Social (anexo 9).



7. RESULTADOS
7.1 Estudio piloto en adultos.

Se realiz6 un estudio piloto en adultos que permitiera estandarizar la técnica de
determinacién de citocinas, identificar los tiempos de coleccién de muestra sanguinea mas
representativos de los cambios de las citocinas y establecer la logistica del estudio. Para
realizar el estudio piloto se elabord un protocolo en adultos que fue registrado en el Comité
de Investigacién Local del Hospital de Cardiologia, C. M. N. Siglo XXI (anexo 1).

En el estudio piloto se captaron 23 adultos que se sometieron a revascularizacion
miocardica programada, de los cuales 12 pacientes recibieron 6 g de aceite de pescado, que
contenian 1600mg de EPA y 800 mg de DHA al dia, al que se denomin6 grupo omega 3, y
once pacientes recibieron placebo; ambos grupos recibieron 2 capsulas por la mafiana y 2
cépsulas por la tarde. Las variables relacionadas a la hipotesis de evolucion clinica se
estudiaron en los 23 pacientes, mientras que la determinacion de las citocinas fue factible
realizarlas en 9 pacientes del grupo omega 3 y en 10 pacientes del grupo placebo en 5
tiempos: basal (antes de la cirugia), al egreso de quiréfano, tiempo al que se denomind
cierre de la herida quirdrgica (Hx Qx), a las 24 h postcirugia, 48 h y 7 dias postcirugia. No
hubo fallecimientos durante el seguimiento hasta el egreso del hospital. Con este estudio
piloto se determiné que en los neonatos se evaluaran solamente los tiempos: basal, 24 h'y
7d post-cirugia, lo que disminuyé el nimero de punciones y de volumen sanguineo

colectado en neonatos.

7.1.1 Variables demogréficas de los adultos

Al ingreso del estudio, la edad tendié a ser menor en el grupo omega 3 comparado
con el grupo placebo, mientras que el indice de masa corporal fue menor en el grupo omega
3 comparado con el grupo placebo. Sin embargo, en ambos grupos la mediana del indice de
masa corporal nos indicdé que los sujetos presentaron sobrepeso. El resto de las variables

demograficas fueron similares al ingreso del estudio (cuadro 1)



Cuadro 1. Variables demogréficas de los adultos

GRUPO
OMEGA 3 PLACEBO Valor P
n=12 n=11

Sexo
Masculino:Femenino 11:1 11 05227
Edad, afios ™ 575+1.1 655+1.2 0.065*
Peso, kg™ 735+1.0 79.4+1.1 0.182%
Talla, m™ 1.68+1.0 1.66+1.0 0.472*
IMC, kg/mts™ 257+1.0 287+1.0 0.040*

Proporcion "Media + error estandar
IMC: indice de masa corporal

" Prueba exacta de Fisher

*Prueba de t de Student

7.1.2 Citocinas intracelulares en adultos.

Las citocinas se expresaron como porcentaje de células positivas al anticuerpo del
total de monocitos y linfocitos seleccionados. El porcentaje de células fue similar entre los
grupos al ingreso. El grupo omega 3 mostré menor porcentaje de células positivas a
citocinas inflamatorias IL-1p y a IL-6 comparado con el grupo placebo a las 24 h
postcirugia, aunque sélo IL-1p fue menor al cierre de la herida quirdrgica (cuadro 2),
mientras que las citocinas antiinflamatorias IL-1ra e IL-10 mostraron menor porcentaje en

el grupo omega 3 comparado con el placebo al cierre de herida quirdrgica (cuadro 3).



Cuadro 2. Citocinas inflamatorias de adultos durante el seguimiento.

GRUPO Valor
Citocina*  Tiempo Orrr:e:gg 3 PLnASEgO p*
IL-18 Basal 1.45+£1.69 292+1.29 0.260
Hx Qx 0.82 +0.1.58 257 +141 0.033
24 h 0.92 +1.66 425+155 0.017
48 h 0.93+1.82 2.32+1.86 0.150
Dia7 0.40+2.0 0.85+1.58 0.190
TNF-a Basal 26515 34.7+1.29 0.610
Hx Qx 10.42 +1.55 19.50 + 1.26 0.130
24 h 9.38 £ 1.66 18.45+1.17 0.130
48 h 9.55+2.0 26.18 £ 1.19 0.110
Dia7 20.89 +1.48 53.32+1.15 0.130
IL-6 Basal 4.48 +1.25 3.84+£1.45 0.720
Hx Qx 276 +1.17 3.85+£1.45 0.220
24 h 3.13+1.18 4.88 +1.26 0.076
48 h 1.83+1.24 293+1.35 0.110
Dia 7 2.38+1.29 1.97 +1.26 0.300

Porcentaje de células positivas a la citocina

Hx Qx : Herida quirurgica

¥ Comparaciones entre grupos con prueba de t de Student



Cuadro 3. Citocinas antiinflamatorias de adultos durante el seguimiento.

GRUPO Valor
Citocina’  Tiempo Or:e:gg 3 PL:‘SEOBO p*
IL-1ra Basal 4.13+1.26 4.80+1.16 0.610
Hx Qx 1.74+1.35 3.89+1.29 0.029
24 h 6.98 + 1.22 9.42+ 1.38 0.220
48 h 3.61+1.55 6.38 +1.48 0.180
Dia 7 252+151 3.94+1.21 0.170
IL-10 Basal 248 +1.38 294 +1.29 0.680
Hx Qx 1.24 +£1.66 292+1.41 0.096
24 h 2.74+1.48 4,20+ 1.70 0.260
48 h 3.08 £+ 1.55 3.17+1.59 0.480
Dia 7 290+ 1.70 421 +1.55 0.300

Porcentaje de células positivas a la citocina ¥ Comparaciones entre grupos con prueba de t de Student

Hx Qx : Herida quirargica

El analisis multivariado indic6 que los pacientes que recibieron los acidos grasos
omega 3 mostraron menor porcentaje de células positivas a citocinas comparados con el
grupo gue recibié el placebo durante el estudio; la diferencia promedio del grupo omega 3
comparado con el placebo fue de -3.9%, P= 0.010 para IL-1B", -2.1%, P= 0.017 para IL-
1ra’, -5.0%, P= 0.0000 para TNF-o."; -1.9%, P=0.025 para IL-6" y de -3.7%, P=0.004 para
IL-10" después de controlar por edad, indice de masa corporal como indicador de estado
nutricio y gravedad estimada por APACHE Il , lo que se interpreté como una menor
produccion de citocinas durante el seguimiento, después de ajustar por factores
confusores. No se observo efecto del tiempo de estudio en los valores de citocinas y
tampoco de la interaccion entre la suplementacion con acidos grasos n-3 y el tiempo de

estudio (P >0.50)



7.1.3 Evolucion clinica en adultos.

Se observé menor frecuencia de complicaciones en términos de infecciones y de falla
respiratoria en el grupo omega 3 comparada con el grupo placebo, aunque al analizarlas
individualmente no alcanzaron la significancia estadistica. En relacion a las infecciones, en el
grupo placebo hubo un caso de sepsis con germen aislado en hemocultivo, un caso de
neumonia con germen aislado en esputo, una infeccion en vias urinarias bajas (cistitis) y una
infeccidn de herida quirdrgica, mientras que en el grupo omega 3 se presento una infeccion
de vias urinarias. En el mismo sentido, el grupo omega 3 mostré0 menor estancia hospitalaria
en piso y menor estancia total comparado con el grupo placebo.

No hubo diferencia en la duracién de la estancia en terapia post quirdrgica entre el

grupo omega 3y el grupo placebo, respectivamente (cuadro 4).

El analisis multivariado mostré6 que los pacientes del grupo omega 3 tuvieron un
menor riesgo de desarrollar complicaciones comparados con el grupo placebo después de
ajustar por edad, indice de masa corporal y gravedad estimada por APACHE II. Cuando se
analizaron los indicadores de evolucion clinica individualmente (infecciones y falla

cardiovascular) no alcanzaron la significancia estadistica (cuadro 5).



Cuadro 4. Evolucién clinica en adultos

GRUPO
OMEGA 3 PLACEBO Valor de P
N=12 n=11

Complicaciones (infecciones+sepsis + fallas) 42 gabed 0.026"
Falla organica

Cardiovascular 4 0.444"

Respiratoria 1 0.478'
Estancia hospitalaria total, dias™ 3+1.1 103+1.1 0.038*
Estancia en piso, dias™ 5+1.1 6.8+ 3.5 0.037*
Estancia en TPQ, dias™ 3.2+1.1 32+1.1 0.440%

Frecuencia " Promedio + error estandar

¥ Comparaciones entre grupos con prueba de t de Student

TPQ: Terapia post-quirtrgica

2 Sin aislamiento/IVU ° Enterobacter cloacae/sepsis

T Comparaciones entre grupos con prueba de Fisher .  ° E. epidermidis/neumonia.d E. aureis+Rautella ornitolitica/HxQx

Cuadro 5. Riesgo relativo de variables de evolucion clinica en adultos.

Variable dependiente

Ajustado’

OR* IC 95%

Total complicaciones (Infecciones + falla

cardiovascular y respiratoria)
Infecciones + sepsis

Falla cardiovascular

0.031 0.001
0.13 0.000
0.427 0.044

0.669
1.752
4.178

OR: Raz6n de momios del modelo de regresién logistica
* Grupo omega 3 comparado con grupo placebo

TAjustado por edad, estado nutricio y gravedad

7.1.4 Covariables en adultos.

Los grupos fueron comparables en

las covariables de uso y duracion de

antiinflamatorios o de antibiéticos, gravedad o contenido tisular de acidos grasos. Como

anti-inflamatorio esteroideo se utiliz6 hidrocortisona, mientras que los no esteroideos

fueron el &cido acetil salicilico, metamizol, diclofenaco, etofenamato y paracetamol. Los

antibiéticos utilizados fueron cefalotina, ciprofloxacina, cefotaxima, amikacina, clindamicina

y vancomicina (cuadro 6).

Cuadro 6. Covariables en adultos



GRUPO

OMEGA 3 PLACEBO Valor P
n=12 n=11
Uso de anti-inflamatorios
a) Esteroideos 1 0.478"
Duracion, dias™ 1 --
b) No esteroideos 12 11 1.000'
Duracion, dias™ 48+1.2 6.5+1.1 0.172*
Uso de antibiéticos 12 10 0.478'
Duracion, en dias™ 23+13 28+14 0.628*
Gravedad (APACHE I1)*™ 51+11 47+12 0.681*
Frecuencia " Promedio + error estandar * APACHE 1, a mayor gravedad mayor calificacion.

¥ Comparaciones entre grupos con prueba de t de Student

T Comparaciones entre grupos con prueba de Fisher

Cuadro 6. Covariables en adultos (continuacion)

GRUPO

Acidos grasos al ingreso, % de OMEGA 3 PLACEBO Valor P*
acidos grasos totales n=11 n=10

Linoléico (LA, 18:2 n-6) 11.5+0.36 10.7 £ 0.37 0.146
o~ Linolénico (LNA, 18:3 n-3) 041+11 044+11 0.561
Araquiddnico (AA, 20:4 n-6) 17.3+1.0 17.3+£1.0 0.859
Eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) 0.67+1.1 0.60+1.1 0.511
Docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3) 6.04 £ 0.31 6.01 £0.53 0.205
Ac. Grasos n-6 (LA + AA) 29.2+£0.44 28.2£0.50 0.161
Ac. Grasos n-3 (LNA+EPA+DHA) 7.2 £0.33 7.9 £0.53 0.284
n-6/n-3 4,1+0.19 3.8+0.30 0.285
AA/DHA 29+0.14 2.7+0.23 0.345

Promedio + error estandar

¥ Comparaciones entre grupos con prueba de t de student



7.2 Resultados en neonatos

Se captaron 47 neonatos y se analizaron 33, de los cuales 15 recibieron DHA y 18
recibieron placebo. Catorce pacientes no se incluyeron en el andlisis de resultados por las
siguientes razones: ocho no terminaron el estudio debido a que requirieron circulacion
extracorpérea durante la cirugia (grupo DHA n= 4; grupo placebo, n= 4); en dos pacientes
(grupo DHA) se suspendio el aporte enteral por gravedad extrema y cuatro pacientes
fallecieron antes de terminar el estudio (grupo DHA n= 1; grupo placebo n= 3).

La frecuencia de eventos adversos fue igual en ambos grupos (DHA n= 7; placebo, n=

7), por lo que el analisis de intencion a tratar no fue diferente (cuadro 7).

Si se considera como evento adverso la variable sepsis grave mas los sujetos que no

terminaron el estudio, la distribucion de los casos queda como se describe en el cuadro 7:

Cuadro 7. Eventos adversos para el andlisis de intencion a tratar

Mejoria No mejoria
Grupo DHA 14 8 22
Grupo placebo 14 11 25
28 19

Comparacién con prueba Exacta de Fisher, p= 0.767



7.2.1 Variables demogréficas de neonatos.

Las caracteristicas de los 33 nifios al nacimiento, al ingreso del estudio y el tipo de

cirugia cardiovascular fueron comparables entre los grupos (cuadro 8).

Cuadro 8. Variables demograficas de neonatos

GRUPO Valor P
DHA PLACEBO
n=15 n=18
Al nacer
Edad gestacional, semanas ™ 38.7+1.1 38.0+1.0 0.334%
Género
Masculino: femenino 9:6 8:10 0.491'
Apgar
Minuto 5, < 8 0 2
>8 15 16 0.485'
Al ingreso del estudio
Edad postnatal, dias™ 18.2+1.7 14.4+2.4 0.316¢
Peso, g" 2 813 + 603 2889 +511 0.532¢
Longitud, cm™ 50.0+1.1 50.2+15 0.925%
Perimetro cefalico, cm ™ 338+ 1.1 339x13 0.824°
Tipo de cirugia
Fistula sistémico pulmonar 7 (47) 12 (67)
Coartectomia 8 (53) 6 (33) 1.000"

Frecuencia (porcentaje) " Promedio + desviacion estandar
i Comparaciones entre grupos con prueba t de Student
f Comparaciones entre grupos con prueba de Fisher.



7.2.2 Citocinas intracelulares en neonatos.

Comparaciones entre grupos.

El andlisis del porcentaje de células positivas a citocinas mostré que los grupos fueron
comparables en el tiempo basal en todas las citocinas analizadas. Sin embargo, a las 24 h
post-cirugia, el grupo placebo mostré6 mayor proporcion de IL-1B* comparado con el grupo
DHA (p= 0.045, cuadro 9). No se encontraron diferencias entre los grupos en TNF-a* e IL-6"
a las 24 h post cirugia (cuadro 9). Al dia 7 post cirugia hubo una menor presencia de TNF-o.
(p= 0.046) en el grupo DHA comparado con el placebo. En el caso de las citocinas anti-
inflamatorias, la proporcion de IL-10" fue menor en el grupo DHA que en el placebo a los 7

dias post cirugia (p= 0.025). No se encontraron diferencias para IL-1ra (cuadro 10).

Deltas de citocinas entre los tiempos de estudio.

Tomando en cuenta el periodo completo de observacion, desde el tiempo basal hasta
el dia 7 post cirugia, la proporcion de células positivas para IL-1 tendié a disminuir un 89%
+ 70% en el grupo placebo (p= 0.11), mientras que no mostré ningun cambio en el grupo
DHA (p= 0.60). Con relacion a la proporcion de células TNF-a* no se modificé en el grupo
DHA (- 11%z 30, p= 0.61), pero tendié a aumentar un 28% + 17% en el grupo placebo (p=
0.11). En cambio, la proporcion de células IL-6" tuvieron un comportamiento similar, el grupo
DHA tendié a disminuir un 30% + 6% (p= 0.15), y un 12% + 40% en el placebo (p= 0.22).
Con respecto a las citocinas anti inflamatorias, IL-1ra e IL-10, no se observé ningn cambio
en los grupos.

El andlisis de acuerdo a los diferentes tiempos de observacion mostré que el grupo
placebo a las 24 h increment6 su proporcion de células IL-18* en 59% + 13% (p= 0.03)
presentando luego una disminucion del 53% + 147% a los 7 dias post cirugia (p= 0.02). En
forma similar, las células IL-6" se incrementaron en un 38% + 11% a las 24 h (p= 0.056) y
luego disminuyd en 49% + 72% a los 7 dias (p= 0.07) en el grupo placebo. En el grupo DHA,

no se observo ninglin cambio en la proporcion de células IL-18" del basal a las 24 h ni de las



24 h a los 7 dias post cirugia, pero si mostro el mismo comportamiento que el grupo placebo
en IL-6", presentando un incremento del 39% + 4% (p= 0.09) a las 24 h y luego una
disminucién del 69% * 6% a los 7 dias (p= 0.02).

La proporcion de células TNF-a* presentd una disminucion en ambos grupos, que
tendié a ser mayor en el grupo DHA de 34% + 20% (p= 0.08) comparado con el placebo de
26% + 4%, (p= 0.17) a las 24 h post cirugia, mientras que de las 24 h a los 7 dias el grupo
placebo mostré un incremento de 54% + 30% (p= 0.01) y el grupo DHA no presenté cambios
(22% + 36%, p= 0.32).

En relacién a las citocinas anti-inflamatorias, en IL-1ra ambos grupos mostraron un
incremento, pero el grupo DHA aumentd la mitad de su basal a las 24 h (52% + 4%, p=
0.032), mientras que el grupo placebo aumentd un tercio de su basal a las 24 h (37% + 12%,
p= 0.054). Aunque de las 24 h a los 7 dias el porcentaje de células IL-1ra” disminuy6 en
ambos grupos, esta disminucién fue menor en el grupo DHA en un 45% + 30%, p= 0.06 que
la disminucién del grupo placebo (-55 + 20%, p= 0.077) con relacion a su basal.

Por otro lado, el porcentaje de células IL-10" tendi6 a incrementarse mas en el grupo
DHA que en el placebo a las 24 h post cirugia (60% + 45% vs 3% + 15%, respectivamente
p= 0.12), y entre las 24 h y el dia 7 siguio incrementandose en el grupo placebo (hasta 27%
+ 35%), mientras que disminuyo6 64% + 45% en grupo DHA, por lo este comportamiento fue
diferente entre los grupos (p= 0.04).

En resumen, los cambios en la proporcién de células positivas sugieren que el DHA
suplementado favorecié el retorno a la homeostasis en forma mas temprana. Esto se
sustenta en que a pesar de que los pacientes ingresaron al estudio con el mismo grado de
inflamaciéon en ambos grupos, el grupo que recibié el suplemento con DHA no mostré
incrementos posteriores a las 24 horas en TNF-a y en que la IL-1ra e IL-10, ambas anti
inflamatorias, se elevaron en mayor intensidad y en forma mas temprana en el grupo DHA

(figura 4).



Por otra parte, se calcularon las razones entre las citocinas inflamatorias y su
respectiva citocina antagonista para determinar si habia un predominio de la inflamacion o
anti-inflamacioén con un comportamiento diferente entre los grupos y entre los tiempos de

estudio, pero no hubo diferencias significativas (p > 0.200).

Analisis multivariado para citocinas.

El grupo DHA mostré un menor porcentaje de células IL-1p+, IL-6+, IL-1ra+ e IL-10+
comparado con el grupo placebo durante el seguimiento de 7 dias, después de ajustar por la
presencia de sepsis, duraciéon de la administracion de antiinflamatorios no esteroideos,
sangrado durante la cirugia, consumo de leche humana y razon entre acidos grasos n6/n3.
Este ultimo fue un predictor significativo soélo para IL-6+ e IL-10+. No hubo interaccién entre
la suplementacion con DHA vy el tiempo de administracion en ninguna citocina, p> 0.10. Por
lo anterior, el efecto del DHA sobre las citocinas no sélo se mantuvo para IL-1p e IL-10,
también alcanzo la significancia para IL-6 e IL-1ra con el ajuste de confusores. En este

analisis, el TNF-a+ no fue diferente entre los grupos (cuadro 11).



Cuadro 9.Citocinas inflamatorias IL-1B, TNF-a e IL-6 en neonatos por citometria de

flujo
GRUPO Valor
Citoocina Tiempo DTA1T PLAC_:EBO” pt
% n=15 n=18
IL-1p Basal 0.27+5.4 0.41%3.5 0.458
24 h 0.29+6.2 0.74 +2.3 0.045
7 dias 0.16 +12.3 0.24+12.3 0.656
TNE-a Basal 3.882.7 5.14%2.0 0.397
24 h 278+ 2.7 3.98+24 0.163
7 dias 346+22 6.82 + 3.3 0.046
IL-6 Basal 474 £2.7 554+22 0.640
24 h 7.01+£2.0 8.07+2.1 0.303
7 dias 3.52+29 492 +28 0.197

Los datos son porcentaje de células positivas a la citocina de 10,000 células. Promedio + desviacion estandar
¥ Comparaciones entre grupos con t de Student, prueba de hipétesis unilateral

Cuadro 10. Citocinas anti-inflamatorias IL-1ra e IL-10 en neonatos por citometria de

flujo
GRUPO Valor
Cit(gcina Tiempo DTA" PLA(_:EBO" pt
% n=15 n=18
IL-1ra Basal 546 +25 6.51+2.3 0.581
24 h 9.46+2.0 9.46+2.1 0.452
7 dias 547+2.1 582+2.1 0.555
IL-10 Basal 0.92 + 3.78 1.54+2.79 0.258
24 h 1.70£3.76 1.59+4.73 0.547
7 dias 0.89+2.2 2.07+35 0.025

Los datos son porcentaje de células positivas a la citocina de 10,000 células. Promedio + desviacion estandar
¥ Comparaciones entre grupos con t de Student, prueba de hipétesis unilateral
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Figura 1. Deltas de citocinas inflamatorias entre el basal y 7 dias postcirugia. Ademas se
indica el porcentaje de cambio en cada barra. Los grupos se compararon con t de Student,

indicandose la significancia sobre ambas barras.
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Figura 2. Deltas de citocinas anti-inflamatorias entre el basal y 24 postcirugia. Ademas se
indica el porcentaje de cambio en cada barra.
Los grupos se compararon con t de Student, indicandose la significancia sobre ambas
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postcirugia y 7 dias. También se indica el porcentaje de cambio en cada barra.

Los grupos se compararon con t de Student indicandose la significancia sobre ambas barras.
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postcirugia y 7 dias. También se indica el porcentaje de cambio en cada barra.

Los grupos se compararon con t de Student indicandose la significancia sobre ambas barras.
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superindice a para p < 0.05y b para p entre 0.05y 0.09.



Cuadro 11. Analisis de mediciones repetidas de células positivas para cada
citocina, ajustado por confusores

Citocina Factores Diferencia promedio P ajustada R?
% %
IL-1P
24 h 1.12 0.7642
7 dias 0.0247
0.38
Grupo DHA 0.0005 43.60
0.05
TNF-a 24 h 0.2295
0.77
7 dias 0.8353
1.13
Grupo DHA 0.7763 17.88
1.46
IL-6 24 h 0.9913
1.45
7 dias 0.2352
0.80
Grupo DHA 0.0016 45.51
0.27
IL-1ra 24 h 0.9876
1.46
7 dias 0.4300
0.88
Grupo DHA 0.0129 22.20
0.37
IL-10 24 h 0.8077
1.15
7 dias 0.7329
1.06
Grupo DHA 0.0255 31.27
0.10

Los datos son porcentaje de células positivas a la citocina determinados en 10,000 células.

Comparacion con ANOVA para mediciones repetidas y postprueba de Dunnet.

El tiempo control fue el basal y el grupo control fue el placebo.

Ajustado por presencia de sepsis, duracion de la administracion de anti-inflamatorios, sangrado durante la

cirugia y el consumo de leche humana.



7.2.3 Evolucion clinica en neonatos.

Los microorganismos aislados en cada grupo de estudio se describen en el cuadro
12. El grupo DHA mostré una tendencia a una menor frecuencia de sepsis grave (cuadro 13)
y de sepsis en general, comparado con el grupo placebo (3/15 vs. 9/18, p= 0.077). Los
riesgos relativos para el desarrollo de sepsis grave RR= 0.3 (IC 95% 0.04 — 2.4) y de sepsis
RR= 0.4 (IC 95% 0.13 - 1.22) tendieron a ser menores en el grupo DHA comparados con en

el grupo placebo, pero no alcanzaron la significancia estadistica.

Cuadro 12. Aislamiento de microorganismos en los casos de sepsis estratificado por

grupo
Grupo Microorganismo aislado Sepsis Sepsis grave
DHA Staphylococcus epidermidis + Si Si
Pseudomona aeruginosa
Staphylococcus hominis Si
Pseudomona aeruginosa Si
Placebo Klebsiella pneumoniae Si
Sepsis clinica Si Si
Enterobacter cloacae Si Si
Staphylococcus hominis + Si Si

Pseudomona aeruginosa

Klebsiella pneumoniae Si

Bacteremia asociada a catéter Si

Staphylococcus epidermidis Si
Acinetobacter baumannii Si Si

Sepsis clinica Si




Las fallas organicas en orden de frecuencia fueron: respiratoria, cardiovascular,
hematoldgica, renal y hepatica. En el grupo DHA comparado con el grupo placebo, el
namero de fallas organicas por grupo fue menor, asi como el numero de pacientes que
desarrollaron al menos una falla organica (cuadro 13). EIl riesgo de desarrollar fallas
organicas en los pacientes que recibieron el DHA fue menor RR= 0.11 (IC 95% 0.02-0.75)
gue el de los pacientes del grupo placebo, es decir que el grupo placebo tuvo nueve veces
mas riesgo de desarrollar al menos una falla organica (Riesgo relativo reciproco= 9.1; IC
95% 1.33-63.10). Por lo anterior, la reduccion del riesgo de falla organica en el grupo DHA

fue de 89%.

La estancia en UCIN fue menor en el grupo DHA comparado con el grupo placebo de
forma clinica y estadisticamente significativa; el grupo DHA se hospitaliz6 un promedio de

4.6 dias menos en la UCIN comparado con el grupo placebo (cuadro 13).



Cuadro 13. Evolucién clinica en neonatos

GRUPO Valor P
DHA PLACEBO
n=15 n=18
Sepsis grave* 1(7) 4 (22) 0.229"
Falla organica*
Respiratoria 1(6.7) 6 (33.3) 0.073"
Cardiovascular 1(6.7) 4 (22.2) 0.229'
Hematoldgica 0 3(16.7) 0.150"
Renal 0 3(16.7) 0.150"
Hepética 0 1 (6.2) 0.516"
Total de fallas organicas* 2 17 <0.0017
Paciente con una falla o méas 1 11 0.001
Complicaciones (sepsis grave +
g o (sepsis g 3 21 <0.001"
fallas organicas)*
Estancia en UCIN, dias” 6.9+2.1 11.5+2.2 0.035"
"Frecuencia (%) "Promedio + desviacién estandar

"Prueba exacta de Fisher T t de Student

El andlisis multivariado de las variables de evolucion clinica mostré que el grupo DHA

tuvo una tendencia hacia un menor desarrollo de sepsis y de sepsis grave comparado con el

grupo que recibié placebo, ajustando por la ingestion de leche humana, el uso de

antiinflamatorios esteroideos y la gravedad previa a la cirugia, aunque no alcanzaron la

significancia estadistica (cuadro 14). No obstante, el riesgo para desarrollar al menos una

falla organica fue menor en el grupo DHA comparado con el placebo después de ajustar por

los confusores mencionados (cuadro 14).



Cuadro 14. Variables de evolucion clinica en neonatos ajustado por confusores

Variable dependiente Ajustado’ Modelo
OR* IC 95% R  Valor p

Paciente con sepsis 0.429 0.071 2.604 0.38 0.031

Paciente con sepsis grave 0.434 0.03 545 0.22 0.362

Paciente con al menos una falla organica 0.031 0.002 0.528 0.67 <0.001

OR: Raz{on de momios de modelo de regresion logistica
*Comparado con grupo placebo IC: Intervalo de confianza 95%

TAjustado por ingestidn de leche humana, antiinflamatorios esteroideos y gravedad pre-cirugia

Con relacién al analisis multivariado para la estancia en la UCIN, se utilizd6 una matriz
de correlaciones donde se identificaron como predictores al consumo de leche humana,
edad gestacional corregida, duracion de la cirugia, de antibiéticos y de antiinflamatorios no
esteroideos. La leche humana tuvo una asociacidon negativa, mientras que el resto de las
variables mostr6 una asociacion positiva con la estancia en UCIN. La edad gestacional
corregida no se incluyé en el modelo debido a que mostré colinealidad con leche humana, a
gue no tuvo un efecto significativo (p= 0.546) y a que tampoco modificé el coeficiente de
determinacion.

En el presente estudio, los mejores predictores de la estancia en UCIN fueron el
consumo de leche humana, la duracion de la cirugia, de antibioticos y de antiinflamatorios no
esteroideos, mientras que la administracion de DHA no tuvo un efecto significativo (cuadro
15). Lo que sugirid que el egreso dependié mas de las covariables mencionadas en este

estudio.



Cuadro 15. Modelo de regresion lineal multiple de estancia en UCIN ajustada por

confusores.

Termino Coeficiente SE Coeficiente T Valor de P
Constante 192518 272709 0.20 0.841
Consumo de leche
humana, kcal/kg/dia -0.97054 1.00865 -3.47 0.002
Duracion de antibiético 1.95299 12113 3.49 0.002
Duracién de AINEs 1.77869 129688 2.21 0.038
Duracion de la cirugia 2 24905 1,685 1.55 0.135
Grupo DHA* -0.87382 192191 -0.67 0.508

0.000
AINE: Antiinflamatorio no esteroideo R’= 71.1%

*Comparado con grupo placebo

7.2.4 Covariables en neonatos.

No hubo diferencias entre grupos en el uso o la duracién de antiinflamatorios
esteroideos y no esteroideos, de antibidticos durante su estancia en UCIN, en la gravedad
de los pacientes al ingreso del estudio, en la duracién de la cirugia o del pinzamiento adrtico,
ni en el volumen de sangre perdido durante la cirugia (cuadro 16). Tampoco hubo
diferencias en los acidos grasos tisulares al ingreso del estudio (continuacién del cuadro 16).
Cabe mencionar que hubo menor cantidad de muestras para determinar el porcentaje de
acidos grasos en los eritrocitos debido a que éste no se determind en los nifios que tuvieron
transfusiones de paquete globular antes del estudio, ya que esto no representaria sus
reservas de acidos grasos tisulares.

Los antiinflamatorios esteroideos utilizados fueron dexametasona, mientras que los no
esteroideos fueron ketorolaco y acido acetilsalicilico. Cuatro nifios del grupo placebo no

recibieron antiinflamatorio no esteroideo debido a que recibieron un antiinflamatorio



esteroideo. Los antibiéticos que se administraron fueron cefalotina, amikacina, cefuroxima,

imipenem, ciprofloxacina, cefotaxima, ceftazidima y vancomicina.

Cuadro 16. Covariables en neonatos

GRUPO
DHA PLACEBO Valor P
n=15 n=18
Uso de antiinflamatorios
a) Esteroideos® 5 (33) 7 (39) 1.000 "
Duracion, dias” 11[1,2] 3[1,10] 0.123%
b) No esteroideos® 15 (100) 14 (82) 0.229"
Duracion, dias? 41+21 5.2 + 3.4 0.520"
Uso de antibiéticos * 15 (100) 18 (100) 1.000"
Duracién, en dias’ 2.0[1,19] 4.5 [1,34] 0.204%
Gravedad pre-cirugia (SNAP 11)*? 2.29+14.1 0.69 + 29.5 0.248"
Ingestion de leche humana, kcal/kg/d
Durante intervencion” 8.9 [0, 36] 1.9 [0, 37] 0.115°
Durante seguimiento’ 7.8 [0, 32] 5.9 [0, 42] 0.500°
Edad gestacional corregida, semanas 2 409+1.1 40.8+1.1 0.890°"
Gravedad pre-cirugia (SNAP II) T 229+14.1 0.69+29.5 0.248'
Pinzamiento adrtico, minT 12.1+18 9.1+£13 0.567"
Sangrado quirdrgico, mL 10[0.1, 100] 10[0.1, 50] 0.958°
Duracion de cirugia, min T 106.4 + 37 117.8 + 44 0.452°

" Frecuencia “Promedio + desviacién estandar { Mediana [minimo, maximo]
"Prueba de Fisher ¥ tde Student  SPrueba de U-Mann-Whitney



Cuadro 16. Covariables en neonatos (continuacion)

, GRUPO
Acidos grasos al ingreso, % de acidos DHA PLACEBO valor P*
grasos totales n=12 n=14

89+£12 8.8+12 0.954
Linoléico (LA, 18:2 n-6)
o- Linolénico (LNA, 18:3 n-3) 0.67x1.8 05119 0.274
Araquiddnico (AA, 20:4 n-6) 10.2+1.7 12.0+1.7 0.264
Eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) 0.56 £ 2.0 03817 0.117
Docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3) 3.3+1.9 34+£19 0.870
EPA + DHA 4316 40+1.6 0.703
Ac. Grasos n-3 (LNA+EPA+DHA) 50+15 47+15 0.649
Ac. Grasos n-6 (LA + AA) 200+1.3 215+1.3 0.492
AA/DHA 3.1x14 3.6+1.3 0.252
n-6/n-3 39+£1.3 46%1.3 0.124

Promedio + desviacion estandar
*Prueba t de Student



8. DISCUSION.

Los resultados demostraron un menor porcentaje de células positivas a citocinas
inflamatorias como IL-1B", IL-6" y menor porcentaje de citocinas anti-inflamatorias como IL-
1ra” en leucocitos (linfocitos y monocitos) de neonatos sometidos a cirugia cardiovascular
gue recibieron DHA comparados con el grupo placebo después de controlar por potenciales
confusores, asi como una menor frecuencia de complicaciones y del desarrollo de fallas

organicas.

Gottrand sefiald que a pesar de la evidencia experimental de los beneficios de los
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga n-3 en animales y en adultos, son escasos
los estudios sobre el efecto de los LCPUFAS n-3 en el tratamiento y/o prevencion de las
infecciones en la poblacién pediatrica.** Por lo anterior, este estudio es novedoso, ya que a
nuestro conocimiento, es el primer trabajo que evalla el efecto de un acido graso omega 3
sobre la evolucién clinica (incluyendo eventos infecciosos) en neonatos con respuesta

inflamatoria aguda.

La disminucién de TNF-a. e IL-10 de los neonatos que recibieron DHA comparados
con el grupo placebo es consistente con otros reportes de adultos sometidos a cirugia
intestinal para ambas citocinas,** y en adultos con sindrome de dificultad respiratoria aguda
para TNF-0..'® Sin embargo, en nuestro estudio después del controlar por confusores como
la presencia de sepsis, el TNF-a perdio la significancia estadistica, por lo que es probable
gue los mayores valores de TNF-a estuvieran relacionados al mayor niumero de eventos
infecciosos en el grupo placebo. No obstante, la diferencia entre grupos en IL-6 sin
diferencia de TNF-a también ha sido reportada en adultos sometidos a cirugia de
abdomen.'® Por otro lado, se conoce que las citocinas son moléculas muy variables que

presentan una alta dispersion en los sujetos, por lo que es posible que se requiera de



tamafnos de muestra mas grandes para probar diferencias entre los grupos en tiempos como
a las 24 h postcirugia para TNF e IL-6.%2

La diferencia en TNF-o entre grupos en adultos se han reportado en etapas
tempranas, como 1 a 4 dias después del inicio de la administracion de LC-PUFAS n-3 con
NPT, mientras que en los neonatos observamos diferencias a los 7 dias para esta citocina;
esto probablemente se debi6 a que el neonato posee un sistema inmune “virgen” 0 no
estimulado, por lo que la expansion clonal podria responder mas lentamente y por tanto, los

nifios se toman mas tiempo para responder.

En un estudio realizado en nuestra unidad en neonatos con sepsis también se
observlé una menor concentracion circulante de IL-13 y de IL-6 en el grupo que recibio DHA,
sin diferencia en TNF-o comparado con el grupo control, después de controlar por las
variables confusoras;?° por lo que los resultados del presente estudio son consistentes con
los obtenidos en un modelo de respuesta inflamatoria aguda en neonatos de un estudio

previo.

En un reporte de neonatos pretérmino clinicamente estables sefialaron que el grupo
que recibié una féormula estandar tuvo menos células IL-10" comparado con el grupo que
recibié formula suplementada con DHA+AA durante 4 semanas,’’ resultado que es contrario
a nuestros datos. Sin embargo, estos nifios eran prematuros sanos y recibieron tanto acidos
grasos n-3 como n-6, mientras que el 95% de nuestra poblacién fueron nifios de término,
enfermos y soélo recibieron DHA, por lo que la respuesta de las células inmunes podria no
ser comparable. Estudios en sujetos sanos que recibieron un suplemento con acidos grasos
n-3 han demostrado no tener efecto en las citocinas a pesar de utilizar dosis altas, mientras
gue los sujetos criticamente enfermos si muestran una disminucién, lo que sugiere que el
efecto podria asociarse al estado clinico o a la respuesta inflamatoria de los sujetos de

estudio.®®



Una respuesta inflamatoria excesiva 0 inapropiada e inmunosupresion son
componentes de la respuesta a cirugia, trauma e infeccion en algunos individuos, y estas
respuestas pueden conducir a sepsis, choque séptico y falla organica. La hiperinflamacion
se caracteriza por una alta produccion de citocinas inflamatorias y eicosanoides derivados
del AA, entre otros lo que indica el predominio de la respuesta inflamatoria; mientras que la
inmunosupresion es caracterizada por elevacion exacerbada de IL-10 circulante, por dafio
en la presentacion de antigenos, etc., como datos del predominio del la respuesta anti-
inflamatoria compensatoria; sin embargo, el equilibrio entre ambas resuelve la inflamaciéon y
restaura la homeostasis.** En el presente estudio, el menor porcentaje de IL-18* a las 24
horas y de TNF-a a los 7 dias en el grupo DHA indicé una menor respuesta inflamatoria.
Esto a su vez pudo haber inducido una menor necesidad de contencion por la principal
citocina anti-inflamatoria, la IL-10 que también fue menor al dia 7 entre grupos, con una
mayor disminucion entre las 24 h y el dia 7 postcirugia, lo que apoya la hipotesis de que
presentaron una menor respuesta inflamatoria y un regreso a la homeostasis, que a su vez
posiblemente incidi6 en una mejoria en la evolucion clinica comparado con el grupo que

recibio placebo.

Con relacion a las variables de evolucion clinica, la menor frecuencia de infecciones
ha sido reportada en dos meta analisis recientes que mostraron que los pacientes
quirdrgicos adultos que recibieron aceite de pescado como fuente de acidos grasos omega 3
por via parenteral. En el primero tuvieron menor riesgo de complicaciones infecciosas (RR=
0.49; IC 95% 0.26 — 0.93, p= 0.03) comparados con el grupo placebo**: de forma similar en
el segundo meta anélisis se report6é un OR de 0.56 (IC 95% 0.32 — 0.98, p= 0.04),*® mientras
gue los neonatos presentaron para sepsis un RR= 0.4 (IC 95% 0.13 - 1.22) y para sepsis
grave RR= 0.3 (IC 95% 0.04 — 2.4), por lo que es probable que al aumentar el tamafo de

muestra se alcance la significancia estadistica.



Adicionalmente, la menor frecuencia de desarrollo de fallas organicas en el grupo que
recibié el DHA fue consistente con estudios en adultos que recibieron acidos grasos n-3

,?* con sindrome de dificultad respiratoria aguda® y con

sometidos a cirugia abdomina
adultos con apoyo mecanico a la ventilacién secundario a sepsis grave.?* También se ha
reportado un menor tiempo en la necesidad de uso de ventilacion mecéanica en adultos que
recibieron dicha suplementacién.?**® En los neonatos observamos una tendencia a requerir
menor tiempo de ventilacion: en el grupo DHA un caso requirio 8 h, mientras que el grupo
placebo (n=6) tuvo una mediana de 44 h (7 - 93 h), pero la diferencia no alcanzé
significancia estadistica. De forma similar ocurrié para la falla cardiovascular, donde el grupo
placebo tuvo una mediana de 43.5 h (22 - 93 h) y un caso del grupo DHA tuvo 11 h; la
reduccion en la frecuencia de esta falla en el grupo que recibié acidos grasos n-3 fue
consistente con el Unico reporte que ha evaluado el desarrollo las posibles fallas organicas

en forma individual.?*

En el mismo sentido se observé que el menor tiempo de estancia promedio en UCIN
en el grupo que recibio el DHA fue consistente con el menor tiempo de estancia en cuidados
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intensivos en adultos sometidos a cirugia de abdomen, en adultos con sindrome de

dificultad respiratoria aguda®® y en adultos con apoyo mecénico a la ventilacién secundario a

1*>?1 y enteral®®***. En los

sepsis grave,** quienes recibieron acidos grasos por via parentera
dos meta-analisis mencionados, el grupo omega 3 mostré una reduccién de 1.8 dias® y 2.07
dias* en su estancia en terapia intensiva, mientras que los neonatos del grupo DHA
redujeron 4.6 dias su estancia en terapia intensiva. Esto tiene un fuerte impacto en la
atencién del nifio, ya que reduce el nimero de punciones, de procedimientos invasivos, los
riesgos de adquirir infecciones nosocomiales resistentes y secundariamente, también reduce

los costos de atencion, que en el caso de la terapia neonatal son de $19,000 pesos por dia

por paciente.



En relacion a la estancia en UCIN ajustada por confusores, la suplementacion con
DHA no fue un predictor significativo, probablemente debido al mayor peso de los otros
factores como la leche humana, factor ampliamente conocido por su papel protector contra
las infecciones y también fuente de DHA para el neonato.*” No obstante, el coeficiente siguié
mostrando una relacion inversa entre la administracion de DHA y el tiempo de estancia en
UCIN. Por lo anterior, seria ideal que todos los neonatos criticamente enfermos recibieran la
leche de su propia madre durante su hospitalizacién. Sin embargo, los periodos de ayuno
prolongados y el estrés entre otros factores también redujeron la disponibilidad de este
valioso recurso para alimentarlos, como se observo en el bajo aporte que recibieron durante
su estancia de 10 kcal/kg/dia para el grupo DHA y de 2 kcal/kg/dia para el grupo placebo
(cuadro 14); por lo que el uso de la suplementacion enteral con DHA podria aportar un
soporte sustancial en la evolucion clinica del neonato cuando no se dispone de leche de la
propia madre.

Cabe mencionar como fortalezas del estudio que se aplicaron pruebas paramétricas
después de transformar los datos de las citocinas a logaritmos, ya que se conoce que Si se
cumplen los supuestos son méas robustas que las no paramétricas;*® por lo que a pesar del
tamafno de muestra pequefio, fue posible cumplir el supuesto de distribucion normal y ajustar
por confusores. Otra fortaleza es la captacion de pacientes con caracteristicas uniformes ya
gue se capté a pacientes que requirieron procedimientos quirdrgicos con estrés similar, sin

desnutricion y que no se sometieron a circulacion extracorporea durante la cirugia.

Por otro lado, la falta de significancia estadistica los indicadores individuales de la
evolucién clinica en los nifios (sepsis y sepsis grave) se debi6 al tamafio de muestra limitado
de pacientes, aunque la gran variabilidad de las citocinas, asi como de las caracteristicas de
los pacientes por diferentes motivos de ingreso, gravedad, resultados de la cirugia y

complicaciones agregadas hizo compleja la captacion.



9. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demostraron que la administracion enteral de DHA en el

periodo peri operatorio a neonatos sometidos a cirugia cardiovascular atenuan la

respuesta inflamatoria y mejoran la evolucion clinica esto se manifesto por:

1. La disminucion en el porcentaje de células positivas a IL-1B, IL-6, IL-1ra e IL-10
después de ajustar por confusores.

2. La disminucién en la frecuencia de complicaciones (suma de sepsis grave mas fallas
organicas), asi como del riesgo de desarrollar al menos una falla organica, después
de ajustar por confusores.

3. La disminucién en los dias de estancia en cuidados intensivos neonatales.

Esta investigacion es original porque no existen reportes en la literatura que apoyen la
hipotesis de que la administracion de DHA en neonatos con respuesta inflamatoria aguda
mejora la evolucion clinica, pero sobre todo es trascendente porque se podria mejorar la
evolucion clinica de una poblacion cuya inmadurez del sistema inmune la hace mas

vulnerable al desarrollo de complicaciones.



10. RECOMENDACIONES Y FUTURAS INVESTIGACIONES

La administracion de DHA por via enteral en forma peri-operatoria puede disminuir la
respuesta inflamatoria y las complicaciones en los neonatos durante su evolucién clinica, por

lo que podria emplearse como estrategia profilactica en pacientes pediatricos.

Seria util la aplicacion de esta intervencion en otras unidades de cuidados intensivos
neonatales y con un mayor niamero de pacientes para valorar si existe consistencia en los

resultados.

Hace falta determinar las citocinas circulantes que podrian representar el estado
inflamatorio del paciente y asociarlas a las citocinas medidas en los leucocitos para

determinar si hay consistencia entre las citocinas intracelulares y las citocinas circulantes.

Los datos del consumo de leche humana de los nifios del grupo DHA sugirieron que
estos niflos podrian haber recibido méas leche humana, pero también podria ocurrir que el
DHA favoreciera una mejor tolerancia, y por esa razon recibir mas leche de la propia madre.
Esto a su vez podria mejorar la velocidad de crecimiento y el estado nutricio en los nifios,

por lo que esto seria tema para continuar la linea de investigacion.
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Anexo 1. Certificado de analisis del contenido de macro y micronutrimentos del Neuromins (fuente de DHA)
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

Centro Médico Nacional Siglo XXI. Hospital de Pediatria

Unidad de Investigacion Médica en Nutricion y Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales

Carta de consentimiento informado para participar en el proyecto: “Efecto de la administracién del acido
docosahexaenoico sobre la respuesta inflamatoria y la evolucion clinica de neonatos sometidos a cirugia
cardiotoracica”
Sefiores Padres de Familia:

Solicitamos su permiso para incluir a su hijo en un proyecto de Investigaciéon Médica.

Posibles beneficios. El objetivo de esta investigacion es saber si administrando un nutrimento llamado &cido
docosahexaenoico (DHA) a su nifio cuando va a someterse a una cirugia, este nutrimento disminuye la
inflamacion y tiene una evolucion clinica menos grave y se recupera mas pronto. En adultos se ha reportado que
la administracion de este nutrimento disminuyo la inflamacion cuando que se sometieron a cirugias y los ayudé a
tener menores complicaciones con una recuperacién mas rapida.

Para llevar a cabo esta investigacién es necesario administrar a su nifio el nutrimento en forma de aceite por la
boca o sonda durante 8 dias. Si probamos que este nutrimento también beneficia a los nifios, se propondra

como parte de la terapia que reciban los nifios cuando se someten a cirugia.

Posibles riesgos. Para realizar las mediciones, tomaremos una muestra de 1 mL de sangre antes de la cirugia, a
las 24 y a los 7 dias post-cirugia para la medicion de sustancias indicadoras de inflamacion, procurando que se
tome cuando se requiera sangre para otros estudios de rutina. Si lo anterior no es posible, se le “picard”
nuevamente y le puede ocasionar “moretes” en el sitio del piquete. La cantidad de sangre que se le extraera a su
hijo no es motivo para alterar sus niveles de hemoglobina en sangre; sin embargo, en ocasiones por la
necesidad de los estudios que su hijo requiere para su atencion médica, es posible que requiera de una
transfusion para recuperar la sangre extraida.

El DHA se encuentra normalmente en la leche materna, utilizaremos las cantidades de DHA reportadas en la
leche materna, por lo que si no se obtiene el beneficio, tampoco esperamos que tenga efectos adversos. Por otro
lado, la realizacion del estudio requiere que se comparen los resultados de los nifios que reciben el suplemento
con los resultados de los nifios que no lo reciban, y la asignacion del tratamiento se hace al azar, por lo que

sabremos quién recibio el suplemento hasta el final del estudio.
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La participacion de su nifio en este estudio no tiene costo para usted. Este proyecto fue aprobado por el

Comité de Investigacion y Etica de este Hospital con el N° 2005/3603/72. Nos comprometemos a darle
informaciéon actualizada obtenida durante el estudio, aunque ésta pudiera afectar su voluntad para continuar
participando en el mismo; también nos comprometemos a manejar sus datos en forma confidencial y a
responder cualquier pregunta acerca del proyecto. Para lo anterior, debera dirigirse con la M en C. Mariela
Bernabe Garcia Matricula 11111852, al Tel. 56 27 69 00 Ext. 22483 de la Unidad de Investigacién Médica en
Nutricién ubicada en el 4° piso de este Hospital.
Si usted esta de acuerdo en que su nifio participe en el proyecto, por favor firme esta forma. Si no esta de
acuerdo, por favor 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 atencién y el tratamiento que su nifio esta
recibiendo.

Agradecemos su participacion y contribucién en el mejoramiento del manejo de los nifios enfermos.

ACEPTO PARTICIPAR Sl NO Lugar: México, D. F, Fecha: / /

Nombre del nifio(a) Cama N°

Nombre y firma de la madre/ tutor

Nombre y firma del padre/tutor

Nombre del testigo 1 y relacién con
el nifio(a):

Direccion del testigo 1

Nombre del testigo 2 y relacion con
el nifio(a):

Direccidn del testigo 2

Nombre y firma del médico tratante
en UCIN:

Nombre y firma del investigador
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Procesamiento de la muestra de sangre total para determinacion de citocinas

intracelulares por citometria de flujo.

1. Paradiluir 1:1 en cada pozo de la placa estéril, tomar 250 uL de sangre + 250 uL de RPMI 1640
para cada pozo de sangre no activada (NA) y 250 uL de sangre + 220 uL de RPMI para el pozo
de sangre que se va a activar (A)

2. Unavez que la BFA se encuentre liquida a Temp. Amb., se homogeniza con los dedos y se
agregan 0.5 uL de BFA a cada pozo (NA y A) (Golgiplug BD Pharmingen), y se homogeniza con
pipeta.

Activacién.

3. 10 minutos después de agregar la BFA, para el pozo de la sangre activada se usa 20 uL de PMA
+ 10 uL de lonomicina, y homogenizar primero con pipeta y homogenizar agitando de forma
circular.

4. Tapar e incubar las células a 37°C, 5% de CO; por 5 horas en REVCO.

5. De la sangre BASAL refrigerada sin incubar, diluir 1:1 con RPMI.

6. Homogenizar sangre

7. Transferir 25 uL de sangre total/tubo de cada pozo.

N° TIEMPO: Tubos sangre NA N°  Tubos sangre Activada

1 | Blanco 2 | Blanco

3 | Isotipos FITC, PE, APC: 5 uL 4 | Isotipos FITC, PE, APC: 5 uL

5 | CD14Cy5, 5 uL /IL-1-FITC,15 uL, /IL-1ra-PE, | 6 | CD14Cy5, 5 uL /IL-1-FITC,15 uL, /IL-

15uL 1lra-PE, 15 uL

7 | CD14Cy5, 5 uL /TNF-FITC 2.5 uL/IL-6-PE 8 | CD14Cy5, 5 uL /TNF-FITC 2.5 uL/IL-6-

3.5ul/IL-10, 5 uL APC PE 3.5 uL/IL-10, 5 uL APC

8. A cada tubo agregar anticuerpos monoclonales anti-humanos conjugados con un fluorocromo
para marcar Monocitos (CD14)

9. Incubar 15 min. en oscuridad a temperatura ambiente.

10.Agregar 50 uL para 25 de sangre del reactivo A del kit Intrastain (DAKO) para fijar a cada tubo

11.Agitar c/tubo en vortex para asegurar que las células estén en suspension.

12.Incubar por 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad.

13.Agregar 2 mL de PBS por pared del tubo

14.Vortex
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15. Centrifugar a 2500 rpm por 5 min a temp ambiente (25°C)

16. Decantar sobrenadante

17.Resuspender con dedos 06 agitar en vortex.

18.Agregar 50 uL para 25 de sangre de reactivo B del kit intrastain para permeabilizar a cada
tubo.

19. Agregar isotipos (NA 'y A): FITC, PE, APC

20. Agregar citocinas intracelulares: IL-1B, IL-1ra, TNF, IL-6, IL-10

21.Mezclar SUAVEMENTE

22.Incubar por 15 min. en oscuridad a temperatura ambiente.

23.Agregar 2 mL de PBS-BSA-AZ, por pared del tubo

24.\brtex

25. Centrifugar a 2500 rpm por 5 min. a temp. Ambiente (25°C)

26.Decantar

27.Agregar 50 uL/tubo de para-formaldehido al 2% para fijar (EL REACTIVO EN FRIO Y
CUBIERTO CON PAPEL ALUMINIO).

28.Agitar en vortex.

29.Incubar por 5 min. a temperatura ambiente. Cortar papel aluminio

30.SIN DECANTAR, lavar con 1 mL de PBS.

31.Centrifugar a 2500 rpm x 5 min.

32.Decantar.

33.Finalmente, estas células se resuspenderan en 100 uL de PBS.

34.Vortex

35. Andlisis en el citbmetro de flujo BD FASC Aria™ Cell Sorter (Becton & Dickinson).

Fecha de analisis en citbmetro:
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Anexo 4. Obtencién de eritrocitos

» Centrifugar la sangre completa a 2000 rpm durante 15 minutos para separar plasma y paquete celular.
= Se separan el plasmay los leucocitos dejando en el tubo solo el resto del paquete celular.

= Colocar el paquete celular en un tubo de ensaye de 10 ml y aforar con solucién salina al 0.9%.

» Mezclar el paquete globular y la solucién salina suavemente para evitar la ruptura de las células.

» Se colocan los tubos en las camisas de la centrifuga y se equilibran para centrifugar a 4000 rpm por 10

minutos.

» Una vez centrifugado se observa en el fondo del tubo el paquete de eritrocitos. Se retira el sobre-

nadante procurando no perder las células.

» Se vuelve agregar soluciéon salina al 0.9% y se repiten los lavados hasta que se aclare el sobre-

nadante y se observen los eritrocitos limpios en el fondo del tubo.

» Ya obtenido el botdn de eritrocitos; se recuperan, de ser necesario, con la menor cantidad de solucion

salina al 0.9%.
= Se pasan los eritrocitos a tubos eppendorf de 1.5 ml.

= Una vez en los tubos eppendorf estos se protegen de la luz con papel aluminio y se almacena la

muestra a—70° C
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Anexo 5. Separacion de lipidos y determinacién del perfil de lipidos

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 solucién 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 metilacion 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 &cido clorhidrico 3 Normal en metanol (Acido Clorhidrico
Metanolico) + 50 ul de una solucion 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 bidxido de carbono (se observan burbujas).

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 nitrdgeno 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 cromatografo de gases (Hewlett Packard 5890 series Il. Avondale, PA).



81

[N

Anexo 6 @

Unidad de Investigacion Médica en Nutricion/Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales, Hospital de Pediatria
“Efecto modulador del acido docosahexaenoico sobre la respuesta inflamatoria y la evolucién clinica de neonatos
sometidos a cirugia”

N° de incubadora Grupo A B N° de expediente

Marque con una X
I. DATOS DE IDENTIFICACION

Nombre de la madre: IEdad de la madre (afios):
Domicilio:
(calle y nimero /lote y manzana) Colonia Delegacién/Estado
Teléfonos:
Nombre del nifio(a): Sexo | M E
Marque con una X
N° de afiliacion I Fecha de nacimiento:
dd/mm/aa
Edad gestacionalal nacer (sem.)_______ I Apgar: | IFecha de ingreso a UCIN
dd/mm/aa
Cirujano Cardiovascular Neonatélogo
(Apellido Paterno, Materno, Nombres) (Apellido Paterno, Materno, Nombres)
Datos al nacer:
Peso (g): Longitud (cm): Perimetro cefalico (cm): IEdad posnatal al ingreso (dias):
Fecha
Il. Diagnésticos de ingreso al estudio dd/mm/aa
1.
2.
3.
4.
5.
6.
lll. Escala de gravedad SNAP-II, 24 h post-cirugia Fecha:
TA media mas baja: Temperatura corporal mas baja (°C) PO, FiO, pH mas bajo
+ bajo + alto

Crisis convulsivas (si/no) IUresis mas baja de un turno (mL/kg/h)




N° de incubadora ‘ ‘ ‘ ‘ Grupo A B N° de expediente
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IV. Diagnésticos de egreso del estudio

1.

Fecha
dd/mm/aa

2.

3.

4.

5.

V. Recibid el suplemento (DHA 6 placebo)

Dia de Fecha Si* No* Hora (h : min.) Observaciones

estudio dd/mm/aa Dosis 1 Dosis 2

-2

-1

0

*Marque con una x

VI. Variables clinicas: tipo de Sepsis/Sepsis grave/Choque séptico (con germen aislado) Fecha
Inicio
dd/mm/aa

Fecha
término
dd/mm/aa

Duracién
(dias)

Sepsis:

Sepsis grave:

Choque séptico:

Falla Respiratoria (necesidad de ventilador)

Falla Cardiovascular (Nombre de Aminas)

Estancia Hospitalaria

Tipo de cirugia

Duracién de la cirugia (h:min) Tiempo total de bomba (min.)
Tiempo con isquemia durante la cirugia (paro circulatorio)(min.)

Sangrado durante cirug_]ia (mL) Tansfusién durante cirugia




N° de incubadora Grupo
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.

A B N° de expediente
VII. Complicaciones post-cirugia (dentro de los 30 dias post-cirugia en UCIN): Re-intubacién, neumonia, re- | Fecha
operacion, enterocaolitis, ileo, reflujo gastro-esofagico, hemorragia cerebral y mortalidad. dd/mm/aa
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.
10.
11.
12.
13.
14,
VIII. Estado nutricio al ingreso del estudio
Dia Fecha Peso Longitud Perimetro
cefélico
N° dd/ mm/ aa (9) (cm) (cm)
1. _
2. i
3. 1
X = X= X=
Al ingreso del estudio Percentil peso/edad: Percentil peso/talla: Ref.
IX. Muestras de sangre Fecha Hora Vol. (mL) | Responsable de la Observaciones
dd/mm/aa h:min EDTA | Heparina | toma y procesam.

Basal

Cierre de Hx Qx.

24 h post-cirugia

48 h post-cirugia

7 dias post-cirugia




REGISTRO DE INGESTION DE LECHE HUMANA DURANTE EL ESTUDIO

Nombre de la madre: Hoja N°
Paciente: Expediente:

Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad

Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche
humana humana humana humana
que que que que

Hora recibié Hora recibié Hora recibié Hora recibié
(mL) (mL) (mL) (mL)

07:00 h 07:00 h 07:00 h 07:00 h

10:00 h 10:00 h 10:00 h 10:00 h

13:00 h 13:00 h 13:00 h 13:00 h

16:00 h 16:00 h 16:00 h 16:00 h

19:00 h 19:00 h 19:00 h 19:00 h

22:00 h 22:00 h 22:00 h 22:00 h

01:00 h 01:00 h 01:00 h 01:00 h

04:00 h 04:00 h 04:00 h 04:00 h
Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad

Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche
humana humana humana humana
que que que que

Hora recibio Hora recibio Hora recibio Hora recibio
(mL) (mL) (mL) (mL)

07:00 h 07:00 h 07:00 h 07:00 h

10:00 h 10:00 h 10:00 h 10:00 h

13:00 h 13:00 h 13:00 h 13:00 h

16:00 h 16:00 h 16:00 h 16:00 h

19:00 h 19:00 h 19:00 h 19:00 h

22:00 h 22:00 h 22:00 h 22:00 h

01:00 h 01:00 h 01:00 h 01:00 h

04:00 h 04:00 h 04:00 h 04:00 h
Cantidad Cantidad Cantidad Cantidad

Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche Fecha de leche
humana humana humana humana
que que que gue

Hora recibié Hora recibio Hora recibio Hora recibio
(mL) (mL) (mL) (mL)

07:00 h 07:00 h 07:00 h 07:00 h

10:00 h 10:00 h 10:00 h 10:00 h

13:00 h 13:00 h 13:00 h 13:00 h

16:00 h 16:00 h 16:00 h 16:00 h

19:00 h 19:00 h 19:00 h 19:00 h

22:00 h 22:00 h 22:00 h 22:00 h

01:00 h 01:00 h 01:00 h 01:00 h

04:00 h 04:00 h 04:00 h 04:00 h

84
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Nombre del nifio Exp Fecha

7.

8.

Su hijo tom¢ formula?

cual?

marca

Qué cantidad y por cuanto tiempo

Le administraron medicamentos para la maduracion pulmonar antes de nacer? Si/no___No__ (Sila
respuesta es No pase a la pregunta 9)

Cual?

Cuantas ampolletas?

Cuantas semanas de gestacion tenia el bebe?

Continue solo si la madre produce leche y la consume el neonato

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

¢Consume pescado? (si laresp. es NO pase a la pregunta 12)

Cuanto?

Cada cuando?

Toma suplemento (s) que contengan omega 3 como pharmathon matruelle, MOM, etc?

Marca

Cuanto consume?

Cada cuando?
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ANEXO 7. Gravedad del padecimiento: se estim6 por medio de una escala denominada

SNAP-II (Score for Neonatal Acute Phisiology, version Il). Este sistema considera 6 variables,
establece puntos de corte y asigna una puntuacién; la puntuacién de cada variable se suma por lo

gue a mayor puntuacion, mayor es la gravedad.

Sistema para evaluar SNAP-II

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
Relacion PO,/Fio, 0.3 —0.99 16
Relacion PO,/Fioz < 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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ANEXO 8
COMPROBANTES
DE APROBACION POR

COMITES DE INVESTIGACION



INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL.

DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS

UNIDAD DE ATENCION MEDICA

COORDINACION DE UNIDADES MEDICAS DE ALTA ESPECIALIDAD
UNIDAD MEDICA DE ALTA ESPECIALIDAD

HOSPITAL DE PEDIATRIA CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI.
DIRECCION DE EDUCACION E INVESTIGACION EN SALUD

22 de Septiembre de 2005.

OFICIO: 37B5032500/583/05

M. en C. MARIELA BERNABE GARCIA
PRESENTE

Comunico a usted que su provecto de investigacién titulado:  “EFECTO
MODULADOR DE LA ADMINISTRACION DEL _ ACIDO
DOCOSAHEXAENOICO SOBRE LA RESPUESTA INFLAMATORIA, LA
EVOLUCION CLINICA Y EL ESTADO NUTRICIONAL DE NEONATOS
SOMETIDOS A CIRUGIA”.

Ha quedado registrado en este Comité Local de Imvestigacion con el No.
2005/3603/72.

Asimismo le informo que con objeto de tener conocimiento de los avances de su
proyecto es necesario que nos envie semestralmente el formato “Informe Semestral de
Avances de Proyectos de Investigacion”, y lo entregue al Director de Educacion e
Investigacion en Salud de esta Unidad.

Sin otro particular aprovecho la ocasion para enviarle un cordial saludo.

Atentamente.
Seguridad'y Sp

idaridgd Social

DR. CARLGZDAVID GONZALEZ LARA
DIRECTOR DE LA UNIDAD.

/bb
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Q% HOsSPITAL INFANTIL DE MEXICD

\ _%
% FEDERICO GOMEZ
iy INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

feaseetrnden e Servicio Nedico, Ensenanza ¢ Tevestieactom Afiliendes o o
Pl ATHI-IRD Fax: 3761-8974 Tel: Conmurador 322N-090 7 fxp J478 4 13
P Mavguiez N 162 Col. Doctoes, Mexico, [ b C 1 06720

=2, i del Bacentenano del Nataliceo del Beoemerito de las Americas, Bon Benibo Juanez Garia

oy, ~ e

Meéxico. DF., a 10 de marzo de 2006. 1000/° % ¢ 4 . /2006

Dra. Dina Villanueva Garcia
Departamento de Neonatologia

Por medio de la presente nos permitimos informar a usted que su protocolo numero
HIM/2005/065 “Efecto modulador de la administracion del acido docosahexaenoico sobre la
respuesta inflamatoria, la evolucion clinica y el estado nutricio de neonatos sometidos a
cirugia”, sometido a la consideracién de las Comisiones de Investigacion, de Etica y de
Bioseguridad, ha sido revisado y discutido minuciosamente.

Nos complace comunicarle que, en atencién a dicha revision, se ha decidido:
APROBARLO

en términos y condiciones sefaladas por dichas Comisiones y por lo tanto se le autoriza para
que lo desarrolle.

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

Atentamente
9 %“Q\’
\ + D/ Josp Ignacio Santos Preciado
A Director General

ISP CMAA mazp
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS DE SALUD
COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

“2006, afio del Bicentenario del natalicio del Benemérito de las Américas,
Don Benito Juarez Garcia”

) COMISIéN NACIONAL DE INVESTIGACION CIENTIFICA
Ref. 09-B5-61-2800/02045
Agosto 07, 2006

M. EN C. MARIELA BERNABE GARCIA
Unidad de Investigacion Médica en Nutricién,
Unidad Médica de Alta Especialidad,
Hospital de Pediatria,

Centro Médico Nacional Siglo XXI

Informo a usted que el proyecto titulado: “Efecto de la administracion del acido
docosahexaenoico sobre la respuesta inflamatoria y la evolucién clinica de
neonatos sometidos a cirugia cardiotoracica”, fue sometido nuevamente a la
consideracion de esta Comision Nacional de Investigacion Cientifica.

Los procedimientos propuestos en el protocole cumplen con los requerimientos de las
normas éticas vigentes y la carta de consentimiento informado es suficientemente
explicita, por lo cual tengo el agrado de hacerle saber que con base en las opiniones de
los vocales de esta Comision, se ha emitido dictamen de AUTORIZADO, con nimero de
registro: 2006-785-069.

De acuerdo a la normatividad institucional vigente, debera informar semestraimente a esta
Comision, acerca del desarrollo del proyecto a su cargo.

Atentamente

DOCTORA DOLORES MINO LEON
Secretario Ejecutivo
Comisién Nacional de Investigacion Cientifica

Con copia:
¢ Doctor Carlos David Gonzélez Lara, Director de la Unidad Médica de Alta
Especialidad, Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI
e Doctora Mardya Lopez Alarcon, Jefe de la Unidad de Investigacion Médica en
Nutricion, Unidad Médica de Alta Especialidad, Hospital de Pediatria, Centro
Médico Nacional Siglo XXI|

DML'brs

IMSS

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL
4° piso Blogue "B" de la Unidad de Congresos Av. Cuauhtémoc 330 Col. Doctores México 06725
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ANEXO 9

COMPROBANTES DE

OTORGAMIENTO DE

FINANCIAMIENTOS
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS
Unidad de Educacion, Investigacién y Politicas de Salud
Coordinacion de Investigacién en Salud

“2006, Ano del Bicentenario del Natalicio del Benemérito de las Américas,
Don Benito Juarez Garcia”.

México, D.F. 2 01 de marzo de 2006,
Ref 09-B561-2800/464

Doctora Mariela Bernabe Garcia

Unidad de Investigacion Médica en Nutricién

Hespital de Pediatria, Centro Médico Nacional Siglo XXI
Presente

No. de Folio FOFOL: 2005/1/1/193

Tengo el agrado de informarle que en los términos de la Convocatoria 2005-2, se aprobd su solicitud para
recibir Apoyo Financiero, por $163,700.00 (Ciento sesenta y tres mil setescientos pesos 00/100 M.N ) para el
proyecto de investigacion “Efecto modulador del acido docosahexaendico sobre la respuesta inflamatoria
y la evolucion clinica de neonatos sometidos a cirugia”. El financiamiento gue se le ha otorgado estard
vigente del 3 de abril del 2006 al 2 de abril del 2008 (sin prérrogas) y sclo se podra ejercer una vez que
usted entregue firmada la Carta Compromiso. Anexo le envio los formatos de Informe Técnico y Financiero que
debera entregar semestralmente en la Coordinacién de Investigacion en Salud.

El desglose financiero autorizado y la Carta Compromiso que debera firmar y entregar en la Coordinzcion de
Investigacion en Salud, le seran enviados a su correo electronico.

Es importante destacar que del monto asignado se le deducira el costo de la suscripcion anual de |a revista
Archives of Medical Research. En una siguiente comunicacion le pediremos informacion para que nos indique
donde desea recibir los ejemplares.

Ap-ovecho la oportunidad para felicitarle y le invitc a continuar realizando actividades de investigacion de
calidad y congruentes con los problemas de salud de nuestra poblacién, procurando la difusion de sus
resultados a través de la publicacién en revistas indizadas.

r. José Dante Amato Martinez
Coordinador de Investigacién en Salud

Con copia para; .
e Dr Juan Pablo Méndez Blanco, Jefe de la Unidad de Educacién, Investigacion y Politicas de Salud.

JOAM/KJR/aeg. I M SS

SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAD SOCIAL

4* SO DEL BLCQUE *B° DE LA UNIDAD DE CONGRESOS DEL C.M.N, “SIGLD X" TELS.: 5 7E1-09-30 5 627-69-68 § 627-69-63 FAX 5 761-09-52
AV, CUAUHTEMOC Mo, 330, COL. DOCTORES, C.P. 06725, MEXICO, D.F. E-mall: jamatomiPcis gob.me
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INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS
Unidad de Educacion, Investigacién y Politicas de Salud
Coordinacién de Investigacion en Salud

“2008, Afio del Bicentenario del Natalicio del Benemérito de las Américas,
Don Benito Juarez Garcia",

Meéxico, D F. a 25 de julio de 2006.
Ref: 09-B561-2800/01864

Doctor(a) Mariela Bernabe Garcia

Unidad de Investigacion Médica en Nutricidn Siglo XXI
UMAE Hospital de Pediatria CMN Sigla XXI
Presente

No. de Folio FOFOI: 2006/1A)/1/066

Tengo el agrado de informarle que en los términos de la Convocatoria 2006, se aprobo su solicitud para recibir
Apoyo Financiero, por $ 200000 (Doscientos mil pesos.) para el proyecto de investigacion “Efecto de la
administracion de acidos grasos de cadena larga omega 3 scbre la respuesta inflamatoria y la evolucion
clinica de padientes sometidos a cirugia.”. El financiamiento que se le ha olorgado estara vigente del 1 de
agosto del 2006 al 31 de julio del 2008 (sin prorrogas) y solo se podra ejercer una vez que usted enlregue
firmada la Carla Compromiso. Anexo le envio los formatos de Informe Técnico y Financiero que debera entregar
semestraimeni2 en la Coordinacion de Invesligacion en Salud.

El desglose financiero autorizada y la Carta Compromiso que debera firmar v entregar en la Coordinacion de
Investigacion en Salud, le seran enviados a su correo electrénico.

Es importante destacar que del monto asignado se le deducira el costo de la suscripcion anual de la revista
Archives of Medical Research. En una siguiente comunicacién le pediremos informacion para que nos indique
donde desea recibir los ejemplares.

Aprovecho la oporlunidad para felicitarle y le invite a continuar realizando aclividades de investigacion de
calidad y congruentes con los problemas de salud de nuestra poblacion, procurando la difusion de sus
resullados a través de la publicacion en revistas indizadas.

Atentame

D Dante Amato Martinez
Coordinador de Investigacion en Salud

Con copia para:
* Dr. Juan Pablo Méndez Blanco, Jefe de la Unidad de Educacion, Investigacion y Politicas de Salud.

JOAM/KJR/brgfvan. I M SS

SEGLIRIDAL ¥ SOUDARIDAD SOCIAL

APPSO DEL BLOOUE =" DEF LA LNIDAD DE CONGRESOS DEL CAN, “SICLO N1 TELS: 5 7010030 5 6I7-00hR 54270963 FAX: 5 Thi-09-52
AV, CLALMTEMOL Na, 330, COL DOCTORES, P, D675, MEXICO, D.F Fomalh farmatisnig i gidam
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INSTITUTO MEXICANDO DEL SEGURO SOCIAL

DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS
Unidad de Educacion, Investigacion y Politicas de Salud
Coordinacion de Investigacion en Salud

“2008, Afio de la Educacitn Fisica y el Deporfe”

México, D.F. a 22 de sepliembre de 2008,

Ref: 09-B5 61-61-2810/200800/1623

Dra, Mariela Bernabe Garcia

Unidad de Investigacidn Médica en Nutrician

UMAE Hospital de Pediatria, Centro Medico Nacional Siglo XXI
Presente,

Niamero en el Fondo: FIS/IMSS/PROT/S16

Tengo el agrado de informarle que en los términos del “*Concurso de apoyo Financierp para Profocolos de
Investigacidn de Tesis de Maesiria o de Doctorado gue se Nevan a cabo en el IMSS, Convocaloria 2008",
se aprobd su solicitud para recibir Apoyo Financiero por la cantidad de $60,000.00 (Sesenta mil pesos
00100 MN) para el protocolo de investigacion “Efecto de la administracion de acido docosahexaenoico
sobre la respuesta inflamatoria y la evolucién clinica de neonatos sometidos a cirugia
cardiotoracica®. El financiamiento que se |2 ha otorgado estara vigente a partir del 1°. de Enero del 2009
y hasta por dos afios mas sin prérrogas y solo se podra ejercer cuando haya entregado la carla
compromiso, para lo cual es necesario que usted ingrese en el SIRELCIS imprima y firme la carta, la
ingrese al sistema en formalo digital y después entregue la original en el FIS antes del 1%, de Noviembre del
2008, Se le recuerda enviar semestralmente los Informes Técnico vy Financiero en la Ceordinacidn de
Investigacion en Salud.

Apravecho |2 oporfunidad para felicitarle y le invito 2 continuar realizando actividades de investigacion de
calidad y congruentes con los problemas de salud de nuestra poblacion, procurando la difusion de sus
resultados a través de la publicacion en revistas indizadas.

Atentamente,

Dr. Cesar Alberto Cruz Santiago
Coordinador de Investigacion en Salud

Con copia para;

s Dr. Hermilo de la Cruz Yafiez, Director de la Unidad Médica de Alta Especialidad, UMAE Heospital de Pediatria,
Centro Médico Macional Sigio XX, _

« Dra. Mardia Gudalupe Lopez Alarcdn, Jefe de la Unidad de Investigacion Médica en Nutricion, UMAE Hespital de
Peadiatria, Ceniro Médico Nacional Siglo XX,

s C.P.Semio Rivera Vazquez, Secretario Administrative del Comité Técnico del Fonde de Investigacion en Salud,

‘.ﬁl’ "I \.'l
caCSKIRBEINYBRaes. IMSS
SEGURIDAD v 50H .Iuﬂ“lll.&!}_?m‘l:".l_

4° FIS0 DEL BLOQUE =81~ DE LA LINIDAD DE CONGRESDS DEL O 5. “SHAL0 XX TELS.: 5 7610930 5 43 7-09-54 LadTal-a)d FAN: 5 Tolare]
AV, CLUAUIHTEMOC Mo 100, COL. DOCTORES, ©.F, 88715, MEXICODF, Ernaill corrsie ot gokomy

95



	Portada 
	Índice

	Resumen

	Introducción

	1. Antecedentes

	2. Planteamiento del Problema

	3. Justificación 
	4. Objetivo General  
	5. Hipótesis General 
	6. Material y Métodos

	7. Resultados

	8. Discusión

	9. Conclusiones

	10. Recomendaciones y Futuras Investigaciones 
	11. Referencias Bibliográficas

	Anexos


