F&

CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XXI
HOSPITAL DE PEDIATRIA

“EFECTO DE LA ADMINISTRACION ENTERAL DE ACIDO
DOCOSAHEXAENOICO EN LA EXPRESION DE CD69 DE LINFOCITOS CD4 Y
SU ASOCIACION EN EL DESARROLLO DE COMPLICACIONES DE NEONATOS
SOMETIDOS A CIRUGIA”

TESIS
PARA OBTENER EL TITULO DE POSTGRADO EN NEONATOLOGIA

PRESENTA
DRA LILIA ESPINOZA GARCIA
RESIDENTE DE 2° ANO DE NEONATOLOGIA

TUTORES:

DRA. MARIELA BERNABE GARCIA
Unidad de Investigacion Médica en Nutricion
DR. FRANCISCO ANTONIO BLANCO FAVELA!
COLABORADORA:

DRA. ADRIANA KARINA CHAVEZ RUEDA !

1 Unidad de Investigacién Médica en Inmunologia

MEXICO, DF MARZO 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






Carta Dictamen Pagina 1 de |

[N
INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

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

Dictamen de Modificacion Autorizada

COMITE LOCAL DE INVESTIGACION Y ETICA EN INVESTIGACION EN SALUD 3603
HOSPITAL DE PEDIATRIA, CENTRO MEDICO NACIONAL SIGLO XX1, D.F. SUR

FECHA 22/02/2013

DRA. MARIELA BERNABE GARCIA

PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que la modificacién al protocolo de investigacion en salud con
namere de registro R-2005-3603-72 y con titulo: EFECTO MODULADOR DEL ACIDO
DOCOSAHEXAENOICO SOBRE LA RESPUESTA INFLAMATORIA y LA EVOLUCION CLINICA
DE NEONATOS SOMETIDOS A CIRUGIA que consiste en:

-->

Cambio de alumnos

que usted someti6 a consideracién de este Comité Local de Investigacion y Etica en Investigacion
en Salud, de acuerdo con las recomendaciones de sus integrantes y de los revisores, cumple con
la calidad metodolégica y los requerimientos de ética y de investigacion, por lo que el dictamen es
MODIFICACION AUTORIZADA.

ATENTAMENTE

DR. HERMILO DE LA CRUZ YANEZ
PRESIDENTE DEL COMITE LOCAL DE INVESTIGACION Y ETICA EN INVESTIGACION EN SALUD No,3603

IMSS

SEGURIDADR Y SON AR DAD SOCIAL

http://sirelcis.imss.gob.mx/enmienda_imprimir_detalle.php?idCli=3603&idProyecto=200... 22/02/2013



INDICE

1. Antecedentes
1.1 Papel de la molécula CD69

1.2 Efecto de los acidos grasos poli-insaturados de cadena larga n-3
(LC-PUFAs n-3) y su relaciéon con la respuesta inflamatoria aguda
secundaria a cirugia

1.2.1 Efectos sobres la sintesis de eicosanoides
1.2.2 Efecto sobre la expresion de genes
1.2.3 Microdominio de la membrana celular (Lipid Raft)

1.2.4 Efecto de los acidos grados omega 3 en CD69, respuesta
inflamatoria y en el desarrollo de complicaciones en pacientes
operados

2. Planteamiento del problema
3. Justificacion
4. Objetivos
5. Hipotesis
6. Material y métodos
6.1 Disefio del estudio
6.2 Lugar de estudio
6.3 Poblacion o universo de estudio
6.4 Criterios de seleccion
6.4.1 Criterios de inclusion
6.4.2 Criterios de eliminacion
6.5 Tipo de muestreo
6.6 Tamaio de la muestra

6.7 Definicidn operativa de variables

Pag.

11
12
12

13

14

16
17
18
19
20
20
20
20
20
20
21
21
21

22



6.8 Procedimientos
6.8.1 Aleatorizacion de la intervencion
6.8.2 Administracion de la dosis
6.8.3 Cegamiento
6.8.4 Toma de muestra
6.9 Mediciones
6.9.1 Molécula CD69
6.9.2 Porcentaje de acidos grados
6.9.3 Ingestion de leche humana
6.9.4 Gravedad de la enfermedad
6.9.5 Datos demogréficos
6.9.6 Efectos adversos
6.10 Aspectos éticos
6.11 Analisis estadistico
6.12 Financiamiento
7. Resultados
7.1 Variables demogréficas
7.2 Moléculas CD69 en linfocitos CD4 positivos

7.3 Deltas en células CD69 de linfocitos CD4 entre el tiempo basal y
24h postcirugia, y entre 24h a 7 dias postcirugia

7.4 Asociacién de la expresion de células CD69*CD4*y el nimero
de complicaciones

7.5 Covariables
7.6 Identificacion de eventos adversos
8. Discusion

9. Conclusiones

27
27
27
28
28
30
30
30
30
31
31
31
32
33
33
34
34

36

39

40
43
44

49



10. Recomendaciones y futuras investigaciones

11. Referencias bibliograficas

12. Anexos

Anexol. Certificado de andlisis del contenido de nutrimentos del
suplemento alimenticio que contiene el DHA (Neuromins)

Anexo 2. Carta de consentimiento informado

Anexo 3. Obtencion de eritrocitos

Anexo 4. Separacion de lipidos y determinacion del perfil de acidos
grasos

Anexo 5. Registro de ingestion de leche humana durante el estudio
Anexo 6. Expediente de estudio

Anexo 7. Escala de gravedad SNAP-II

50
51

59

59
60
62

63
65
66
70



1. ANTECEDENTES

Después de una cirugia mayor la funcion inmune puede estar suprimida por el
estrés quirargico debido a la respuesta inflamatoria sistémica durante la cual se
liberan citocinas como mediadores de la inflamacion. Estas son sintetizadas
durante la activacion de la inmunidad innata y adquirida y son los principales
medios para la comunicacion intercelular, las principales citocinas secretadas que
juegan un papel importante en la iniciacion de la respuesta inmune innata y que
son fundamentales para la propagacion de la respuesta inmune adquirida son el
factor de necrosis tumoral (TNT) alfa (o), interleucina (IL)-1 beta(p) e IL-6 las

cuales son sintetizadas por fagocitos mononucleares.!?

En diversos estudios se ha demostrado que la elevacion de los niveles
plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias (respuesta inflamacion exacerbada),
incrementa el riesgo de complicaciones como infecciones y un alto porcentaje de

mortalidad. 3

Varios autores han sugerido que la funcién de linfocitos se deteriora después de la
anestesia y la cirugia: Puede disminuir la capacidad de respuesta de los linfocitos,
posterior a una cirugia, la produccion de IL-2 a partir de las células mononucleares
y se atenua la actividad de las células Natural Killers.

En los casos de cirugia mayor existen defectos graves en la proliferacion
linfocitaria24 Paradojicamente, aunque hay una activacion del sistema inmune

innato, también hay una depresion de la inmunidad mediada por células, lo que



altera los mecanismos de defensa del huésped, causando una importante
predisposicion de las complicaciones infecciosas y sepsis, que pueden conducir a
la sepsis y el shock séptico>® .

Estos a su vez predisponen al desarrollo de falla organica multiple aumentando el

riesgo de muerte en un 40 a 80% 378

En resumen, la inflamacién excesiva o inadecuada y la inmunosupresion son
componentes de la respuesta a la cirugia, trauma, lesiones o infeccion, y en
algunos individuos y éstos pueden conducir, de manera progresiva, a la sepsis y el
shock séptico y predisponer al desarrollo de falla organica multiple aumentando el

riesgo de muerte en un 40 a 80% 37

Por lo tanto lo mas adecuado es que ocurra un equilibrio entre SIRS y CARS, para
gque se alcance la homeostasis y se logre la recuperacion del paciente sin
complicaciones pero si una de las dos predomina, se presentan la falla organica
multiple en presencia de SIRS o una elevada susceptibilidad a infecciones que

lleva a hiperinflamacion, SIRS y falla organica mdltiple °.

Existen moléculas de superficie que actian como marcadores de activacion, ante
un proceso inflamatorio agudo o crénico. La molécula CD69 es una de las
primeras proteinas expresadas después de la activacion de leucocitos y su
participacion es indispensable en el control de la respuesta inmune innata y

adaptativa'®



1.1 Papel de la molécula CD69 en la respuesta inflamatoria aguda

El CD69 es la primera glicoproteina de superficie que se induce de forma
temprana durante la activacion linfoide, tanto in vitro como in vivo bajo condiciones

fisiol6gicas y de inflamacion*?.

El CD69 es un receptor de la membrana de la familia de lectinas de tipo 1l y tipo C.
Se induce rapidamente después de la activacion celular en todas las células
derivadas de la médula 6sea, excepto los eritrocitos. La expresion in vivo se limita
a los timocitos y leucocitos sometidos a activacién, en particular en los sitios
inflamatorios?3,

El CD69 es indetectable en el resto de las células mononucleares, se expresa de
forma temprana después de la activacion de células T por fitohemaglutinina
(PHA) y activadores de la proteina quinasa C*1.

Se han realizado estudios en animales para evaluar la funcién del CD69 en la
respuesta inmune. Wang y cols. sugirié que el CD69 puede estar implicado en el
desarrollo o regulacion de subseries de células T, para ello se analiz6 el virus de
inmunodeficiencia en simios Rhesus macaco y se comparo la expresion de CD69
de células T de intestino, bazo y ganglios linfaticos comparado con macacos
normales. Ademas expresaron una deplecién marcada de las células CD4*CD69*,
y concluyen que CD69 es un importante regulador de la respuesta inmune, la
pérdida selectiva de las células CD4 que expresan CD69 pueden tener

consecuencias profunda para la regulacién inmune local en tejidos especificos4

Un estudio realizado por Feng y cols., examinaron la expresion de CD69 en todas

las fases de desarrollo de las células T en ratones transgénicos, concluyendo que
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el CD69 tiene un papel importante en el control de la exportacion de células
maduras del timo y en la activacion transitoria inducida por CD69, con lo que se

regula el trafico de células T a otros tejidos?®.

En humanos, un estudio realizado en adultos evalud la expresion de CD69 en
pacientes con carcinoma de esoOfago y cirugia cardiaca. Se encontré que la
proporcion de células CD4*CD69* después de 4 h de estimulacioén in vitro con un

mitégeno tuvo un incremento significativo al dia 1, 2, 3, 5y 7 del postoperatorio?.

En otro estudio de humanos con edades entre 6.1 a 21.2 afios de edad, se
reporté que la expresion de CD69 fue mayor en aquellos con evidencia histolégica
concurrente de rechazo de trasplante cardiaco y mostrando una asociacion
positiva, concluyendo que la medicién de la expresion de CD69 por citometria de
flujo puede proporcionar un medio para evaluar la activacion inmune y que éste
puede ser un marcador temprano de posible rechazo en receptores de trasplante

cardiaco?®.

A nuestro conocimiento, no se ha evaluado cual es el efecto en la expresion de
CD69 neonatos y si ésta se asocia a las complicaciones en el periodo

postquirdrgico en neonatos sometidos a cirugia cardiovascular.
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1.2 Efectos de los acidos grasos poli-insaturados de cadena larga (LC-
PUFAs) y su relacién con la respuesta inflamatoria aguda secundaria a

cirugia.

Los &cidos grasos poliinsaturados linoleico (LA) y el alfa linolénico (ALA) son
considerados como &cidos grasos indispensables, debido a que las células de los

mamiferos son incapaces de sintetizarlos por la ausencia de las desaturasas A-15
y A-12, por lo que el ALA y LA deben obtenerse de fuentes externas como la dieta

0 suplementos?’:18,

El ALA y LA son los precursores de otros acidos grasos de las familias n-3 y n-6,
respectivamente, los cuales son convertidos en sus metabolitos de cadena larga a
través de la elongacidon y desaturacion; estos metabolitos son Illamados
colectivamente acidos grasos poliinsaturados de cadena larga (long-chain
polyunsaturated fatty acids, LC- PUFAS) que se caracterizan por contener > 20
atomos de carbono y > 3 dobles ligaduras. El LC-PUFAs derivado del LA es el
acido araquidonico (AA, 20:4n-6) y predomina en las membranas celulares de los
mamiferos y en la leche humana, mientras que los productos derivados del ALA
son el acido eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3), el acido docosapentaenoico

(DPA, 22:5 n-3), y el acido docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3).17:18

Los mecanismos de accion gque actian en la atenuacion de la respuesta

inflamatoria aguda reportados son:
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1.2.1 Efecto sobre la sintesis de eicosanoides: El acido araquidénico (AA) de
la serie omega 6 (N-6) es el principal sustrato para la sintesis de eicosanoides
como prostaglandinas, (PGs), tromboxanos y leucotrienos (LTs), éstos estan
involucrados en la modulacién, la intensidad y duracibn de la respuesta
inflamatoria. 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 materna
en comparacion con los acidos grasos de la serie omega 3 (n-3). Los LC-PUFAs
n-3 como el DHA y el acido eicopentaenoico (EPA), que se encuentran 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 biolégicamente menos potentes,
por lo que poseen propiedades inflamatorias reducidas comparados con los
eicosanoides derivados de acidos grados omega n-6. Ademas, el EPA y DHA
compiten con el AA por la misma via enzimatica como la cicloooxigenasa (COX) y
5-Lipooxigenasa (5-LOX), sin embargo las enzimas muestran mayor afinidad hacia
los LC-PUFAs n-3 cuando estan disponibles simultaneamente, 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 la inflamacién atenuada®®-2?,

1.2.2 Efecto sobre la expresion de genes Los LC-PUFAs n-3 también reducen la
respuesta inflamatoria mediante la alteracion de la expresion de genes
inflamatorios a través de la inactivacion del factor de transcripcion nuclear kB

(NFkB), que juega un papel importante en varias vias de sefalizacion inflamatoria,
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éste controla la sintesis de varias citocinas como IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF- q,
quimiocinas, moléculas de adhesion y enzimas efectoras inducibles como COX-2.
El EPA bloquea el NFKB a través de la disminucion de la degradacion de la
subunidad inhibitoria del NFKB (IkB) en monocitos humanos y 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 traves de la activacion de
los Receptores Activados por Proliferadores de Peroxisomas (PPARS). Los acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga, especialmente n-3 son ligandos naturales
de los PPARs. Sin embargo el EPA y DHA son mas potentes como activadores in
vivo que los n-6. Es por ello que los LC-PUFAS n-3 disminuyen la sefalizacion
inflamatoria via inhibicion de NFkB y pueden atenuar o disminuir varios procesos

inflamatorios?223,

1.2.3 Microdominio de la membrana celular (Lipid Raft)

Existen cambios en la membrana celular debido a la incorporacion de los LC-
PUFAs n-3 que también afectan la estructura de los microdominios que son sitios
donde se inician y se propagan los eventos de sefalizacién. Esto es mediante la
modificacién de la organizacién de la membrana, la cual es rica en esfingolipidos y
colesterol, que al incorpora el DHA causa desorganizacion de los complejos y esto
conlleva a la inhibiciébn de las proteinas de sefalizacién, necesarias para la

activacion linfocitaria, que al final regula la respuesta inmune y de inflamacién 2425,
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1.2.4 Efecto de los acidos grasos omega 3 en CD69, respuesta inflamatoria y

en el desarrollo de complicaciones en pacientes operados

Solo hay un estudio que ha reportado el efecto de DHA sobre CD69 en adultos
voluntarios, quienes después de recibir 4.91 g DHA/d mas 0.85 g EPA/d ingeridas
por 4 semanas mostraron una menor expresion y por tanto de un marcador

temprano de activacion de linfocitos T26.

En pacientes sometidos a cirugia de abdomen, quienes recibieron aceite de
pescado como fuente de acidos grasos omega 3 por via parenteral durante 5 dias
mostraron menor respuesta inflamatoria en términos de menores concentraciones
plasmaticas de TNF-a. y de IL-6 comparados con el grupo control que recibio

aceite de soya, lo que indicé menor respuesta inflamatoria 272,

Existen escasos estudios de la administracion de DHA sobre respuesta
inflamatoria en neonatos. En la Unidad de Investigacion Médica en Nutricion
(UIMN), la administracion enteral de DHA en neonatos durantel4 dias a partir del
diagnéstico de sepsis mostré una menor concentracion de IL-1p plasmatica®.

En otro estudio en neonatos (del que se derivan parte de los resultados de este
trabajo), donde la administracién del DHA se adelant6 al inicio de la respuesta
inflamatoria (2 dias precirugia) y se continué tan pronto se mejoraron las
condiciones abdominales (durante 6 dias post-cirugia), los nifios que recibieron el
DHA mostraron menor porcentaje de IL- e IL-6 comparados con el grupo que
recibio aceite de girasol. Ambos estudios en neonatos demostraron que el grupo

que recibié el DHA tuvo una menor respuesta inflamatoria aguda°.
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En resumen, no hay reportes del efecto de los LC-PUFAs n-3 sobre la expresion
de CD69'CD4*, y los estudios que evalian el efecto del DHA sobre
complicaciones en pacientes sometidos a cirugia provienen de adultos, y tampoco
se conoce si esta expresidn se asocia a complicaciones en el periodo

postquirargico.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante un procedimiento quirdrgico mayor como una cirugia cardiovascular, la
lesion tisular provoca un estado de inflamacion aguda que induce la activacion
celular, pero si la respuesta inflamatoria se exacerba puede conducir a sepsis,
choque séptico y fallas organicas, que son las complicaciones postquirirgicas mas

frecuentes en estos pacientes?®3,

Se conoce que la expresion de CD69 aumenta con el trauma quirdrgico y su
elevada expresion se ha propuesto como factor prondstico para el rechazo de
trasplante cardiaco!®, pero no se ha evaluado su asociacibn a otras

complicaciones.

Cuando la respuesta inflamatoria sistémica exacerbada es persistente, se ha
asociado al desarrollo de complicaciones potencialmente mortales, que pueden
dar lugar a complicaciones como sepsis Yy falla organica multiple, favorecidas por

la produccién excesiva de citocinas inflamatorias y dafios a 6rganoss.

El DHA ha demostrado tener efectos antiinflamatorios en estudios en neonatos
con sepsis y sometidos a cirugia cardiovascular?®3°, pero no se conoce cuél es el
efecto en la expresion de CD69 y si éste se asocia a las complicaciones en el
periodo postquirdrgico en neonatos sometidos a cirugia cardiovascular. Por lo

anterior nos planteamos la siguiente pregunta:

¢, Cual es el efecto de la administracibn de DHA por via enteral en la
expresion de CD69 en leucocitos CD4 y si ésta se asocia al desarrollo de

complicaciones de neonatos sometidos a cirugia cardiovascular?
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3. JUSTIFICACION

En el Hospital de Pediatria la cardiopatia congénita es la primera causa de ingreso
a la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales, que representa el 25% de los
ingresos. De 389 nifios con cardiopatia que ingresaron en un periodo de 4 afios, el
31% (n=121) fallecié y de éstos, 75 nifios (62%) habian sido sometidos a cirugia®.
Se conoce que los procedimientos quirdrgicos generan un estado de
hiperinflamacion y esto favorece el desarrollo de complicaciones como sepsis y/o
falla organica multiple en un 40 a 80 %, lo que puede condicionar la muerte3.

Existen escasos estudios que evalien la administracion de DHA sobre la
respuesta inflamatoria en neonatos?®2%32 y no se conoce cuél es su efecto en la
expresion de CD69 en pacientes y la relacibn de esta expresién con las

complicaciones en neonatos sometidos a cirugia.

La alta frecuencia de las intervenciones quirargicas 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, lo que nos ayudara a disefiar intervenciones
dirigidas a mejorar la evolucion clinica y en consecuencia disminuir la estancia

hospitalaria y la mortalidad.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion enteral de DHA en la expresion de CD69 en
linfocitos CD4 y su asociacion con el desarrollo de complicaciones de neonatos

sometidos a cirugia cardiovascular

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.1.1 Comparar la respuesta inflamatoria post-quirdrgica (en porcentaje de
linfocitos CD69*CD4*) de un grupo de nifios sometidos a cirugia cardiovascular

que reciban DHA por via enteral con la de un grupo control.

4.1.2 Determinar si existe asociacion entre los leucocitos CD69*CD4* y las
complicaciones (en términos de sepsis y fallas organicas) de neonatos operados

durante su estancia en UCIN.
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5. HIPOTESIS GENERAL

La administracion enteral de DHA por via enteral reduce la activacién exacerbada
de linfocitos CD69*CD4* en neonatos operados comparados con los neonatos que
reciban aceite de girasol y la menor activaciéon se asocia a menor numero de

complicaciones en neonatos operados.

5.1 HIPOTESIS ESPECIFICAS

5.1.1 La expresion de CD69 en los linfocitos CD4 es menor en los nifios que

reciben DHA que los nifios que reciben aceite de girasol.

5.1.2 La menor expresion de CD69 en los linfocitos CD4 se asocia a menor

namero de complicaciones
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Disefio del estudio: Ensayo clinico controlado, aleatorizado, doble ciego. Los

resultados fueron captados.

6.2 Lugar de estudio: Se realiz6 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 de Neonatales del Hospital de Pediatria, C.M.N. Siglo XXI
del IMSS. El periodo de estudio comprendido del estudio fue de marzo de 2007 a

junio de 2011.

6.3 Universo de estudio: Nifios menores de un mes de edad postnatal
programado a cirugia cardiovascular como fistula sistémico pulmonar (Blalock-
Taussig modificada) o coartectomia que son las intervenciones quirdrgicas mas

frecuentes en esta poblacion.

6.4 Criterios de seleccion

6.4.1 Criterios de inclusion

- Que los padres aceptaran participar después de explicarles de forma verbal y

escrita el objetivo y procedimiento de la investigacion.

- Edad gestacional mayor de 32 semanas.

- Peso adecuado para edad postnatal de acuerdo a Lubchenco si tuvo menos de 2
semanas de edad 34; si tuvo mas de dos semanas, se utilizaron las curvas de
“National Center of Health Statistics” (NCHS)3®. Para nifios pretérmino se utilizaron

las curvas de Marks 36,
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- Tracto gastrointestinal funcional que le permitiera tolerar al menos el estimulo

enteral minimo para recibir el DHA o aceite de girasol.

- Que no presentaran datos de respuesta inflamatoria antes de la cirugia
(temperatura central > 38°C o < 36° C y un conteo de leucocitos > 19.5x103/mm 6

< 5x103%/mm)?’,

6.4.2 Criterios de eliminacion

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

- Que los padres decidieran que sus hijos abandonaran el estudio

- Que requiriera circulacién extracérporea durante la cirugia

6.5 TIPO DE MUESTREO

No probabilistico por conveniencia. Se captaron a todos los nifios que ingresaron a

la UCIN y cumplieron los criterios de inclusion.
6.6 TAMANO DE LA MUESTRA

El tamafio de la muestra para el proyecto completo se estimoé en 21 pacientes por
grupo, considerando el porcentaje de las células positivas de interleucina 1 beta,
como indicador de la respuesta inflamatoria. Sin embargo, se encontraron
diferencias significativas antes de alcanzar dicha muestra y por lo que de
suspendio la captacion, debido que la molécula CD69 fue objetivo secundario, no

se célculo un tamafo de la muestra
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Variable

Definicidon conceptual

Definicién operacional

Tipo de variable y

Unidades

Independiente

Administracion
de DHA

Dependientes

CD69 en
linfocitos CD4+

Ndmero de
complicaciones

Administracion de  &cido
docosahexaenoico (DHA), es
un acido graso poliinsaturado
de la serie omega-3 38

Molécula coestimulatoria que se
expresa en la superficie de
linfocitos T en cuanto ocurre la
activacion celular.13

Frecuencia de eventos
relacionados con la cirugia,
como sepsis y fallas
organicas.

Administracién de 75 mg de DHA
Kg/dia dividido en 2 dosis (entre
0.2 y 0.4 ml/dosis) del producto
Neuromins, marca Martek, Inc..
(anexo 1). O aceite de girasol. La
administracion fue peri operatoria,
iniciando desde 2 dias previos a
la cirugia hasta 6 dias
postcirugia.

Determinacion de CD69 con
anticuerpo monoclonal marcado
con PE en sangre total antes de
la cirugia, 24 h y dia 7 post
cirugia por Citometria de flujo

Se evaluara el numero de evento
ocurridos durante el periodo
postquirargico

Sepsis: se definid por consenso
internacional como respuesta
inflamatoria sistémica, resultado
de una infeccién probada o de la
sospecha de ésta donde deben
de estar presentes al menos 2 de
cuatro criterios:

1) Temperatura >38.5°C 0 <36°C.
2) Taquicardia: >180 latidos/min,
Bradicardia: <100 latidos/min. 3)
Frecuencia  respiratoria  >40
respiraciones/min o ventilacion
mecanica por proceso
inflamatorio agudo. 4) Conteo de
leucocitos >19.5x103mm o <5
leucocitos x10% /mm’, 6 >10% de
neutrofilos inmaduros. También
se registré el microorganismo
aislado.?”

Cualitativa
Nominal
1= DHA

0= Control

Cuantitativa

- Porcentaje
linfocitos
CD4+/CD69+

Cualitativa
Nominal

Frecuencia
porcentaje

de
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Variable

Definicién
conceptual

Definicién operacional

Tipo de variable y
Unidades

Falla organicas:

Orgénica: numero de eventos por grupo de pacientes que
desarrollaron fallas organicas como: falla respiratoria,
cardiovascular, hematoldgica, renal y hepatica®’.

1) Respiratoria: debe de incluir uan PaO2/FiOz2 <300 en
ausencia de enfermedad pulmonar preexistente 0
necesidad probada por >50% de FiO2 para mantener una
saturacién aceptable >70 segln cardiopatia. 37

2) Cardiovascular falla a pesar de la administracion de
bolos de soluciéon intravenosa = 40ml/kg en 1 hora.
Hipotension: presion sistélica sanguinea <75 mmHg 6
necesidad de medicamentos vasoactivos para mantener la
presion sanguinea normal (dopamina >5 mcg/kg/min o bien
dobutamina, epinefrina o norepinefrina en cualquier dosis) 6
dos de los siguientes datos: acidosis metabdlica
inexplicable, déficit de base >5.0mEqg/L, lactato arterial
elevado > 2 veces el limite superior normal. Oliguria: orina
<0.5 ml/kg/h. Llenado capilar prolongado > 5 segundos.
Diferencia entre temperatura periférica central >3°C. 37

3) Hematoldgica: Conteo de plaquetas <80,000/mm3 o una
disminucién del 50% del conteo de plaquetas del valor mas
alto registrados los 3 dias previo®’.

4) Renal: Elevacién de la Creatinina sérica > 2 veces el
limite superior normal para la edad o un incremento del
doble en la creatinina basal %’.

5) Hepética: incremento de la bilirrubina total > 2 mg/dl o
elevacién de alanino transferasa dos veces por arriba del
limite superior normal para la edad?’.

Nominal

Frecuencia y
porcentaje
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Variable

Definiciéon conceptual

Definicion operacional

Tipo de variable y
Unidades

Demograficas

Sexo

Edad
gestacional al
nacer

Apgar a los 5
minutos

Edad postnatal

Peso

Longitud

Perimetro
cefalico

Género de persona

Duracién del embarazo calculada
desde el primer dia de la dltima
menstruacion normal hasta el
nacimiento o hasta el evento
gestacional en estudio.*?

Formula de riesgo que sirve para
evaluar al recién nacido en el primer
minuto de vida y 5 minutos

Edad cronolégica a
nacimiento

partir  del

Medicién de la masa corporal*!

Medicién de la longitud corona-talén de
un individuo 4

Es la mediciébn del diametro de la
cabeza que estima el crecimiento del
cerebro 4

Femenino o masculino

Edad en semanas

Puntuacion de 7 a 10 ausencia
de depresion

Puntuacion 4 y 6 depresién
moderada

Puntaciéon inferior a 3 en el

primer minuto o 5 los cinco
minutos  indica  depresion
grave,

NUumero de dias a partir del
nacimiento hasta el ingreso al
estudio

Se peso6 previo a la toma de
las 10:00 h en bascula pesa
bebés capacidad de 10 kg,
precision de +/- 1 g marca
Sartorius Mod. EB15DCE-L,
Gottingen, Alemania, al
ingreso del estudio.

Se utilizé infantdmetro marca
SECA mod. 207, Hamburgo,
Alemania), en el mismo tiempo
que el peso, al ingreso del
estudio.

Se midi6é colocando una cinta
de fibra de vidrio entre la
porcibn méas prominente de
occipucio y las gibas frontales:
la cinta empleada fue de la
marca SECA mod. 212,
Hamburgo, Alemania), al
ingreso del estudio.

Cuantitativa
dicotébmica

Cuantitativa continua

Cuantitativa

Cuantitativa
Dias
Cuantitativa continua

Kg

Cuantitativa continua

Cm

Cuantitativa
continua

Cm
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Variable

Definicién conceptual

Definicién operacional

Tipo de variables
y Unidades

Tipo de cirugia

De confusién

Porcentaje de
acidos grasos
tisulares

Edad
gestacional
corregida

Escala SNAP
1]

Tratamiento
con
antibioticos

Evento quirdrgico al que somete un
paciente como tratamiento que puede
ser de tipo paliativo o curacion

Indicador tisular de las reservas de
acidos grasos, entre ellos el DHA

La edad que tendria un nifio si hubiera
nacido a las 40 semanas de gestacion.

Escala de gravedad de enfermedades
de los recién nacidos, que ingresan a la
Unidad de cuidados intensivos
neonatales, validado en estudio
multicéntrico, mediante variables
clinicas (presiobn arterial media,
temperatura, relacion PO2/FiO2, pH
sérico, presencia de crisis convulsivas
y uresis horaria)*®

Uso de antimicrobianos sintéticos o
guimioterapéuticos  con propiedades
antibioticas.

Nifios menores de un mes de
edad postnatal que requirieron
de una cirugia cardiovascular
como fistula sistémico
pulmonar (Blalock-Taussig
modificada) o coartectomia.

Proporcion de PUFAS en los
fosfolipidos de membrana de
los eritrocitos al ingreso del
estudio*?

Es la suma de la edad
gestacional determinada al
nacer mas la edad postnatal
por Ballard o por fecha de
Ultima regla

Se evaluard el estado de
gravedad del padecimiento del
nifios 24 h antes dela cirugia
mediante la escala de Score fr
Neonatal Acute Physiology,
version Il (SNAP-II), asignando
el puntaje que corresponde a
los puntos de cohorte de
variables clinicas

A mayor
gravedad.

puntaje  mayor

Administracién de antibidticos

durante el periodo
postqurdrgico. Ejemplo:
cefalotina, amikacina,
vancomicina, cefotaxima,

imipenem, en la UCIN.

Cualitativa
dicotémica

Cuantitativa

Proporcién  relativa
de lipidos totales

Cuantitativa

Semanas

Cuantitativa

Discontinua

Cualitativa

mg/kg acumulados

en dias
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Variable Definicién Definicién operacional Tipo de variables y
conceptual Unidades
Tratamiento Esteroideos: son Administracion de antiinflamatorios Cualitativa

antiinflamatorio

Consumo de
leche humana

Saturacion de
oxigeno

Acidosis
metabdlica

aquellos derivados de
los corticoides.

No esteroideos:
sustancias quimicas con
efecto antiinflamatorio,
no derivadas de los
corticoides

Ingestion  de  leche
obtenida de la madre

Es una medida que hace
referencia a la cantidad
de oxigeno que
transportan los vasos
sanguineos en un
momento concreto.

Alteracion clinica en la
que existe un pH arterial

bajo, como
consecuencia de una
reduccion en la

concentracion
plasmatica de HCO3-.

durante el periodo postquirargico en
UCIN.

Esteroide: dexametasona

NO esteroides: ketorolaco o &acido
acetilsalicilico

Se registr6 diariamente el volumen
ingerido del paciente durante el tiempo
de estancia en UCIN. Para Ila
estimaciéon del contenido energético
de leche humana se consideré que
cada mililitro aporta 0.67 kcal en
promedio.

Se midi6 a través de la oximetria de
pulso.

Se tom6 como punto de cohorte déficit
de base >5.0mEqg/L, lactato arterial
elevado > 2 veces el limite superior
normal (2 mmol/L)I3".

Si /no y duracién de
dias

Cuantitativa

Kcal/kg/dia

Cuantitativa

Porcentaje

Dicotémica

Si/ No




27

6.8 PROCEDIMIENTOS

Se realizé visita diaria al servicio de Cuidados Intensivos Neonatales para
identificar a los candidatos de estudio. Una vez identificados, se explicd a los
padres el objetivo, procedimientos, posibles beneficios y riesgos del estudio para

solicitarles el consentimiento escrito (anexo 2)

6.8.1. Aleatorizacibn de la intervencion: Se realizO0 mediante sobres opaco

cerrados con numeros de expedientes consecutivos sin reemplazo

6.8.2 Administracién de la dosis. EI DHA o aceite de girasol 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 aceite de girasol se
utilizé una jeringa estéril y la sonda orogastrica que se utilizaba para su
alimentacion, si no tenia sonda orogastrica, se administré por via bucal colocando

la jeringa en el carrillo.

La dosis de DHA se calcul6 siguiendo las recomendaciones de la Comision
Europea que estableci6 como recomendaciéon maxima el 1% del total de acidos
grasos como LC-PUFA n-3 o DHA para el contenido de sucedaneos de leche

humana, imitando las concentraciones reportadas para la leche humana**.

Recientemente se reportd que la ingestion diaria de DHA en nifios alimentados
depende del contenido en la leche y del volumen ingerido. Si consideramos que un
nifio recibe aproximadamente 765 mi/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
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consumen leche con un contenido alto normal (~ 1% de los acido grados totales),
consumirian aproximadamente 315 mg de DHA al dia #4. Con la dosis calculada en

el presente estudio los nifios de 3 kg recibiran 225 mg de DHA al dia®.

6.8.3 Cegamiento: El estudio fue doble ciego porque para la evolucién clinica, el
neonatélogo tratante y el neonatdlogo que evalué los eventos no conocieron el
tipo de intervencion que recibieron los nifios; para el andlisis de las células
CD69/CD4, los porcentajes se obtuvieron sin conocer el tipo de intervencion por la

Dra. Chavez

6.8.4 Toma de muestra: Se tom6 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. S6lo en la medicion basal se colectaran 1.5 mL de sangre venosa en
EDTA para medir porcentaje de &cidos grados en las membranas de los
eritrocitos, entre ellos el DHA. La muestra se tomé cuando se puncioné para otras

determinaciones de rutina, siempre que fue posible.
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|

Obtencién de Consentimiento

informado escrito

Grupo

DHA Asignacidn aleatorizada de
suplemento: DHA o aceite

de girasol

DHA 75 mg/kg/d —

v

Pacientes que requirieron de
circulacién extracorpodrea

Grupo control

Aceite de girasol

i

Complicaciones

A

v

—

Administracion de DHA 6 placebo

Programacion a /\

cirugia \ /

A
-2 dias 0 24 h 6 dias

Cirugia

N

v

7 dias Egreso de
UCIN

Datos Y

demograficos, o
) Muestras de sangre post-cirugia
antropometria,

preparacion de

dosis

Perfil de acidos grasos, Escala de
gravedad SNAP ||
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6.9 MEDICIONES

6.9.1 CD69: CD69 en linfocitos CD4: Se determind por una microtécnica en una
muestra de 25 microlitros de sangre total, sin activar con mitbgenos. Se marcaron
los linfocitos CD4 con un fluorocromo APC mientras que el CD69 se marco con PE
(marca Invitrogen). Posteriormente se incubé 15 minutos en oscuridad y a
temperatura ambiente. Luego se agreg6 parafolmaldehido (Instrastain, marca
DAKO) para fijar la célula, incubando durante 15 minutos en oscuridad. Al final del
plazo, se lavo con una solucién de PBS, agitando con vortex y centrifugando el
tubo a 2500 rpm por 5 min a temperatura ambiente. La solucion se decantd y se
dejaron suspendidas las células en un volumen de 100 uL de solucién de PBS
para su determinacion mediante el citdmetro de flujo Facs Aria marca Beckton

Dickinson del Centro de Instrumentos del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

6.9.2 Porcentaje de acidos grados 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 posteriormente el perfil de
acidos grasos contenidos en los fosfolipidos de la membrana celular, entre ellos el

DHA mediante un cromatografo de gases Hewlett Packard 5890 series Il (anexo 3

y 4)

6.9.3 Ingestion de leche humana. Se registré diariamente el volumen ingerido del
paciente durante el tiempo de estancia en UCI (Anexo 5). Para la estimacion del
contenido energético de leche humana se consideré que cada mililitro aporta 0.67

kcal en promedio.
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6.9.4 Gravedad de la enfermedad. Se midi6 a través de la Score for Neonatal
Acute Physiology, version 1l (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 PO2/FiO2, pH
Sérico, crisis convulsivas y uresis horaria y establece puntos de corte asignando

una puntuacion (anexo 7)*3

6.9.5 Datos demograficos. Al ingreso del estudio se registra el género, el apgar,
edad gestacional al nacer medida por la escala por la escala Ballard o en su
defecto por fecha de Ultima regla materna y la edad postnatal. También se medira
el peso, la longitud y el perimetro cefalico para determinar el estado nutricio del
paciente como se menciond en los criterios de inclusién. El resto de los datos se

colectaron del expediente o por encuesta a la madre (Anexo 6).

6.9.6 Efectos adversos. Una revision sobre toxicologia del DHA indicé 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 a los pacientes que requirieron de circulacion extracérporea durante la
cirugia, la suspension del aporte enteral por gravedad extrema y fallecimiento

durante su estancia en UCIN.
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6. 10 ASPECTOS ETICOS

Esta investigacion se clasifica como riesgo mayor al minimo. Se respetaron
estrictamente los principios contenidos en el Cddigo de Nuremberg, la Declaracion
de Helsinki, la enmienda de Tokio, e 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 solicitd consentimiento escrito de los padres explicando los objetivos,
procedimiento, posibles beneficios riesgos de la investigacién, incluyendo la
firma de dos testigos y del médico tratante.

- Se aseguro la confidencialidad de la identificacion del paciente.

- El nifilo no continu6 en el estudio si el médico tratante considera que su
estabilidad clinica es encontraba en riesgo.

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

- El proyecto completo fue aprobado por el Comité Local de Investigacion del
Hospital de Pediatria con el No. 2005-3603-72 y la enmienda que

corresponde a la inclusién de la Tesista se encuentra en el anexo 8.

El beneficio del estudio para los neonatos fue el posible efecto inmune modulador
y antiinflamatorio que se especula que tenga el DHA y que en forma secundaria

esto pudiera reducir las complicaciones postquirargicas
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6.11 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaron con el paquete estadistico SPSS version 16 y Minitab
version 14. Las variables cuantitativas se reportan como promedio y desviacion
estandar; cuando las variables no mostraban distribucién normal se transformaron
a logaritmos y se comprob6 que mostraran una distribucion normal. Si adn asi, no
se distribuyeron normalmente, se reportaron como mediana e intervalo. Las

variables cualitativas dicotomicas se reportan como frecuencia y proporciones.

Para comparar el efecto del DHA entre grupos se usé la prueba de t de Student o
U —Mann-Whitney. Para comparar los cambios intra-grupo entre el basal y las 24h
post-cirugia, o bien entre las 24 h y el dia 7 postcirugia, se utilizo la prueba de t
pareada. Para identificar hay asociacion entre el porcentaje de CD69 en linfocitos
CD4 y el numero de complicaciones se utilizé la correlacion de Spearman. Para
comparar las variables cualitativas entre grupos se utilizé la prueba Exacta de
Fisher. Para analizar el efecto del DHA sobre la expresion de moléculas CD69
ajustado por potenciales confusores, se utilizé la prueba de ANOVA para

mediciones repetidas.

6.12 FINANCIAMIENTO

Este trabajo fue financiado por el Fondo para el Fomento para la Investigacién en

salud, No FIS/IMSS/PROT/MDOQ9/727 del IMSS.



34

7. RESULTADOS

Se analizaron 29 neonatos quienes tuvieron mediciones de la molécula CD69 en
linfocitos CD4, de los cuales 16 recibieron DHA y 13 recibieron aceite de girasol en

el grupo control.

7.1 Variables demogréficas de neonatos sometidos a cirugia.

Las caracteristicas de los neonatos al nacimiento, al ingreso del estudio en
términos de edad, estado nutricio y el tipo de cirugia fueron similares entre los

grupos (cuadro 1).



Cuadro 1. Variables demograficas de neonatos sometidos a cirugia.
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GRUPO Valor P
DHA CONTROL
n=16 n=13
Al nacer
Edad gestacional, semanas ™ 38.5+2.1 37.5+1.8 0.178*
Geénero
Masculino: femenino 10 (62.5%) 5 (38.5%)
Femenino 6 (37.5%) 8 (61.5%) 0.272f
Apgar
Minuto 5, < 8 0 1 (9.1%)
>8 14(100%) 10 (90.9%) 0.440t
Al ingreso del estudio
Edad postnatal, dias™ 20.4 +10.1 17.3+12.5 0.462*
Peso, g™ 2849 + 546 2959 + 521 0.601*
Longitud, cm™ 49.6 + 3.1 495+1.9 0.934*
Perimetro cefalico, cm ™ 337+ 1.1 335+1.1 0.864*
Tipo de cirugia
Fistula sistémico pulmonar 7 (43.8%) 8 (61.5%)
Coartectomia 9 (56.2%) 5 (38.5%) 0.4621

Frecuencia (porcentaje)

™ Promedio * desviacién estandar

¥ Comparaciones entre grupos con prueba t de Student
T Comparaciones entre grupos con prueba Exacta de Fisher.
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7.2 Moléculas CD69 en linfocitos CD4 positivos.

Las moléculas CD69* CD4* se obtuvieron de células que fueron positivas a estas
dos condiciones: que expresaran la molécula co-estimulatoria CD69 y en linfocitos
CD4 de 10,000 células (6 eventos) por citometria de flujo; este resultado se

reporta como porcentaje de células CD69 CD4 positivas.

Los grupos fueron comparables en la medicion basal; sin embargo, a las 24 h, el
grupo DHA tendié a mostrar menor porcentaje de células positivas comparado con
el grupo control, pero esta diferencia no alcanz6 la significancia estadistica
(cuadro 2). A los 7 dias postcirugia, el porcentaje de células CD69 CD4 positivas

fue similar entre los grupos.

Cuadro 2. Moléculas CD69 en linfocitos CD4 positivos

GRUPO Valor
DHA" CONTROL™
Tiempo n=16 n=13 P
Basal 1.49+225 1.88 +2.86 0.507
24 h 2.19+2.08 3.0+ 245 0.155
7 dias 1.74 + 3.66 1.97 £ 3.53 0.401

Los datos son porcentaje de células positivas a la citocina de 10,000 células. Promedio +
desviacion estandar
T Comparaciones entre grupos con t de Student, prueba de hipétesis unilateral
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7.3 Deltas en células CD69 de linfocitos CD4 entre el tiempo basal y 24 h

postcirugia y entre 24 h a 7 dias postcirugia.

Ambos grupos incrementaron significativamente la expresion de CD69* CD4*

entre el basal y las 24 h (p< 0.05). Entre la medicion de 24 h postcirugia y 7 dias

postcirugia, también se observé que ambos grupos disminuyeron su expresion de

CD69* CD4*, pero el grupo control mostré una disminucion que tendid a ser

significativa (p= 0.073), mientras que el grupo DHA no mostré dicha tendencia (p=

0.148) (figura 1). Los cambios no fueron diferentes entre los grupos.
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Figura 1. Cambios del porcentaje de células CD69* CD4* entre el basal y las 24 h

post-cirugia y entre las 24 h postcirugia y el dia 7 postcirugia. Las deltas intra-

grupo se compararon con t pareada y su significancia se muestra con superindice

a parap <0.05y b para p=0.073
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El analisis multivariado con ANOVA para mediciones repetidas mostré que el

grupo DHA tuvo 5.33% menos expresion de CD69+ en linfocitos CD4+ comparado

con el grupo control, después de ajustar por el uso de esteroides, consumo de

leche humana durante la intervencion y si presentaron sepsis (p ajustado =0.0107,

Cuadro 3). También se evalu6 la posible interaccion entre grupo y tiempo, pero

ésta no fue significativa.

Cuadro 3 y figura 1. Analisis de mediciones repetidas de células CD69 en

linfocitos CD4 ajustado por confusores

Termino Coeficiente SE Coeficiente T Valor de P
Uso de antiinflamatorio
. 3.784 1.169 3.24 0.002
esteroideo
Consumo de leche
-0.60 0.552
, -0.2667 0.4466
humana, Kcal/kg/dia
Presencia de sepsis 0.284 1.338 0.21 0.833
Grupo control* 2 665 1134 2.35 0.021
*Comparado con grupo DHA R?=24.17%
Grupo DHA -5.330 2 268 -2.350 0.011




Figura 1.
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7.4. Asociacion de la expresidon de células CD69*CD4* y el numero de
complicaciones en neonatos sometidos a cirugia.

El namero de complicaciones en el grupo DHA fue de 3 en dos pacientes,

mientras que el grupo control desarrollé 14 eventos en 8 pacientes (p= 0.002).

La expresion de células CD69* CD4* se asocié positivamente con el nUmero de
complicaciones (cuadro 4).
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Cuadro 4. Correlacion de la expresiéon de CD69+ CD4+ con el numero de

complicaciones

Correlations
Nimero de CDBY+CD4
complicacion 24h
es posteirugia
Spearman’s tho  Nimero de Correlation Coefficient 1.000 303
complicaciones Sig. (1-tailed) : 058
N 28 28
CDE3+CD4 24h Correlation Coefficient 303 1.000
posteirugia Sig. (1-tailed) 058 | .

7.5. Covariables en neonatos sometidos a cirugia.

Los grupos fueron similares en el uso y duracion de antiinflamatorios esteroideos y
no esteroideos, antibioticos, en la gravedad antes del la cirugia medido por la
escala SNAP-II, en la ingestion de leche humana durante la intervencion con DHA
y durante el seguimiento durante su estancia en UCIN, en la edad gestacional
corregida al momento de la cirugia, en el tiempo de pinzamiento adrtico en los
pacientes sometidos a plastia adrtica, en el volumen de sangrado y duracién de la
cirugia, y tampoco hubo diferencias en el porcentaje de acidos grasos tisulares
qgue podrian modificar la respuesta inflamatoria (cuadro 5). Por lo anterior, no se
espera que estos factores modifiquen la expresion del porcentaje de células

CD69* CD4".
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Cuadro 5. Covariables en neonatos sometidos a cirugia

GRUPO
DHA CONTROL Valor P
n=16 n=13

Uso de antiinflamatorios
a) Esteroideos 5(33.3) 4 (38.8) 1.0007

Duracioén, dias' 1[1, 2] 1[1,10] 0.7378
b) No esteroideos 15 (100) 10 (83.3) 0.188t

Duracién, dias T 4 [1, 13] 6.5 [l, 29] 0521§
Uso de antibidticos 15 (100) 13 (100) 1.000"
Duracion, en dias' 2[1, 19] 2[1, 34] 0.348°%
Ingestion de leche humana,
kcal/kg/d

Durante intervencion' 9.2 [0, 36.4] 2.7 [0, 37.6] 0.250°

Durante seguimiento' 12.1 [0, 32] 5.9]0, 18.3] 0.301°
Edad gestacional corregida, 40.9 [36.6, 47] 40.7 [34.7, 45.5] 0.614°
semanasTT
Gravedad pre-cirugia (SNAP II) " 5[0, 20] 5[0, 16] 0.418°
Pinzamiento adrtico, minTT 20 [5, 35] 25 [2, 38] 0.567°
Duracién de cirugia, min T 115 [45, 180] 132.5 30,1 80] 0.303°
Frecuencia (%) " Promedio # desviacion estandar 1 Mediana [minimo, maximo]

T Prueba Exacta de Fisher * t de Student § Prueba de U-Mann-Whitney
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GRUPO

DHA CONTROL valor P

n=16 n=13
Acidos grasos totales al ingreso, %
de &cidos grasos totales
Oleico (OO, 18:1, n-9) 20.9 [2, 31.4] 24.8 [20.4, 26.6] 0.306°
Linoléico (LA, 18:2 n-6) 9.1[5.5, 11.8] 9.1[6.4,11.9] 0.817°
a- Linolénico (LNA, 18:3 n-3) 0.63[0.23, 1.26] 0.62[0.19,1.42] 0.665°
Araquidoénico (AA, 20:4 n-6) 10.88[0.41, 19.68]  15.59 [4.81, 20.68] 0.453°
Eicosapentaenoico (EPA, 20:5 n-3) 0.51[0.15, 1.55] 0.38[0.24, 1.41] 0.795°
Docosahexaenoico (DHA, 22:6 n-3) 3.08 [1.23, 1.52] 4.43[1.05, 7] 0.817°
EPA + DHA 3.66 [1.94, 8.75] 4.78 [2.15, 7.28] 0.729°
Ac. Grasos n-3 (LNA+EPA+DHA) 4.78 [2.81, 9.34] 5.24 [2.52, 7.66] 0.817°
Ac. Grasos n-6 (LA + AA) 20.03[12.22,28.2] 25.69[12.01, 29.17] 0.326°
AA/DHA 31+1.4 3.6+1.3 0.252°

Frecuencia (%)
T Prueba Exacta de Fisher

" Promedio + desviacion estandar
t t de Student

1 Mediana [minimo, maximo]
§ Prueba de U-Mann-Whitney
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7.6 ldentificacion de eventos adversos

No hubo diferencias en el volumen de sangrado durante la cirugia y tampoco en
los eventos de sangrado gastrico durante su estancia en UCIN (cuadro 6).

Cuadro 6. Eventos adversos

GRUPO
DHA CONTROL valor P
n=16 n=13
Sangrado quirdrgico, mL " 10[0.1, 100] 12.5[0.1, 50] 0.620°
Eventos de sangrado 0 2(15.4) 0.192t

T Prueba Exacta de Fisher

También se analizaron otros confusores como acidosis metabdlica precirugia y
saturacion de oxigeno pre y postcirugia. En relacion a la acidosis metabdlica, se
presentd en un paciente del grupo control (8.3%) y cero pacientes en el grupo
DHA previo a la cirugia, por lo que no fue significativo (P=0.429). EIl promedio de
la saturacion de oxigeno precirugia en el grupo control fue de 74% + 19.1,
mientras que el grupo DHA tuvo 86.8% + 9.1, (P=0.041) y 24 horas posterior a la
cirugia fue similar en ambos grupos. Debido a que sélo la saturacién de oxigeno
precirugia fue diferente entre grupos, se incluyé en un modelo multivariado para
evaluar su efecto en el desarrollo de complicaciones, pero no fue significativo

(B= -0.027, P=0.222).
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8. DISCUSION.

Este estudio es novedoso, ya que a nuestro conocimiento, es el primer trabajo que
reporta el comportamiento de la expresion de células CD69*CD4* en neonatos
sometidos a cirugia. Los estudios en modelos animales han reportado que las

células CD69*CD4* son un marcador temprano de activacion celular46:4”

Por tanto, el incremento significativo de la expresion de células CD69*CD4* a las
24 horas, es consistente con la mayor respuesta inflamatoria en los pacientes
operados y también es consistente con estudios como el de Shimaoka en 14
adultos operados por carcinoma esofagico y por cirugia cardiovascular? asi como
con el estudio de Kenneth en 22 pacientes (edad de 6.1 a 21.2) quienes recibieron
un trasplante de corazén'®. Sin embargo, en ambos estudios se requirié la
estimulacién in vitro con un mitégeno para identificar la expresion de células
CD69*CD4*, mientras que los resultados del presente trabajo muestran la
expresion de dicha molécula sin estimulacion con mitdgeno, lo que representa la
respuesta del neonato al trauma quirdrgico. Esto sugiere que el neonato podria
estar presentando una mayor activacion celular temprana y que podria estar en
mayor riesgo de presentar una respuesta inflamatoria exacerbada, secundaria a

una cirugia mayor.

Los nifios que recibieron el DHA en forma peri-operatoria tuvieron una expresion
de células CD69*CD4* que tendié a ser menor comparado con el grupo control.
Aunqgue esta diferencia no alcanzé la significancia estadistica, probablemente fue
debido al limitado tamafio de muestra y a la alta variabilidad de los datos de

expresion celular. No obstante, lo anterior sugiere que estos pacientes podrian
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tener una activacion celular menos exacerbada a las 24 h postcirugia comparados
con el grupo control. En el mismo sentido, aunque ambos grupos aumentaron su
expresion de células CD69*CD4* del tiempo basal a las 24 h postcirugia, y
disminuyeron de las 24 h a los 7 dias postcirugia, se observo que la magnitud del
cambio en promedio tendié a ser mayor en el grupo control comparado con el

grupo DHA.

Es dificil comparar el efecto del DHA sobre la expresion de CD69*CD4*con otros
estudios de la literatura, debido a sélo se ha evaluado en adultos sanos quienes
recibieron una dosis de 4.91 g/dia de DHA mas 0.85 g de EPA/dia durante 4
semanas Yy cuyas células mononucleares se estimularon ex vivo con
concanavalina A, mostrando una expresion dosis respuesta a la concentracion del
mitdbgeno, pero con una reduccion de la expresion con relacion a la basal cuando

se expuso al DHA en el cultivo celular?®.

Dado que la mayor expresion de CD69 se relaciona a estados de mayor respuesta
inflamatoria 4° el efecto del DHA fue consistente con la menor respuesta
inflamatoria determinada por un menor porcentaje de citocinas inflamatorias
intracelulares IL-1B e IL-6 en estos mismos pacientes*® y también con la menor
concentraciéon de citocinas inflamatorias plasmaticas como TNF-a, IL-1B e IL-6 del
estudio de Larsen y cols., en neonatos sometidos a cirugia a corazon abierto, que

recibieron acidos grasos omega (EPA y DHA) por via parenteral®.

Es bien conocido que los pacientes que presentan una respuesta inflamatoria
exacerbada desarrollan un mayor numero de complicaciones en el periodo

postquirtrgico0-51,
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En el presente estudio se encontré que a mayor expresion de células CD69*CD4*
hubo mayor nimero de complicaciones (en términos de eventos de sepsis y de
fallas organicas) en neonatos sometidos a cirugia. La relacion de esta molécula
co-estimulatoria con eventos clinicos adversos solo se ha evaluado en nifios que
recibieron un trasplante de corazén, encontrando que a mayor expresion de
células CD69*CD4* hubo un mayor rechazo del trasplante, medido con biopsias
calificadas con una escala de dafio histoldgico'®. Interesantemente, en este
estudio se propuso al porcentaje de células CD69*CD4* medidas por citometria
de flujo como un marcador prondstico temprano de rechazo del trasplante. Por lo
gue en este estudio, dicha expresion también podria comportarse como marcador

pronostico temprano de complicaciones en neonatos sometidos a cirugia.

El menor numero de complicaciones en los nifios que recibieron DHA también fue
consistente con un meta-analisis en adultos que recibieron EPA mas DHA por via
parenteral y quienes desarrollaron menos infecciones y menos estancia

hospitalaria3-°2,

Estudios in vitro han propuesto que el mecanismo de accién para que el DHA
reduzca la activacién temprana de células T, puede ser mediante la incorporacion
de éste a los fosfolipidos de las membranas celulares en regiones que participan
en la cascada de sefializacion (en inglés "lipid raft" o microdominio), las cuales
tipicamente contienen acidos grasos saturados que le confieren rigidez a la
membrana. Los microdominios son regiones de membranas que parecen actuar
como plataformas blanco (o "target") para co-localizar proteinas involucradas en

sitios de acoplamiento para el inicio de las vias de sefalizacion intracelular.
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Existen proteinas clave que se encuentran ancladas al microdominio lipidico
interno de las células T y que son desplazadas cuando las células son tratadas
DHA y que también pueden evitar el acoplamiento celular*® ademas, el DHA
bloquea la produccion intracelular de segundos mensajeros incluyendo el
diacilglicerol y ceramida, lo anterior dafia la capacidad de estas células para

responder a estimulos activadores y reduce la respuesta inflamatoria?®.

Interesantemente los microdominios pueden estar implicados en la regulacion y
activacion de los complejos de sefializacion de los TLR. EI DHA puede modular los
receptores "Toll like receptor" (TLRs) y la consecuente respuesta inmune e
inflamatoria debido a que actia como pan-inhibidor de varios TLRs y Nod-like
receptors (NLRs), suprimiendo la transduccion de la sefial relacionada con el
factor nuclear kB (NFkB), evitando su traslocacién al ndcleo para activar la
produccion de citocinas inflamatorias, y por tanto disparar la respuesta inflamatoria
secundaria a trauma quirdrgico. Por otro lado, el DHA es un ligando natural de
(Receptor activado del proliferador del peroxisoma) PPAR alfa, el cual inhibe la

separacion de NFkB de su inhibidor (IkB)?2.

Estos datos proveen la relacién atribuible entre DHA, el NFkB y la respuesta

inmune?s,

Se utiliz6 la escala de Score for Neonatal Acute Physiology, version Il (SNAPII)
para medir la escala de gravedad de la enfermedad al ingreso del estudio; aunque
existen otros métodos en pacientes con cardiopatias congénitas como el RACHS-
1 (Risk Adjusment in Congenital Heart Surgery)>3 y Aristételes,>* en el caso de el

RACHS-1 sirve para comparar el riesgo de muerte de pacientes en diferentes
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instituciones, mientras que la de Aristételes estd encaminada a definir la
complejidad de la malformacion congénita y los riesgos de cada paciente, pero
ninguna de las dos aporta una puntuacion de la gravedad de la enfermedad como

lo hace la escala de SNAP [1.55

Por otro lado, cuando se analiz6 la acidosis metabodlica previo a la cirugia de
acuerdo a los criterios de Goldstein®” y no encontramos diferencias entre los
grupos. Aunque hubo diferencias entre grupos en la saturacion de oxigeno
precirugia, el modelo multivariado mostré que su efecto no fue significativo sobre

el desarrollo de complicaciones.
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9. CONCLUSIONES

La expresion de CD69+CD4+ como marcador temprano de activacion celular

aumenta en neonatos después de una cirugia mayor.

La administracion enteral de acido docosahexaenoico en el peri-operatorio
disminuyo la expresion de CD69+CD4+ en neonatos después de ajustar su efecto

por variables confusoras.

Los datos sugieren que la menor expresion en CD69 se relaciondé a menor nimero

de complicaciones en los neonatos sometidos a cirugia.
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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
evolucion clinica, por lo que podria emplearse como estrategia profilactica en
pacientes pediatricos y una forma de evaluar la asociacién con complicaciones en

los pacientes operados en con la medicion de la expresion de células CD69*CD4*.

Es importante continuar con investigaciones para evaluar que posibles
implicaciones pueden existir ante los limitados estudios en neonatos, es necesario
estudiar la respuesta de CD69 al trauma quirdrgico y si este tiene una traduccion
clinica debido a que las funciones no se conocen en su totalidad ain en modelos

animales.
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Anexo 1. Certificado de analisis del contenido de nutrimentos del suplemento alimenticio que

contiene el DHA (Neuromins)
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Anexo 2. Carta de consentimiento informado

[

\D)

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

Carta de consentimiento informado para participar en el proyecto: “Efecto modulador de la
administracion del acido docosahexaenoico sobre la respuesta inflamatoria, la evolucion

clinica y el estado nutricio de neonatos sometidos a cirugia”

Sefiores Padres de Familia:

Solicitamos su permiso para incluir a su hijo en un proyecto de investigacion médica.
Beneficios. El objetivo de esta investigacion es saber si administrando un nutrimento a su nifio
cuando va a someterse a una cirugia mayor, este nutrimento disminuye la inflamacion, tiene una
evolucién clinica menos grave, protege contra la desnutricién y se recupera mas pronto. Este
nutrimento se encuentra hormalmente en la leche materna, por lo cual si lo recibe y no lo beneficia,
no se espera que le cause dafio a su nifio. Ademas, se ha reportado en adultos que este
nutrimento puede servir como anti-inflamatorio cuando que se someten a cirugias y los ayuda a

tener menores complicaciones con una recuperacion mas rapida.

Riesgos. Para llevar a cabo esta investigacién es necesario administrar a su nifio el nutrimento en
forma de aceite por via oral. Para realizar las mediciones, tomaremos una muestra de 2 mL de
sangre un dia antes de la cirugia, y s6lol mL a las 24 h post-cirugia, y los dias 3 y 7 post-cirugia
(no mas de 4 muestras), procurando que se tome cuando se requiera sangre para otros estudios
de rutina. Si no es posible, se le picara nuevamente; lo anterior le puede ocasionar “moretes” en el
sitio del piquete. La realizacién 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 recibié el suplemento hasta el final del

estudio.

Si usted estd de acuerdo en que su nifio participe en el proyecto, por favor firme esta
forma. Si no esta de acuerdo firme y marque NO. En caso de que acepte participar pero después
decida ya no hacerlo, tendra la libertad de abandonar el estudio sin que por eso se afecte la
atencién y el tratamiento que su nifio esta recibiendo. Este proyecto fue aprobado por el Comité de
Investigacion y Etica del Hospital de Pediatria, IMSS. Nos comprometemos a manejar sus datos en
forma confidencial y a responder cualquier pregunta acerca del proyecto con la responsable M en
C. Mariela Bernabe Garcia al Tel. 56 27 69 00 Exts. 22483 y 22484 de la Unidad de Investigacion
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en Nutricion en el 4° piso del Hospital de Pediatria. Agradecemos su participacion y contribucion en

el mejoramiento del manejo de los nifios enfermos.

M en C. Mariela Bernabe Garcia. Matricula 11111852
Responsable del proyecto

ACEPTO PARTICIPAR

Nombre de

madre/padre/tutor:

Nombre del testigo 1:

Nombre del testigo 2:

Nombre del médico tratante:

Sl

NO

Firma:

Firma:

Firma:

Firma:

Fecha:

I
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Anexo 3. Obtencién de eritrocitos

10.

Centrifugar la sangre completa a 2000 rpm durante 15 minutos para separar plasma

y paquete celular.

Se separan el plasma y 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 solucion

salina al 0.9%.

Mezclar el paquete globular y la solucion 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 solucion 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 botén 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 4. Separacion de lipidos y determinacion del perfil de acidos grasos

1. 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 nitrdgeno para acelerar la extraccion.

Posteriormente se metilaran los acidos grasos.

2. La metilacién de &cidos 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 Metandlico) + 50 ul de una solucion de hexano con C17
(acido margérico 6 Heptadecanoic acid) como estandar interno, la cual se prepara

con 1.33 mg de C17/mL de hexano.

3. 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, vy
sulfuro (2:2:1) hasta observar el desprendimiento de biéxido de carbono (se observan

burbujas).

4. 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.
5. La fase organica se evapora con nitrégeno y se agrega 1 mL de hexano.

6. Para identificar cada acido graso, se separan con una columna de 100 mm
empacada con CP-Sil 88% después de 2 dias en un cromatdgrafo de gases (Hewlett
Packard 5890 series Il. Avondale, PA, USA) utilizando una columna (100-m x 0.2 mm
inside diameter fused silica column coated with 0.2 yum CP Sil 88, Chrompact, The

Netherlands).
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7. Los &cidos grasos se calcularon utilizando estandares para cada uno y se expresaron
como porcentaje de peso (%f/total weight) de os acidos grasos con cadenas de

carbono con longitud de 14 a 24 atomos.



Anexo 5. REGISTRO DE INGESTION DE LECHE HUMANA DURANTE EL ESTUDIO

65

Nombre de la madre: HojaN°®
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 recibio Hora recibioé
(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 que

Hora recibio Hora recibié 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
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3

Anexo 6 . Expediente de estudio @

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 evolucion clinica de neonatos

sometidos a cirugia”

N° de incubadora Grupo

I. DATOS DE IDENTIFICACION

A B N° de expediente

Marque con una X

Nombre de la madre:

IEdad de la madre (afios):

Domicilio:

(calle y nimero /lote y manzana) Colonia Delegacion/Estado
Teléfonos:
Nombre del nifio(a): Sexo M F

Marque con una X

N° de afiliacion

I Fecha de nacimiento:

dd/mm/aa

Edad gestacionalal nacer (sem.)

Apgar: | IFecha de ingreso a UCIN

dd/mm/aa

Cirujano Cardiovascular

Neonato6logo

(Apellido Paterno, Materno, Nombres)

(Apellido Paterno, Materno, Nombres)

Datos al nacer:

Peso (9): ILongitud (cm): Perimetro cefélico (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) PO2 FiO2 pH mas bajo
+ bajo + alto

Crisis convulsivas (si/no)

Uresis mas baja de un turno (mL/kg/h)
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N° de incubadora ’ ’ ’ ’ Grupo A B N° de expediente

Fecha
IV. Diagnésticos de egreso del estudio dd/mm/aa

1.

2.

V. Recibi6 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

Sepsis:

Sepsis grave:

Choque séptico:

Falla Respiratoria (necesidad de ventilador)

Falla Cardiovascular (Nombre de Aminas)

Estancia Hospitalaria

Tipo de cirugia

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

Sangrado durante cirugia (mL) Tansfusién durante cirugia




N° de incubadora
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Grupo A B

N° de expedient

VIl. Complicaciones post-cirugia (dentro de los 30 dias post-cirugia en UCIN): Re-intubacidn, neumoniz

operacioén, enterocolitis, ileo, reflujo gastro-esofagico, hemorragia cerebral y mortalidad.

10.

11.

12.

VIII. Estado nutricio al ingreso del estudio

Dia

N°

Fecha

dd/ mm/ aa

Peso

(8)

Longitud

(cm)

Perin
cefdli
(cm)

1

2

3

Al ingreso del estudio

Percentil peso/edad:

X =

X =

Percentil peso/talla: Ref. _

IX. Muestras de sangre

Fecha
dd/mm/aa

I
Hora Vol. (mL)
h‘min EDTA Heparina

Responsable de la

tomay procesam.

Observaciones

Basal

24 h post-cirugia

7 dias post-cirugia
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Nombre del nifio Exp.
Fecha

1. Su hijo tom6 formula?

2. cual?

3. marca

4. Qué cantidad y por cuanto tiempo

5. Le administraron medicamentos para la maduracién pulmonar antes de
nacer?

Silno___No__ (Silarespuesta es No pase a la pregunta 9)

6. Cual?

7. Cuéantas ampolletas?
8. Cuantas semanas de gestacion tenia el

bebé?

9. Continde sélo si la madre produce leche y la consume el neonato
10. ¢Consume pescado? (silaresp. es NO pase a la pregunta 12)

11. Cuanto?

12. Cada cuando?

13. Toma suplemento (s) que contengan omega 3 como pharmathon matruelle,

MOM, etc?

14. Marca

15. Cuanto consume?

16. Cada cuando?
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Anexo 7. Gravedad del padecimiento: se estimé 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 puntuacion; la

puntuacion de cada variable se suma por lo que a mayor puntuacién, 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./Fio. < 0.3 28
pH sérico bajo 7.10 — 7.19 7
PH sérico bajo < 7.10 16
Crisis convulsivas 19
Uresis horaria 0.1 — 0.9 (mL/kg/h) 5

Uresis horaria < 0.1 (mL/kg/h) 18
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