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EFICACIA DE LA FIBRONECTINA COMO COADYUVANTE EN EL
TRATAMIENTO DE NINOS HiE’OFIBRONECTINEMICOS CON SEPSIS,
DESNUTRICION O TRAUMA SEVERQ

RESUMEN

ANTECEDENTES: Bl trauma v los procesos infeccisos severos son la primera causa de
morbimortalidad en nifios en México. La desnutricién tiene ain una muy alta prevalencia y la
infeccion es su primera causa de letalidad Las complicaciones de estos estados, sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica ¥ sepsis, pueden evolucionar a choque séptico (CS), falla
orgénica miltiple (FOM) y muerte. La deficiencia de fibronectina (FBN) se ha asociado a
alteraciones del sistema reticuloendotelial ¥ mayor mortalidad. La hipofibronectinemia se ha
reportado en varias patologias graves. La administracién terapéutica de fibronectina ha tenido
ventajas practicas (aumento en la sobrevida, incremento en la sfntesis protéica). No hay
suficientes estudios ¢clinicos controlados sobre el uso de FBN y no cubren sepsis y trauma en
nifios. OBIETIVO: Determinar la eficacia de la fibronectina como coadyuvante en el
tratamiento de nifios hipofibronectinémicos con sepsis, trauma o desnutricion grave.
MATERIAL Y METODOS: Ensayo clinico controlado, aleatorizado, doble ciego,
estratificado por diagnéstico, en pacientes pedidtricos. Criterios de inclusion: eded mayor a
28 dias, hipofibronectinemia (determinada por nefelometria) y diagndstico de sepsis, trauma
grave o desnutricién de tercer grado. Criterios de exclusién: estado de choque, FOM, otra
patologia crénica. Falla terapéutica (FT): diagndstice de CS, FOM y/o defuncién. Maniobra:
el grupo FBN recibié albimina humana + crioprecipitado en una relactén 1:3; el grupo
placebo recibio albiimina humana + solucion Hartmann (1.3); ambos a dosis de 4mi/k/dia, en
wna dosis, por 4 dias consecutivos y se les di6 seguimiento hasta la FT o alta. Analisis
estadistico: descriptivo de acuerdo a distribucién muestral; inferencial para determinar
diferencias en las variables primarias y secundarias entre grupos seglin distribucion muestral.
Se realizé analisis interim al completar el 50% de la muestra. Se realizé andlisis multivariado
y de Kaplan-Meier. El estudio fue aprobado por el Comité de ética del Instituto Nacional de
Pediafria. v se requirié consentimiento informado previo a inclusién. RESULTADOS: Se
presenta el andlisis interim (50% del tamafto muestral). Se incluyeron 35 pacientes, 57% nifias
y 43% nifios. La edad media fue de 28.7 = 36 meses en el grupo FBN y 21.9 + 264 en el
control. 5 pacientes ingresaron por tranma, 17 por sepsis y i3 por desnutricion. Las variables
de los pacientes al ingreso son similares entre gripos terapéuticos. Se registraron 6 pacientes
{17.14%} con FT; 1 caso (5.6%) en el grupo FBN, y 5 (29.4%) en ¢l grupo control (p=0.07,
RR 1.34, RM 7.08); aunque no se alcanza diferencia estocastica entre los grupos, se observa
diferencia de 23.8% en la probabilidad de FT, con reduccién del riesge relativo, clinicamente
significativa, de 81% en el grupo FBN. En los 6 pacientes hubo 12 eventos: 3 defunciones
(mortalidad global, 8.57%), 4 de CS (11.43% del total de pacientes) y 5 de FOM (14.28%).
El riesgo en el grupo control es 2.26 veces mayor para defuncion, 3.64 veces mayor para CS
y 523 para FOM. 4 (66.7%) de las 6 FT se presentaron en el grupo de desnutricion y 2
(33.3%) en sepsis; no hubo FT en trauma. Por regresién logistica se predice 94.3% de estos
eventos, p= 0.0003. Se encuentra diferencia significativa entre grupoes en el analisis de
sobrevida (p=0.05). La diferencia incrementa al subdividic por nivel de FBN al ingreso
(p=0.01) ¥ género (p=0.02). E! riesgo de FT para pacientes masculinos fue 9.5 veces mayor.
CONCLUSIONES: Acorde a estos resuliados parciales, la  incidencia de
hipofibronectipiemia en sepsis, trauma severo y desnufricidn es aita. El uso de FBN mediante
crioprecipitados disminuye la FT, principalmente FOM (reduccion del 76.2%), e incrementa
1z sobrevida. Un nivel de FBN <80mcg/ml incrementa el riesgo de falla (RM 15.71). El
género masculing es un factor prondstico después del periodo neonatal. La poblacién de
mayor riesgo fue la de pacientes masculinos, con desnutricién y/o sepsis, con concentraciones
plasmaticas de FBN <80mcg/ml al ingreso y se propone que en ellos, la aplicacién de FBN
como adyuvante terapéutico puede ser eficaz.
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EFICACY OF FIBRONECTIN AS COADYUVANT IN THE TREATMENT OF
HIPOFIBRONECTINEMIC CHILDREN WITH SEVERE SEPSIS, MALNUTRITION
OR TRAUMA.

ABSTRACT

BACKGROUND: Trauma and infectious diseases are the first cause of morbidity and
mortafity in cluldhood in Mexico. Malnutrition still has very high prevalence rates and
infection remains its main cause of morbimortality. Their complications, sepsis and systemic
inflammatory response syndrome (SIRS) can develop into septic shock (§S), multiple organ-
system failure (MOSF) and death. Fibronectin (FBN) deficiency has been associated with
alterations of the reticuloendothelial system and higher mortality rates. Hypofibronectinemia
has been reported in several severe conditions. Therapeutic administration of FBN has had
practical advantages (prolonging cuntulative survival, increasing protein synthesis). There are
not enough controlled clinical trials on the use of FBN and they do not cover sepsis and
trauma in childhood. OBJECTIVES: To determine the efficacy of an adjuvant treatment with
FBN in hypofibronectinemic patients with severe trauma, sepsis or majnputrition. METHODS:
Double-blind, randomized, controlled clinical trial, in pediatric patients admitted to the
National Institute of Pediatrics. Entry criteria: patients 28 days io 13 years old,
hypofibronectinemia (by nephelometry} and diagnosis of severe trauma, malnutrition or
sepsis. Exclusion criteria: shock, MOSF, or chronic disezse. Treatment failure (TF) was
defined as the presence of MOSF, S5, and/or death. We stratified according to diagnosis.
Maneuver: FBN group received human albumin and cryoprecipitate in a 1:3 ratio; the control
group, human albumin and Hartman solution (1:3). Both groups received a daily 4ml/k/d
dose, for 4 consecutive days and were followed until treatment failure or discharge. Statistical
analysis: descriptive amalysis according to sample distribution; inferential analysis to
determine significative differences in the primary and secondary variables. We performed
interim analysis at 50% of the calculated sample size. Kaplan-Meier survival analysis and
multivariate analysis were done. The study was approved by the Ethics Committee of the
National Institute of Pediatrics. Written informed consent was required prior to inclusion

RESULTS: We present the interim analysis (50% of the sample size). We've included 35
patients, 57% girls and 43% boys. Mean age was 28.7£36 mounths for the FBN group, and
21.9:26.4 for the control group. 5 patients had trauma, 17 sepsis and 13 malnourishment.
Patient variables upon admission were similar for both groups. We registered ¢ cases
(17.14%) of TF; 1 (5.6%) in the FBN group and 5 (29.4%) in the control group (p=0.07, RR
1.34, OR 7.08); although this difference is not stocastically significant, we found a 23.8%
difference in the probability of TF, with a clinically important risk reduction of 21% for the
FBN group. There were 12 primary events inl the 6 TF: 3 deaths (global mortality, 8.57%), 4
events of 53 (11.43% of the total group) and 5 of MOSF (14.28%). The OR for the control
group was 2.26:1 for death, 3.64 for 85 and 5.23 for MOSF. 4 (66.7%) of the TF were found
in the malnutrition strata and 2 (33.3%) in the sepsis strata; ther were no TF in the trauma
group. The logistic regression model predicts 94.3% of the TF, p= 0.0003. We found
difference between groups in the survival analysis (p=0.05). This difference increases when
dividing treatment groups by FBN level upon admission {p=0.01) or by gender (p=0.02). The
OR for TF in male patients was 9.5. CONCLUSIONS: According to the preliminary results
described, incidence of hypofibronectinemia in sepsis, severe malnutrition or trauma is high.
FBN administration through cryoprecipitates reduces the risk for TF, mainly MOSF (risk
reduction of 76.2%), and imcreases cumulative survival. Plasma FBN concentrations of
<80mcg/ml upon admission increases TF risk (OR 15.71). Male gender is a negative
prognostic factor beyond the neonatal period. The highest risk group por TF was that of male,
malnourished or septic patients with FBN concentrations upon admission of <80meg/ml. We
suggest FBN use as treatment coadyuvant in this group of patients may be effective.

Eftcacia de la fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de mifios hipofibronectmémicos
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CAPITULO I;: MARCO TEORICO

INTRODUCCION

Las patologias infecciosas y trauméticas en el paciente pedidtrico constituyen la
primera causa de morbimortalidad en este grupo etareo; habitualimente surgen en nifios
previamente sanos y con potencial de recuperabilidad ad integrum en un porcentaje
considerable. En e! Instituto Nacional de Pediatrfa, a pesar de tratarse de un centro de
atencién de tercer nivel {referencia y concentracidn de patologfas de subespecialidad
pedidtrica), las enfermedades infecciosas y los accidentes y violencias constituyen la primera
causa de atencién en el servicio de urgencias, superando el 50% de la consulta. Los
traumatismos graves per sé y los procesos infecciosos severos constituyeron el 41% de la
consulta de prehospitalizacion de 1996 a 1998 (115 y 9355 casos respectivamente). (Archivos
departamento de urgencias, Institute Nacional de Pediatria). De estas patologias cabe sefialar
gue en ¢l paciente pedidtrico:

» Los procesos infecciosos primarios y secundarios son la primera causa de muerte en los
primeros 5 afios de Ia vida y la segunda en afios posteriores.

« Fl trauma, principalmente craneoencefilico, puede verse directamente asociado a
alteracionss en la Tespuesta inmune celular, con anergia, linfopenia y disfuncién de
linfocitos T, (probablemente secundario a factores plasméticos inmunosupresores)'. Asi
mismo, conforme se controlan las causas inmediatas de mortalidad (lesion tisular grave,
choque hemorrdgico) y se incrementa la sobrevida, se evidencian cada vez mds las
complicaciones mediatas y tardias (dafio secundaric), donde juega un papel central ia
sobreinfeccion, la respuesia inflamatoria sistémica (RIS) y la sepsis, con el desarrollo
potencial de falla organica miltiple y muerte.

Por otro lado, Iz desnutricién en la infancia continGa siendo una enfermedad con tasas de

prevalencia muy altas (atin a pesar de un importante subregistro), y en la cuat la primera causa

de morbimortalidad es la infecciosa.
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En este contexto surge la necesidad de minimizar las complicaciones de estas
entidades, inicialmente con el estudio de los procesos de respuesta inflamatoria sistémica
(RIS) vy sepsis, v con ta caracterizacidn de los fendmenos bioquimicos, fisiopatolégicos y
clinicos que los acomparian:

+ Las manifestaciones clinicas del sindrome de respuesta inflamateria {(SRIS), secundario a
sepsis 0 no, no son sensibles ni especificas v su magnited no guarda una relacion
predictiva. La sepsis constituye la constelacién de cambios bioldgicos que ocurren comoe
respuesta sistémica a un evento infeccioso; describe un espectro continuo en la gravedad
de la enfermedad, que va desde manifestaciones sutiles e inespecificas hasta-el chogue
séptico, con falla organica miltiple y finalmente muerte.

+ La falla orgénica miiltiple (FOM) tiene vn comportamiento diferente en los nifios y los
adultos; en los primeros, se reportan frecuencias de 27% de falla de 2 0 més drganos en
pacientes criticos, en su vasta mayoria se reporta en las primeras 48 horas de estancia en

las unidades de terapia intensiva y con una mortalidad de 50-55%%%¢

, que frecuentemente
ocurre en los primeros 7 dias del diagnéstico y correlaciena estrechamente con el niimero
total de 6rganos afectados y los afectados simultineamente, (mientras que la mortalidad
total en adultos es mayor, correlaciona con Iz edad del paciente y la duracién de fa falla
organica > y donde el ntimero de érganos en falla simultinea suele ser menor). Ademas,
en el paciente pedidtrico la presencia ¢ no de sepsis con FOM no parece modificar
significativamente el riesgo de mortalidad,*® contrario a lo que sucede en adultos. Llama
la atencién en el paciente con falla orgdnica multiple, que ésta se presenta en forma muy
temprana posterior al evento desencadenante (menos de 72 horas) y que generalmente es
breve el intervalo entre el diagnéstico de FOM y la muerte (menos de 7 dias); lo anterior
sugeriria que la muerte es mds probablemente resultado del proceso inflamatorio generado

inicialmente que consecuencia de complicaciones del mismo o del manejo invasivo propio

de una terapia intensiva de sostén.

Un tema que frecuentemente ha surgido en los estudios clinicos de sepsis es el
razonable supuesto de un estado de falla significativa en las defensas del huésped, previo y
concomitante a la identificacién clinica del sindrome. Se ha descrito en diferentes estudios Ia
deplecién aguda de proteinas plasmaticas durante los eventos de respuesta al trauma o
respuesta inflamatoria sistémica; dentro de este complejo de proteinas se encuentran C3 y C4,

inhibidores del complemento, alfa I antitripsina ¥ la fibronectina (FEN).

Eficacia de Iz fibronectina como coadyuvante en ¢l tratamiento de nifios hipofibronectinémicos
con sepsis, desnutdadn o trauma sevezo
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La fibronectina es uaa glucoproteina con un peso meolecular de ~440KDa, compuesta
de dos dimeros casi idénticos unidos por puentes disulfuro. Cada dimero o subunidad esta
constituida por ~2,300 amino4cidos y 5% de hidratos de carbono, e integrado por secuencias
homélogas de aminodcidos de repeticidn, denominadas I, II y III de ~45, 60 y 90
antinodcidos respectivamente. El gen de la FBN estd compuesto por més de 40 exones y 40

intrones. ™

1.a FBN se encuentra ampliamente distribuida en el organismo en 2 formas;

> Soluble, que se encuentra en el plasma, lquido cefalomraquideo, sinovial, amnictico,
seminal, saliva v exudado inflamatorio. Muchas células sintetizan y secretan fibronectina, sin
embargo la mayoria de la FBN circulante es producida por los hepatocitos y células
endotebiales.” )

» La forma insoluble es un componente de estructuras fibrilares extracelulares
{constiteye un componente principal de la matriz extracelular) y de las membranas basales de
todos los tejidos, con ia probable excepcién del sistema nervioso; cumple funciones

importantes de remedelacion durante la embriogénesis y la cicatrizacién.’

La concentracién plasmatica en adultos varia de 300 2 600 meg/ml, siendo mayor en
el hombre (400 meg/ml} que en la mujer (300 mcg/ml). En los recién nacidos de término y
nifios mayores se han registrado medias de 202 y 273 meg/ml respectivamente, sin diferencia
entre géneros. Las concentraciones en nifies menores de un afio han sido significativamaente
menores que las de los mayores de un afio de edad. En el recién nacido prematuro los niveles
son muy inferiores y se encuentran en comelacién directa con la edad gestacional . Las
concentraciones séricas son de un 35-40% més bajas que las plasmaticas debido & 1a union de

la FBN a la fibrina durante la formacion del codgulo’®.

Se considera una fibroproteina mediadora opsénica que permite la depuracién de
particulas de desecho por el sistema reticuloendotelial, con funciones de activacion de células
T, incremento en la actividad de macrdfagos, en la adhesividad de noutrdfilos y en la
interaccién entre fagocitos y bacterias opsonizadas con anticuerpos, con la finalidad de
facilitar la destruccién de las mismas. Se ha observado que inhibe la unién de Escherichia
Coli a diversas células epitelizles y promueve indirectamente la fagocitosis al alterar la

afinidad, ndmero o distribucién de los receptores para complemento, especificamente C3b,

Eficaca de Ia fibronectina como coadyuvaate en e tratamiento de nifios hipofibronectinémicos
con sepsis, desnutricidn o trauma severo
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C3biy Clq sobre la superficie de los fagocitos. Ademds, juega un papel en la integridad de

la pared vascular, 5

Se ha reportado hipofibronectinemia en condiciones de enfermedad grave, como
trauma, septicernia, falla orgénica multiple, coagulacién intravascular diseminada, leucemia

aguda, o desnutricin, 1% 1519

La hipofibronectinemia se considera parte de la deplecion de proteinas de fase aguda
en paciemtes sépticos o con endotoxemia'®, condicionando esto un estado de
“hipoopsoninemia”. El mecanismo de deplecién en pacientes desnulridos es desconocido,
aungue se ha postutado que puede ser secundario a una reduccion en la sintesis més que & un
incremento en su destruccién.'” En sujetos normales, la FBN se sintetiza a una velocidad de
0.7 mg/hr (0.61-0.87) y es rdpidamente catabofizada, con una vida media de 25 horas,
(velocidad de sintesis en los pacientes ¢riticamente enfermos se ve marcadamente disminuida,
mientras que el catabolismo no parece ser importantemente modificado). La deficiencia de
FBN es un evento probablemente multifactorial y ha sido diffeil producir un patrén similar en
modelos animales que permita su estudio'®, lo que consideramos de importancia ya que se le
ha asociade con alteraciones del sistema reticuloendotelial, y con elevadas tasas de
wmortalidad ¥, Otros estudios en poblacién adulta y pedidtrica (principalmente neonatal)

han deferminado que valores bajos de fibronectina correlacionan con mal prondstico.

En relacion a otros factores, la sepsis estd considerada un sindrome de exceso de
mediadores, donde el dafio microvascular tisular estd muy probazblemente relacionade a
concentraciones excesivas de citocinas mediadores de inflamacién (p.e. factor de necrosis
tumoral (TNF), interfeucinas, factor activador de plaquetas, etc.). Estudios previos' han
demostrado niveles altos de interleucinas y TNF en pacientes con sepsis en comparacién con

controles sanos.

El TNF es una glicoproteinz producida por células mononucleares posterior a la
exposicion a lipopolisacéridos y regulado por AMPc™*'. Entre sus funciones se encuentra ef
promover Ia marginacion de neutrofilos, desencadenar las actividades antimicrobiales de
monocitos, macréfagos, neutréfilos y eosindfilos; incrementa el catabolismo muscuiar para
proporcionar aminedcidos precursores de gluconeogénesis y sustrato para la incrementada

sintesis de proteinas viscerales; inerementa la proliferacién vascular en sitios de lesidn, la

Eficaciz de la fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de nifios hipofibronectinémicos
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actividad osteocldstica y la sintesis de coligena; induce la respuesta inespecifica de fase
aguda®, y ha sido repetidamente implicado come una citocina proinflamatotia, central en ¢l
desarrollo del choque séptico, desencadenando una respuesta sistémica caracterizada por
cambios en la termorregulacién, resistencia y permeabilidad vascular (con hipotensién y
vasodilatacidn de dificif manejo), funcién cardiaca (con depresién miocardica), alteraciones
en la funcidén de médula dsea y en la actividad de enzimas clave. Asi mismo, el TNF, junto
con la IL-1, desencadema la produccién de moltiples citocinas con funciones mis
especializadas, la liberacién de otros mediadores y el inicio de las cascadas de cininas,

coagulacién v complemento™,

La IL-6 es un péptido producido por macréfagos, fibroblastos, células epiteliales y
queratinocitos. Inhibe, s6lo y en combinacién con el TNF e IL-1, la produccién hepatica de
albtmina, induce la produccién de protefnas de fase aguda (alfa 1 antitripsina, alfa 2
macroglobulina, proteina C reactiva, fibrinbgeno, transferrina, ceruloplasmina, inhibidores de
complemento, etc.) en hepatocitos y actiia como factor de crecimiento de linfocitos B y T
. puede cansar disfuncion de célutas endoteliales v disminuye la produccién endotelial de
prostaciclinas®™ %, Su produccién, relacionada con la expresion de moléculas funcionales
especificas en leucocitos de sangre periférica, es estimulada entre otros por endotelina !
{mediada por calcio)™® en respuesta a dafio endotelial, isquemia o exposicién a endotoxinas™
* ¢sta toma varias horas y mantiene posteriormente, a diferencia del TNF e IL-I,
concentraciones plasmiticas estables™, lo que permite refljar mejor el ambiente
autocrino/paracrine de efecto de las citocinas™. Los niveles de IL-6 han demostrado ademés
correlacion con puntuaciones de valoracion fisiopatolégicas (APACHE II)" y comelacién
directamente proporcional con la tasa de mortalidad®’. A pesar de la correlacién entre
citocinas, varfos estudios™ ™ han sugerido que las vias de produccién de IL-6 y TNF/IL-1 son

diferentes.

Eficacia de [a fibronectina como coadyuvante en el tratarniento de nifios hipofibronectinémicos
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ANTECEDENTES

Existen esfudios clinicos del uso de FBN como tratamiento coadyuvante en

diferentes patologiast!-!316-1842-43)

principalmente pacientes adultos con sepsis y/o falla
orginica; la mayoria de estos estudios fiteron no controlados, v presentan resuftados variables
¥ contradictorios. En varios estudios la administracion terapéutica de FBN, ha tenido ventajas
practicas como prolongar la sobrevida acumulativa en pacientes con septicemia, mcrementar

Ia sintesis de proteinas y la sobrevida de pacientes desnutridos ",

Entre Ios estudios realizados en pacientes pediatricos, destaca el de Sandberg” y
colaboradores quienes estudian 72 nifios de 27 x 14 meses de edad (rango de 8 -72 meses),
con desnutricion severa y deficiencia de fibronectina, definida como niveles séricos <i00mg/1
independientemente de la edad. En este estudio se compararon los efectos de la aplicacion de
un esquema e 4 dias de fibronectina en 4 grupos de pacientes (3 grupos experimentales con
dosis diferentes de FBN en ¢ada uno vs grupo control). Ademds de los efectos sobre proteinas
(mayor incremento en albtimina, prealblumnina, transferrina, a2macroglobulina y fibronectina),
se observé una supervivencia de 87% en pacientes tratados con fibronectina vs un 56% en el
grupe control {p=0.004). No se observé diferencia significativa en resultados al ircrementar
las dosis de fibronectina, por lo que se sugiere la menor (7.5 mg/k/d), ¥ no se reportaron

efectos adversos asociados al tratamiento.

Estudios previos han utilizado los crioprecipitados como fuente de FBN con
diferentes resultados, sin demostrar modificaciones en hemodinamia, metabolisme de O,
funcién renal o pulmonar®. Dados los antecedentes de uso de crioprecipitados como fuente
terapéutica de FBN (verificando el incremento plasmético de los niveles de la misma)™' asi
como Iz dificultad para su aislamiento y purificacién, y con el objetivo de determmar el tipo
de hemoderivado con las concentraciones mds alias de esta fibroproteina, se realizd un
estudio prolectivo en el Banco de Sangre del Instituto Nacional de Pediatrfa determinando la
concentracién de FBN por nefelometria en sangre fresca total, plasma fresco congelado y
crioprecipitado. Las concentraciones en meg/mt (x + DS) fueron 483 £ 230, 111 + 74, y
2107 + 682 respectivamente {p <0.001). Adicionalmente se encontré que el tiempo de

almacenamiento reduce las concentraciones de FBN en las unidades sanguineas (fig. 1)*.

Eficaciz de Ia fibronectina como coadyuvante en el tretamiento de nifios hipofibronecanémicos
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FIGURA 1. CONCENTRACION DE FIBRONECTINA EN HEMODERIVADOS ACORDE A
TIEMPQ DE ALMACENAMIENTQ.#
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En un segundo estudio prolectivo“, se determiné la concentracién de FBN en 95
nifios sanos secuenciales, clasificandola por género y grupo de edad y se comelacioné con los
niveles de albimina plasmatica. La FBN plasmética en meg/ml, tuvo una distribucién de
normalidad, con alta variabilidad, repertandose valores en el total de la poblacion de 273 +
98 meg/m), cifras significativamente menores a las reportadas en los adultos (p <0.01). Los
valores de FBN por grupo de edad se describen en la tabla 1; en nifios menores de 6 meses de
edad se gbservaron cifras 28% menores, con media en 202 + 57 meg/ml lo cual es
significativamente inferior al resto de las edades pediétricas (p <0.01). La reduccién
encontrada, consistentes con los informes de otras poblaciones, no puede ser atribuible a
ninguna condicion conocida que hubiese modificado la sintesis o el metabolismo de esta
glucoproteina. La correlacién entre albimina y FBN fue baja (r de Pearson =0.23, con £2 de

0.05).
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TABLA 1. CONCENTRACION DE FIBRONECTINA SEGUN EDAD EN PACIENTES
PEDIATRICOS."

EDAD n | CONCENTRACION SERICA DE INTERVALO DE
{meses) FIBRONECTINA (mcg/ml) CONFIANZA 95%
1-6 10 202 +57 161 —243
7-12 13 216+ 92 160272
13-36 | 46 296 + 108 264 —328
3760 | 21 283+ 73 250-316
>60 5 273 + 53 207 - 339

*ICos% = X% Ytcy, v=n1)(EEM).

Los niveles de FBN reportados fueron similares en hombres y mujeres (x +DS) 273
+ 90 vs 268 + 106 meg/mi, a diferencia de lo reportado en adultos, donde las concentraciones
significativamente mas altas en hombres en comparacidn a las mujeres adultes,

probablemente sean efecto de hormonas endrogénicas.

La mayoria de los estudios clinicos del uso de FBN como tratamiento coadyuvante
fueron ro controlados y, aunque varios de ellos presentan un potencial beneficio para los
pacientes, como s¢ menciond previamente, el global de la literatwra hasta el wmomento
presenta resultados variables y contradictorios. Todo lo anterior hace necesario el desarrollo
de ensayos clinicos controlados que permitan determinar la eficacia de este tratamiento. En el
contexto del paciente con falla orgénica multiple, parece que el tiempo de presentacion no es
el suficiente para permitir una terapéutica efectiva, por lo que se deben dirigir esfuerzos a
terapias de “rescate” instituidas tan fempranamente como sea posible, drea donde se ha
sugerido pudiera tener efecto benéfico la administracién de FBN. En relacién a sepsis, se ha
reportado que los pacientes con choque séptico son los mds susceptibles a responder a

inmunoterapia.*®

La importancia relativa de estados comérbidos pre o coexistentes para el desarrollo
de la sepsis, aunque aparente en impacto, no ha sido bien descrita. En este trabajo se valorara
en una primera etapa la eficacia de fibronectina como coadyuvante terapéutico en pacientes
sin patologia crénica de base y acorde a resultados, la posibilidad de Ilevarlo a otros grupos
con estados comérbidos. La mayoria de los ensayos clinicos utilizan la mortalidad como su

variable primaria del estudio. En este estudio se agregan como variables de respuesta eventos

Eficacia de la fibronectina como coadyuvante en el tratamuento de nifios upofibronectinémicos
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intermedios: choque séptico y falla organica maltiple, con el objetive de reducir fa baja
especificidad, ya que [a muerte puede estar determinada por estados coexistentes, y existen
sesgos de interpretacién en “mortalidad atribuible a sepsis”. Esta conducta ademds ha sido
apoyada para la discriminacion de pacientes, en consenso de discusiones para la realizacion

de ensayos clinicos controlados de inmunoterapia en sepsis®.

JUSTIFICACION

La sepsis y el ¢hoque séptico representan la causa mds comiin de morbimortalidad en
las unidades de terapia intensiva. En pacientes pedidtricos, estos eventos, asi como ¢l
desarrollo consecuente de falia organica miltiple, se observan frecuentemente asociados a
problemas de desnutricién y de inmunodepresién secundaria. Por ofre lado, €l trauma y sus
multiples interacciones representan en la actualidad la primera causa de muerte en las
primeras cuatro décadas de la vida. Estas patologias condicionan consecuencias a diversos
niveles (biolégico, social, econdmice) y en una importante proporcién de pacientes
previamente sanos ¥ con potencial de recuperabilidad ad integrum considerable. Es necesario
evaluar el impacto de medidas terapéuticas implementadas para disminuir la morbimortalidad
asociadas a estas entidades, y en las cuales se ha propuesto un papel patogénico a la presencia
de hipofibronectinemia. Es necesario evalvar ¢l impacto de la administracién de fibronectina,
orientada a corregir el papel fisiopatogénico de su deficiencia incluyendo el estado de
hipoopsoninemia, asf como los posibles efectos adversos.

Con estos fines se justifica la evaluacién controlada de la administracion de FBN
como coadyuvante terapéutico en pacientes con hipofibronectinemia asociada a septicemia,

desnutricién y trauma grave para evalvar.

Eficacia de la fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de ntiios hipofibronectinémicos
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OBJETIVOS

Ohjetivo general: Determinar la eficacia de 1a fibronectina como adyuvante en el
tratamiento de nifios hipofibronectinémicos con septicemia, frauma grave o desnutricién.
Objetivos especificos:

1.1.- Determinar el impacto de la administracién de fibronectina en la mortalidad de nifios
hipofibronectinémicos con desnutricion, septicemia o trauma grave.

1.2.- Determinar el impacto de la administracién de fibronectina en la frecuencia de episodios
de choque y/o falla orgénica multiple en los grupos estudiados.

Objetivos secundarios

2.1.- Determinar Ia correlacién entre los niveles plasméticos de fibronectina y los de

interleucina 6 v factor de necrosis tumoral.

HIPOTESIS ALTERNATIVAS
Primarias.
Hi. Lz administracion de fibronectina reduce la mortalidad en pacientes

hipofibronectinémicos con sepsis, desnutricién o trauma grave,

H2. La administracién de fibronectina en pacientes hipofibronectinémicos con sepsis,
desnutricién o trauma grave reduce el niimero de eventos de chogue séptico.

H3. La administracidn de fibronectina en pacientes hipofibronectinémicos con sepsis,
desnutricién o trauma grave reduce el mimero de episodios de falla orgénica maltiple.
Secundarias.

H4. Los niveles plasméaticos de fibronectina guardan una correlacién directa negativa con los

niveles de interleucina 6 y factor de necrosis tumoral.

HIPOTESIS NULAS

Hi. La administracion de fibronectina no modifica la mortalidad en pacientes
hipofibronectinémicos con sepsis, desnufricion o trauma grave.

H2. La administracién de fibronectina en pacientes hipofibronectinémicos con septicemia,
desnulricién ¢ trauma grave no modifica el mimero de episodios de chogue séptico.

H3. La administracién de fibronectina en pacientes hipofibronectinémicos con septicemia,

desnutricion o trauma grave no modifica el niimero de episodios de falia orgdnica muitipie.

Eficacia de la ibronectina como coadyuvante en ef teatamiento de wifios hipofibronectinémicos
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CAPITULO If: MATERIAL ¥ METODOS

2.0.- DISENO DEL ESTUDIO
Se realizé un estudio comparativo, experimentai, longitudinal, prolectivo como ensayo clinico

controlado, aleatorizade, doble ciego.

2.1.- POBLACION ELEGIBLE
Pacientes pedidtricos mayores de 28 dias de edad, de ambos géneros, que ingresaron al
Institute Nacional de Pediatria con diagndsticos de sepsis, trauma severo o desnutricion

grave, sin otra patologfa crénica o de base.
2.2.- CRITERIOS DE INCLUSION

2.2.1.- Edad mavyor a 28 dias de vida.

2.2.2.- Hipofibroneetinemia: Se definié hipofibronectinemia por grupo de edad y acorde al

primer cuartil de distribucién de los resultados del estudio preliminar descrita™:

Tabla 2. Valores de cote para definicion de hipofibronectinemia por edad

EDAD FIBRONECTINA (meg/ml) | CUARTIL I*
1-6 meses 202 + 57 136.5
7-12 meses 216 +92 110.2
13-36 meses 296 + 108 171.8
37-60 meses 283+73 199
>60 meses 273 +53 212

* QI=( Z (DS}~ X ) donde Z de probebilidad de 2 colas 0.25 = 1.15
** Se considera que la curva de valores de concentracion sérica de fibronectina s ascendente hasta
ilegar a los valores del adulto y que los valores obtenidos en este estudio para ¢l grupo de edad de

7-12 meses es bajo debido a una dispersién alta, por lo que se ajusta el valor de corte

2.2.3.- Diagnéstico de trauma severo, sepsis, ¢ desnutricién severa; Criterios clinicos

A- TRAUMA SEVERQ; Pacientes con lesidn traumdtica de menos de 7 dias de evolucién y

score de trauma peditrico de Tepas™ <5 puntos:
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Tabla 3. Score de Trauma de Tepas™

PARAMETRO PUNTAIE
Peso (kg.) <10 -1
10-20 +1
>20 +2
Via aérea Intubado -1
Cénula orofaringea +1
Normal +2
Presion arterial (mmHg <30 -1
50-%0 +1
>90 +2
Nivel de consciencia Comatose -1
Obnubilado +1
Alerta +2
Heridas Severas, expuestas o miltiples -1
Leves +1
Ninguna +2
Fracturas Severas, expuestas o miltiples -1
Leves +1
Ninguna +2

12

De acuerdo a ia puntuacién del Score de Tepas €l grado de severidad de trauma es leve, con 9 a 12
puntos, moderado, con 5 a 8 puatos, o severo, con 4 6 mMenos puntos.

B.- SINDROME DE SEPSIS: definido con 2 o mas de los siguientes criterios mas

hemocultive positive ¢ infeccién clinica localizada en uno o varios 6rganos. (cniterios

modificados para pacientes peditricos™”)

1)  hipertermia: temperatura rectal o central superior a 38.3°C o hipotermia:

determinacién menor a 36°C en toma rectal.

2)  Leucopenia {cuenta leucocitaria <5000/mm3), lemcocitosis (cwenta leucocitaria

superior al [imite para edad, -ver tabla 3-) o cuenta de bandas >10%

Tabla 4. Valores que definen leucociiosis per grupo de edad. Cifras mayores a

EDAD LEUCOCITOS (mnr)
1-12 meses 15,000
2-4 afios 12,000
6-16 afios 10,000

3) ataque al estado general, apatfa, hiporexia.

4) taquicardia (frecuencia cardiaca por arriba de percentil 95 para la edad)

5) hiperventilacién (evidenciada por una frecuencia respiratoria por arriba de percentil 95

para la edad o por una
6) PaCO, <30mmHg)

7) trombocitopenia, con cuentas plaquetarias <100,000 plaquetas por mn’

Eficacia de fa fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de nifios hipofibronectmémicos
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C.- DESNUTRICION SEVERA: Paciente con desnutricién tipo marasmética con un déficit
en valores Z < -2 de la relacién pesoftalla segin las tablas de la NCHS" o desnutricién tipo

kwashiorkor, con signos clinicos de desnutricién y edema.
2.3.- CRITERIOS DE EXCLUSION

1.- Enfermedades crdnicas, terminales y/o congénitas

2.- Estado de chogue: Choque fué definide como Ia presencia de 3 o més de las siguientes

alteraciones (criterios modificados para pacientes pediatricos’)

- llenado capilar mayor a 4 segundos,

- extraccion tisular de oxfgeno (IEQ,) alterada (los valores normales de .26 a 0.3 en

ausencia de aninas),

- diferencia arterio-venosa (Da-vO.) alterada (valores normales: 3 a 5 vol. %),

- &cido lactico sérico >6 mmol/lt (6 > 15mg/dl)

- diferencial de pulso acortada (<20mmHg)

- oliguria (diuresis horaria <0.5mb/k/hr 6 <15m¥m2/hr)

* - alteracién del estado mental con respecto a su basal

- hipoxemia sin evidencia de enfermedad puimonar

- Pa0y/Fi0, <250

- hipotensién arterial significativa (reduccién de tensién arterial media por debajo de la
percentila 3 para edad y sexo, -tabla 5-), o reduccidén de >30% de la basal en ausencia de

otras causas de hipotension y a pesar de adecuada restitucion de volemia.

Tabla 5. Percentil 5 de tensidn arterial sistdlica y diastdlica (en mm Hg), por edad, empleado
ara diagnéstico de_hipotensidn significativa

Edad Sistolica | Diastolica Edad Sistélica Diastélica
1-6 m 43 14 6-7afios 70 40
6-12m 31 238 7-8afios 72 40
lafio 36 16 8-%afios 73 38
2atios 49 14 9-10afios 75 38
3 afios 50 21 10-1lafios 77 38
4afios 54 25 11-13afios 77 39
5-6afios 66 37 13-14aiios 80 40

3.- Fallz organica multiple (FOM): Se defini6 como FOM a la presencia de disfuncién de 2 o
més Srganos o sistemas bajo los siguientes criterios (modificados de Wilkinson)™*:
Falla respiratoria:
FR >90 por minuto en <lafio ¢ >70 por minuto en >1afio
Pa02 <40mmilg, en ausencia de cardiopatfa congénita ciandgena

Eficacia de la Sbronectina como coadyuvante en el tratamiento de nifios hipofibronectinémicos
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PaCO2 > 65mmHg
PaQ2/Fi02 <250 en ausencia de cardiopatia congénita cianégena
Ventilacién mecénica (>24hrs en pacientes postquinirgicos)
Intubacion por insuficiencia respiratoria aguda u obstruccion de via aérea
Falla nearoldgica-
Escala de Glasgow <5
Pupilas con midriasis fija
Hipertension intracraneana (>20 Torr o que requiera intervencion terapéutica)
persistente (>20min)
Falla hepitica:
Bilirrubina sérica total > 5 mg/d]
Deshidrogenasa lictica 6 TGO > 2 veces ¢l normal en ausencia de hemdélisis
Encefalopatia grade II & >
Falla renal:
Creatining > 2mg/dl en ausencia de enfermedad renal preexistente
BUN > 100mg/dl en ausencia de enfermedad renal preexistente
Didlisis
Falia hematolégica:
Hemoglobina < 5g%
Leucocitos < 3000mm3
Plaquetas < 20,000mm3
Coagulacién intravascular diseminada (TP >20”, TPT »60” y mon6meros &
dimeros de Fibrina(+)}
Falla cardiovascular:
TAM < 40mmHg en <1 afio 6 < 50mmHg en >1afio
FC <50 0 >220 latidos pot minuto en <lafic ¢ <40 por minuto en >1afio
Asistolia (paro cardiaco)
Necesidad continua de aminas para soporte hemodindmico (para mantener
gasto cardiaco y/o TA).
PH <7.2 con PaCQ, normal
Falla gastrointestinal:
Sangrado de tubo digestivo que requiera transfusion >20mlkd

Eficacia de la fibronecting como ecadyuvante en e tratamiento de nifios hipofibronectinémicos
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2.4.- CRITERIOS DE ELIMINACION

1.- Que se documentara cualquiera de los criterios de exclusién en las primeras 12-24 hrs de
la inclusion en el estudio.

3.- Que por cualquier razén ne se completara la totatidad del esquema (4 dias) del tratamiento
experimental

Se eliminaron del estudio aquellos pacientes en los que, secundario a la evelucion de su
padecimiento, presentaron complicaciones o estados que obligaron a utilizar esquemas

terapéuticos diferentes de la maniobra especificada y/o del tratamiento estandarizado para

cada grupo.

2.5.- CALCULO DEL TAMANO MUESTRAL

Se utilizaron para el calculo del tamafio muestra los datos de mortalidad reportados por Dr.
Sandberg B quien estudia nifios de 27 + 14 meses (rango de 8 -72 meses), con desnutricion
severa e hipofibronectinemia. No existen reportes en la literatima acerca de estudios
pedidtricos relacionados con la administracién de FBN en pacientes hipofibronectinémicos
con trauma severo. En forma similar, no existen reportes actvalnente en la literatura sobre
pacientes pedigtricos con hipofibronectinemia y sepsis. Si bien se pueden referir los datos de
mortalidad del Dr. Lundsgaard ', quien estudioc pacientes con septicemia de origen
abdominal y deficiencia de fibroneciina, se considera que sus conclusiones son inadecuadas
para éste calculo, ya ¢ue utiliza una poblacién diferente (adultos), y con una muestra
insuficiente. Se consideré significativa la reduccion del 30% en la mortalidad en
comparacién con el grupo conirol, ua factor o (error tipo T) en 0.05 y un poder del 80%
(factor B (error tipo {I) en 0.2}, con lo que se requirieron 34 pacientes por grupo. Si se
adiciona un 20% de pérdidas 2l seguimiento se incluirfan 40 pacientes en cada grupo. No se
presenté ninguna pérdida. Se empled la formula para cdiculo de » basade en eswdio

comparativo de proporciones con los datos reportados por Sandberg:

n=2P0(Za+ ZpY Za=196 ZB—=0.84
AZ

Mortalidad para grupo control: 44%
Mortatidad para grupo experimental: 13%

A= % Megrupo 1 - % M grupo 2 =44%-13% =31% =031
P= %grupo 1+ %gmupo2 =44+13 =57 =285 =0.285
2 2 2
Q=1-P =1-0.285 =0.725 =0.725
1 =2PO(Zo+ZBY=2(0.285x 0.725)%(1.96+0.84)" n = 34
A? 0317
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2.6.- FLUJOGRAMA

INGRESO DE PACIENTES ELEGIBLES CON DIAGNOSTICO
DE SEPTICEMIA, TRAUMA
SEVERO Y DESNUTRICION SEVERA ELEGIBLES

DETERMINACION DE FIBRONECTINA

HIPOFIBRONECTINEMIA

|

INCLUSION AL ESTUDIO
CONSENTIMIENTO INFORMADO

ALEATORIZACION POR ESTRATO DIAGNOSTICO

GRUPO EXPERIMENTAL

Solucidn con crioprecipitado
y albtmina en relacién 3:1
4ml/k/d por 4 dias
Albimina 0.25g/k/d
Fibronectina

ESTUDIO
DOBLE
CIEGO

GRUPO CONTROL

Solucién de Hartman y
albiimina en relacion 3:1
4ml/k/d por 4 dias
Albumina 0.25g/k/d

NUMERO DE PACIENTES CON CHOQUE SEPTICO
NUMERO DE PACIENTES CON FALLA ORGANICA MULTIPLE
NUMERO DE DEFUNCIONES

Eficacia de Ia fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de nifies hipofibronectinémicas
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2.7.- CONSENTIMIENTO ESCRITG

Se solicité consentimiento por escrito de los padres, tutores o responsables de todos los
pacientes que cumplieron criterics de inclusién {Anexo 2, Forma de consentimiento
informado), como requisito indispensable para su inclusion en ef estudio. La solicitud fue

hecha por uno de los investigadores, previa informacién a fos tutores.

2.8.- ESTRATIFICACION, ALEATORIZACION, PREPARACION DE CEGADO

Se realizd estratificacion promdstica a pricri por diagndstico de ingreso (septicemia, trauma
severo o desnuiricidn}. En pacientes en quienes coexistieron dos de estos diagndsticos se
incluyeror en los estratos acorde al diagndstico causal o motive de hospitalizacién (los
pacientes que ingresaron con septicemia y presentaban desnutricién de tercer grade o grave se
incluyeron como desnutricién v con estratificacion en casos con y sin sepsis al andlisis).

Se prepararon tres listas maestras de aleatorizacién (uma para cada uno de los estratos
diagnésticos) para estudio de 2 grupos, utilizando técnica de bloques de longitud fijaen 4. La
secuencia de la lista de aleatorizacion fue seguida como grupo FBN {experimental) o grupo C
(control). Un quimice del Banco de Sangre ajeno al estudio prepard las soluciones FBN v C
sin conocer la lista de aleatorizacion.

La evaluacion clinjca fue efectuada sin conocer el grupo de tratamiento. Es un estudio doble
ciego; el aspecto de la solucién fibronectina + albimina (experimental =FBN), y el de la
albiimina + Hartman (grupo control = C) es similar y fue adminisirado por personal de

enfermeria ajeno al estudio. Se rompié el ciego al término del analisis de los resultados.

2.9.- VARIABLES DEL ESTUDIQ.

2.8.1.- Dafos generales
-Edad {en meses)

-Género

-Lugar de procedencia

-Ingreso familiar y porcentaje destinado a la alimentacién
-Escolaridad de los padres

-Disponibilidad de letrina y agua potable intradomiciliaria.

Y ¥V ¥V ¥V ¥V ¥V V¥V

-Alimentacién previa en caso de desnutricién, para evaluarla como primaria, secundaria o

mixta.

A

-Edad de ablactacién , alimentacién al seno materno

» -Ntimero de cuadros diarreicos en los iltimos 12 meses

Eficacia de Ia fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de mftos hipofibronectinémicos
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2.8.2.- Variables principales o de respuesta.

>
>

-Nimero de defunciones: se medird en porcentaje por grupo

-Nitmero de pacientes con choque séptico. Definido come ta presencia de 3 o mds de las
alteraciones descritas para estado de choque, en presencia de hemocultivo positivo o la
presencia de un foco infecciose ¢linico mas sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(sindrome de sepsis definido previamente de acuerde a criterios modificados para
pacientes pedidtricos’’, pagina 13); se medird en potcentaje por grupo.

-Nimero de pacientes con falla orgénica miltiple (de acuerdo a definicién operacional

descrita en pagina 12); se medird en porcentaje por grupo.

2.8.3.- Variables secundarigs.

>

-Escala de valoracion de riesgo de mortalidad pedidtrica® (PRISM) (Ver Anexo 1). La
evaluacion del score PRISM para predecir prondstico en pacientes pedidtricos en el
departamento de urgencias ha sido validada en estudio previo *.

Aunque [a escala de valoracién de PRISM agrupa sus resuliados en 5 grupos:

Grupo de riesgo % de mortalidad
I <1%
It 1-5%
Il 5-15%
v 15-30%
v >30%

no requiere la generacion de intervalos, ya que la puntuacion, al ser transformada a
porcentajes de riesgo de mortalidad, puede ser manejada como e¢scala dimensional
continua. Ademds, este valor permite controlar la variaciéon dada por edad y status
quirtrgico al incluir estos datos en su célculo.

El porcentaje de riesgo de mortalidad se calcula como:

% de mortalidad = exp (1)
1+ exp(r)

donde: r=(0.207*puntaje PRISM)}{0.005*edad en meses)-(0.433 *status quinirgico)}-4.782

donde el status quirirgico: No quirirgico = 0, Postquinirgico = 1

Estudios previos han validado la corelacién de esta escals de valoracién con el
tiesgo de mottalidad por FOMS,

»

-Signos vitales, Somatometria: peso (gr.), talla (cm), Z score (unidades Z) de la relacién
pesoftalla v talla/edad

-Tiempo de evolucién de la fiebre y tiempo de evolucion del trauma

-Examenes de Laboratorio: Hematocrito, grupo v Rh, estudio bioquimico (glucosa, BUN,
creatinina, alblimina, transaminasa glutdmico oxaloacética (TGOQ), transaminasa
glutAmico pirdvica (TGP)), fibrinégeno, complemento (Cy, C,), fibronectina plasmatica,

mterleucina 6, factor de necrosis tumoral, gasometria, saturacion de oxigeno

Eficacia de la fibronectina como coadyuvante en el tratamicnto de miios hipofibronectmémicos
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franscutdnea. {Basales v dia 5). Cultivo de sangre, heces, orina, faringe, y cultivo
factible de sitio de infeccién identificado.
(Los siguientes estudios se valoraron acorde a su requerimiento para valoracién de escala de
PRISM y/o valoracién de criterios de sepsis, choque: cuenta leucociiaria, plaquetas,

coagulograma, potasio sérico, calcio, bilirrubina total, DHL).

2.10. - TRATAMIENTO EXPERIMENTAL (MANIOBRA)

La solucién contrel se preparé con sohicién Hartman y albiimina humana 25% a razén de 3:1.
La solucidn experimental se preparé con crioprecipitado y albimina al 25% a razén de 3:1.
La maniobra s¢ administré en una dosis cada 24 horas, por 4 dias consecutivos, a razén de 4
mlfkg./dfa en infusién para 30 minutos. Se considerd como dosis tope la correspondiente a
133ml/d (dosis para 33kg), que equivale en el grupo experimental a la administracién diaria
de 10 unidades/dia de crioprecipitado, dosis utilizada en estudios previos de adultos con
hipofibronectinemia.

La manicbra proporcioné en ambos grupos de tratamiento wna dosis de albémina de

0.25g/k/d, la cual no es terapéutica.

2.11.- TERAPEUTICA GENERAL (COMANIOBRAS GENERALES)

2.11.1. Régimen hidrico

Se inicié con un régimen de nada por via oral y lignidos IV durante un promedio de 6hrs, con
soluciones a base de glucosada al 5%, sodio y potasio, para cubrir requerimientos habituales
en los pacientes sin trastorno hidreelectrolitico; en caso de alteraciones se efectuaron las

modificaciones pertinentes individualizadas.

2.11.2. Régimen antibidtico
Se inici6 con el esquema antibidtico para germen desconocido (segin el foco clinico

identificado) empleado en ¢l Instituto Nacionak de Pediatrfa, realizandose las modificaciones

necesarias de acuerdo a respuesta clinica y resuitados de cultivos y antibiogramas.

2.11.3. Transfusiones

La transfusiones no fueron rutinarias. Las indicaciones de las diversas unidades de transfusién
fueron las habituales del Instituto Nacional de Pediatria: Paquete eritrocitario en pacientes
con Hto <30% bajo ventilacién mecénica o estado critico; concentrados plaquetarios en
pacientes con sangrados y cuenta plaquetaria menor de 10,000. La necesidad de plasma y/o

crioprecipitados por cualquier indicacién hematoldgica es criterio de eliminacién.
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2.11.4. Alimentacién

Se consideré adecuado un aporte calérico en 50 cal/k/dia las primeras 24 hrs, 75cal/l/dia el 2°
y 3er dia y 100 cal/k/ dia a partir del 4fo dia. En pacientes lactantes se proporciond
alimentacién con férmula lactea (700 cal/L) en volumen minimo de 100 ml/k/d (a libre
demanda) y/o alimentacién al seno materno en pacientes no destetados, ademds de una dieta
complementaria para cubrir la totalidad de los requerimientos caléricos. En pacientes con
contraindicacién para la via enteral se administré alimentacion parenteral. Los pacientes que
no completaran las calorias adecuadas por via enteral podian ser suplementados con

alimentacién parenteral por vena periférica.

2.12.- CRITERIOS DE SUSPENSION DEL ESTUDIO (MANIOBRA)

[.- Falla terapéutica (definida como defuncién, choque séptico 6 FOM)

2.- Intolerancia a la administracidn del volumen (d4mlkeg/d) yfo dosis de albdmina
(0.25gr/k/d) requerido para Ia administracién de la maniobra

3.- Transfision de plasma y/o crioprecipitades por cualquier indicacién distinta al protocolo,
4.- Necesidad de administracion de cualquier inmunomodulador o inmunoterapia.

5.- Alta voluntatia (del estudio y/o de la Instifucion)

Los datos de los pacientes desde su inclusion hasta la suspensién def estudio fueron incluidos
2n el andlisis estadfstico (intencién de tratar). En todos los casos de suspensién o eliminacién

del estudio se tomd la decisién previo a la apertura del codigoe de tratamiento.

2.13.- ANALISIS ESTADISTICO.

Se efectud descripeidn de las variables mediante las medidas de tendencia central y dispersién
adecuadas a la distribucion muestral, con calculo y descripcién de intervalos de confianza al
95%.

Se efectud calculo de estadistica inferencial para blsqueda de diferencias estocasticamente
significativas en las variables de impacto y secundarias entre el grupo de tratamiento y el
grupo control mediante andlisis para 2 grupos independientes por métode paramétrico o no
paramétrico segin la distribucion muestral. Para dicho analisis se realiz6 estratificacién de los
pacientes por estrato diagnéstico, para evaluar la consistencia de los resultados entre los
diferentes subgrupos. Se empled como nivel de corte para significancia p < 0.05 a una cola.
Niveles de probabilidad 0.05 > p > 0.1 se considerardn como tendencia sugestiva.

Se efectué andlisis de Kaplan-Meier entre grupos. Se realizé analisis multivariado por

regresién logistica y riesgos proporcionales de Cox, empleando como variable depesntdiente el

Eficaca de b fibronectina come coadyuvante en el tratamiento de nifios hipofibronectinémucos
con sepsis, desnutficién o trauma severo



Materal y métodos 21

resultado (€xito vs falla terapéutica) para la identificacién de las variables independientes de
mayor peso para la prediccidn de falla terapéutica.

El andlisis se realizd bajo los paquetes SPSS version 6.0 para Windows y epi-info versiée 5.0
WHO-Geneva.

2.14.- ANALISIS INTERIM *+*
Se realizé andlisis interim, al completar el 25% y 50% del total de sujetos calculados en el
tamatio muestral. Los objetivos de este andlisis fueron:

W Determiner 1a necesidad de terminar tempranamente el estudio, por criterios éticos, si
s¢ encuentra evidencia inequivoca de beneficio o dafio por parte de uno de los
tratamientos.

M Determinar la conveniencia de terminar el estudio, si se tiene un poder suficiente para
demostrar las hipétesis del estudio con un tamafio muestral mener.

¥ Determinar la necesidad de terminar prematuramente el estudie de acuerdo al andlisis

administrativo.

El andlisis estadistico fue realizado en base a los signientes métodos:
=» procedimiento de andlisis secuencial agrupado: con limites secuenciales para mantener
control del nivel de error o apropiado (manteniendo un global o final en 0.05) con
funcion de consumo de ¢t con limites asimétricos - limite negativo al 50% del positive —
y por método de O’Brien-Fleming™,
=> procedimiento de “stochastic curtailment” o potencia condicionada®™** de 2 limites o
fronteras.
Para este andlisis se incluyeron todos los sujetos reclutades hasta ¢l momento del analisis; las
variables a comparar fueron las variables primarias de respuesta del estudio, consideradas
como grupo global y por los subgrupos definides a priori {estrato diagnéstico); si hubiera
pérdidas al seguimiento y en los casos eliminados, el andlisis se realizé bajo el criterio de
intencion a tratar y no de analisis de eficacia.
El analisis se realizé como grupo A vs grupo B sin apertura en primera intencién del cédigo
de asignacién de pacientes (grupo fibronectina (FBN) o grupo placebo). Los criterios para la
apertura del cédigo v 1a conducta subsecuente fueron los siguientes:
I Criterios estadisticos:
A. Sidurante el anilisis se enconirarz diferencia clinicamente importante, aunque no se
alcance nivel de significancia establecide, se abriria el c6digo SIN informar al comité

investigador. Si la diferencia fuera a favor det grupo FBN, se sugeriria continuar ¢
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estudio sin otra especificacion o informacién. Si la diferencia fuera a favor del grupo
placebo se informaria al comité investigador y se sugerirfa Ia terminacién del estudio.
B. Si durante el analisis se encontrara diferencia clipicz v estadisticamente
significativa, se abriria ¢l codigo v se sugeriria la terminacisén del estudio.
II. Criterios de seguridad:
Si durante el andlisis de los datos se encontrara evidencia sugestiva de efectos colaterales
de la maniobra, se abriria el cédigo para determinar si alguno de ellos es atribuible al

tratamiento.
Los criterios y lineamientos definidos para la terminacion temprana del estudio fueron:
= Consideraciones analiticas (anlisis estadistico):

* evidencia inequivoca de beneficio o dafio por parte de uno de fos tratamientos: si se
demostraba que en uno de los tratamientos el desarrollo de eventos falla terapéutica
(choque séptico, falla ergdnica miltiple y/o muerte) era significativamente menor; se
definié como inequivoco si se cruzaban los limites estadisticos de significancia para un
valor final de o p<0.05 (correspondientes a un valor nominal de 0.025 v 0.0125 en los
analisis al 50 y 25% de la muestra respectivamente). (En el analisis secuencial agrupado
el limite negativo fue del 50% del positivo).

* efectos adversos inaceptables

* falta de desarrollo de tendencias y de probabilidad razonable de demostrar beneficio:
si se demostrara Ja ausencia de tendencias y/o de probabilidad razonable de recuperar
una tendencia negativa para rechazar la hipstesis nula

* si hubiera tendencia positiva probabilidad por potencia condicionada >0.830 6 <0.50 a
partir del segundo analisis de rechazar la hipétesis nula.

= Consideraciones del progreso global del estudio (anélisis administrativo):

* fracaso en la tasa de reclutzmiento de pacientes: definida como una captura menor al

50% del tamafio muestral en un periodo de 2 afios
*  falta de recursos
= Consideraciones de informacién externa:
*  datos de Iz préctica médica que indicaran efectos adversos inaceptables

* datos de otros ensayos clinicos controlados que establecieran inequivocamente el

beneficio o dafio de la maniobra.
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La decisién dltima de la terminacién temprana o anticipada del estudio, principalmente
asociada al segundo y tercer punto fie atribucion exclusiva del comité imvestigador
responsable. (ver Anexo 3). En caso de que ¢l comité de monitorizacion de datos determinase
la posibilided de terminacién por motivos éticos, esta decisién serfa tomada por el comité

investigador responsable en contjunto con el commité de ética de la Institucién.

2.15.- CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio fue aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de Pediatria. Se realiz6
el estudio con comparacidn vs placebo ya que se pretende determinar la eficacia de [a FBN
como coadyuvante terapéutico en pacientes pedidtricos hipofibronectinémicos con sepsis,
trauma severo o desnutricién, y actualmente no se cuenta con tratamientos estandar validados
para este fin y que pudieran ser utilizados como control; de tal manera, no se incumplen
reglas de justicia, respeto o busqueda de beneficio para el grupo control.

Para la inclusién de todos los pacientes se solicité consentimiento informado de los padres o

tutores de los menores.

2.16.- METODOS CLINICOS Y DE LABORATORIO

> PESO: Al ingreso, matutino, desnudo, en ayunas, bascula Ohaus (sensibilidad 2 2gr.)

» TALLA: De ser posible por las condiciones clinicas del paciente, de determiné en
bipedestacidn para mayores de 2 afios de edad, decibito dorsal para menores de 2 afios
de edad, en estadimetro.

» FRECUENCIA CARDIACA y RESPIRATORIA: Por monitorizacion confinua con
monitor Hewlett Packard

» TENSION ARTERIAL MEDIA: Por medicién de presidn no invasiva con menitor
ajustando tamaito de manguito acorde a edad y peso.

» VOLUMEN DE PULSO O DIFERENCIAL DE PULSO: Establecida como:

TAS-TAD (Tensién arterial sistélica — diastolica) determinadas por monitor de presién

no invasiva con tamafio de manguito 2corde al del paciente.

SATURACION ARTERIAL O,, Pa0,, PaCO;, BICARBONATO: gasémetro IL 1312,

SATURACION TRANSCUTANEA: Oximetria de pulso

HEMATOCRITQ: Microhematocrito por centrifugacion

BIOMETRIA HEMATICA: Equipo automatizado Coulter Microdiff 18

TIEMPO DE PROTROMBINA: Por equipo automatizado fibrintimer de Behring (citrato

0.025mol)

Y V V Vv V¥
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BUN: Equipo automatizado Microchem 565 CIBA Corning

CREATININA: Método de Jaffé

S0ODIO Y POTASIO plasméatico: Por ion selectivo por equipe CIBA Cornig 644
GLUCOSA: Equipo automatizado CIBA Corning

TRANSAMINASAS: Método UV cinético NAD dependiente

ALBUMINA.: Por técnica de verde bromocteol

BILIRRUBINA TOTAL: Por técrica de Jendrassik Groff o Sales de diazonio
DESHIDROGENASA LACTICA: Por técnica de Fosfofungstato

CALCIO: Por técnica de Arsenazo I

ACIDO LACTICO: Método enzimético

FIBRINGGENOQ: Téenica coagulométrica

COMPLEMENTO: For técnica de hemoélisis

C3/C4: por nefelometria

FIBRONECTINA; Kit Fibronectin ( Behring), técnica nefelométrica.
FACTOR DE NECROSIS TUMORAL: Kit FNT y técnica de Elisa

IL6: Kit IL6 ytécnica Elisa

Y ¥V ¥V ¥V V ¥V VY ¥V V ¥V V¥V ¥V V ¥V V¥V VY

Las técnicas de cuantificacion de fibronecting, interieucina 6 y factor de necrosis tumoral han
sido ya estandarizadas en el Instituto, con el estudio de un grupo piloto en pacientes con
diarrea persistente en el Departamento de Investigacién Clinica (estudio no publicade), y

conllevan la realizacién de andlisis inira e interensayo,

La medicion de fibronectina en tiempo cero (inclusién) se realizé en forma inmediata, de
muestra plasmdtica; las muesiras para dia 5 se toman con medio de citrato para su

almacenamiento hasta procesamiento acorde a lo ya descrito en la literatura *

La determinacién cuantitativa de fibronectina se realizé in vitro por método de inmunoensayo

turbimétrico (nefelometria) mediante kit Boehringer Mannheim (Cat. No. 401218).

Se empleé muestra de plasma (las muestras se recabaron en medios con EDTA para medicién

inmediata y en medio con citrato para las mediciones de Sto dia). Se requirié de 0.01 ml de

muestra para determinacion por variante A {rango de sensibilidad 0-1000 mcg de fibronectina

por cada ml. de plasma) y 0.02 ml de plasma para determinacién por variante B -alta

sensibilidad- (rango 0-350 mcg de fibronectina por cada ml. de plasma).

Las caracteristicas del procedimiento son:

Amortiguador del antisuero: Amortiguador de fosfato, 100 mmeol/l, pH 7.4
polietilenglicol, ca 3%, (w/v)

detergente 0.4% (v/v)
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Antisuero: anti-h-fibronectina, ca. 5-10 mg/ml
amortiguador tris 160 mmol/l, pH 8.0
Soluciones estandar: h-fibronectina
Amortiguador tris 100 mmol/l, pH 8.0

Albumina de suero bovino 1% (w/v)

Principio de medicion: nefelomeiria de la reaccién antigeno anticuerpo.
Longitud de onda: Hg 365 nm, Hg 334 nm ¢ 340 nm

Ruta de luz: t om.

Temperatura de incubacién: Temperatura constante entre 25 °C,

Medicidn vs aire ambiente.

Metodologia:
Meétodo de punte final:
Posterior a atemperar los reactivos (soluciones estandar) y la muestra a 37°C por 10 minutos

se preparan con:

Variante Solucidn estandar Muestra

A 1.0 m! de amortiguador antisuero 0.01 ml + 1.0 m! de amortiguador

+ solucion fipo 3%-g 0.01mi antisuero
B: 1.0 ml de amortiguador antisuero 0.02 ml + 1.0 ml de amortiguador
+ solucion tipo 3%-¢ 0.02ml antisuero

Se realiza 1a mezcla de solucién estindar o muestra y se realizan las primeras mediciones de
la intensidad de la luz dispersa por nefelometria (A;). Se agrega 0.1 ml de antisuero y se
incuba por al menos 30 minutos en ¢l rango de las temperaturas seflaladas. Se mezcla y
realiza Ia segunda medicion en el nefelémetro (Aq).

Célculos:

Se calcula la diferencia de intensidades de luz (AA) como AA= At A,

Se traza una gréfica linear con las concentraciones estdndar {meg/ml en las abscisas) vs. las
diferencias de intensidad de 1a luz dispersa observadas (AA en las ordenadas).

Se calcula la concentracion de las muestras a partir de esta curva de calibracion.

Se incluyen mediciones del estindar (curva de calibracién) para cada serie de

determinaciones asf como dobles estimaciones tanto del estindar como de algunas muestras.
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2.17.- DESCRIPCION Y FACILIDADES

El Instituto Nacional de Pediairia de México (INP) es un hospital de alta especialidad (tercer
nivel de alenciém, o referencia y atencién de subespecialidades pedistvicas), bien equipade,
con programa de pediatria universitario y de subespecialidades pedidtricas. El Servicio de
Urgencias, lugar en donde se efectué la investigacion, cuenta con un 4rea de Terapia con 16
lugares, 1 6 2 de los cuales fueron destinados para el estudio. Cada lugar es un cubiculo de
aislamiento, con cuna térmica si se requiere y monitorizacién continua de signos vitales El
laboratorio de investigacion ha estandarizado las téenicas de FBN, IL6 y TNE.

Los estudios bacteriologicos fieron efectuados en el laboratoric de microbiclogia, de alta

especialidad, del propio Instituto.

Ebicacia de la fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de nifios hipofibronectinémucos
con sepsis, destutrcdn O triuma severo
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CAPITULO III: RESULTADOS

Se presentait los resultados del andlisis realizado al 50% del tamafio muestral calculado.

GENERALIDADES Y CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS

Entre junio de 1997 y febrero del 2000, de los pacientes evaluados en los servicios de
urgencias, gastronutricién e infectologia del Instituto Nacional de Pediafria, 95 pacientes
fueron elegibles al cumplier los criterios clinicos de inclusién (edad y criterios de diagnéstico
y gravedad). Durante e] periodo de estudio, de estos 95 casos evaluados y en guienes se
determiné fibronectina, se aleatorizaron Gnicamente 37 pacientes (51.5% del total del tamafio
de muestra calculada). De los casos restantes, 43 no cumplieron criterio de
hipofibronectinemia, en 5 no se obtuvo consentimiento del familiar v 10 pacientes tuvieron
criterios de exclusién yfo suspemsién: en 2 casos se evidenciaron patologias crénicas (I
hematooncolégica y 1 cardiopatia congénita), en 5 casos se presentaron criterios de
suspensién (necesidad de hemoderivados por CID y FOM) y se presentaron 3 defunciones
previas a la aleatorizacion (2 pacientes con evidencia de muerfe cerebral). Se eliminaron del
estudio 2 pacientes aleatorizados al corroborarse que cumplian criterios de exclusion al
momento de la aleatorizacién. En la tabla 6 se presenta la distribucién de los pacientes no
incluidos en el estudio de acuerde a causa y estrato diagnéstico. La frecuencia de
hipofibronectinemia en pacientes que cumplieron criterios clinicos de inclusién fue de 54.7%
(52 de 95 pacientes); por estrato diagnéstico fue de 40% (8 de 20 pacientes) en ¢l estrato de
trauma, 58.8% en el estrato de sepsis (30 casos de 51) v 58.3% en ¢l estrato de desnutricién
(14 de 24 pacientes).

Tabla 6. Distribucién de los pacientes no incluidos segfin causa y diagndstico. Datos expresados en
namero de casos (%),

Trauma Sepsis Desnutricién Total
Pacientes elegibles por clinica 20 51 24 95
Pacientes no incluidos 15 34 it 60
Sin hipofibronectinemia* 12 21 10 43
Consentimiento** 1 4 0 5
Exclusign*** 2 9 1 i2
Pacientes incluidos 5(25%) | 17(333%) | 13(54.17%) | 35(36.8%)
* Pacientes que cumplieron criterios clinicos de inclusién pero no cumplieron criterio de

hipofibronectinemia
** Pacientes en quienes no se obtuve consentimiento del familiar
*** Pacientes en quienes se corrobord criterio de exclusion
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De los 35 pacientes incluidos, 18 pacientes fueron asignados al grupo experimental de
fibronectina (FBN) y 17 al grupo control (C). El c6digo de asignacién de grupo fibronectina o

control fue abierto al terminar el andlisis interim, al completar el 50% de la muestra.

Durante el estudio se suspendié ef protocolo en 3 pacientes, 2 correspondientes al grupo
experimental y 1 al grupo control. En los 3 casos el criteric de suspensién fue la
administracién de hemoderivados (crioprecipitados y plasma por coagulecién intravascular
diseminada y tiempos de coagulacién prolongados con evidencia de sangrado) yfo
inmunomoduladores (gamaglobulina en 1 paciente con enfermedad de Kawasaki, grupo
experimental, y un paciente con tifoidea con afeccién multiorgénica y falta de respuesta a
tratamiento, grupo control). El analisis estadistico fue realizado bajo criteric de intencion a
tratar (con inclusién de los datos al analisis). No se presentaron pérdidas al seguimiento,

contdndose con [z informacién de todos los pacientes hasta su egreso hospitalario o muerte.

Se presentan las caracteristicas generales de los pacientes al ingreso al estudie por grupo.

Tabla 7. Varizbles demogréaficas de los pacientes al ingreso al estudio,
Fibronectina Control pt
=18 N=17
Edad (meses) * 28.72+3597(14.5) | 21.88+2643 (12) |084
Género** Femenino 11{61.1%) 9 (52.9%) 0.63°
Masculino 7 (38.9%) 8(47.1%)
Ingreso familiar mensual (8)* | 1005.6 + 298.8 (1000) | 1336.5 £ 674.6 (1200) | 024"
Escolaridad paterna **  Analfabeta 5 (27.8%) 1 (5.9%) 0.13°
Leefescribe 0 . 0 .
Primaria & {33.3%) 8 (47.1%)
Secundaria 3 (16.7%) 5 (29.4%)
Bachillerato o mayor 1 {5.6%) 3 (17.6%)
Se ignora 3 (16.7%) 0 .
Escolaridad materna ** Analfabota 2 (ILI%) 2 (11.8%) 0.06°
Leefescribe 2 (11.1%) 0 .
Primatia 10 (55.6%) 4 (23.5%)
Secundaria 4 (22.2%) 8 (47.1%)
Bachillerato o mayor 0 3 (17.6%)
Se ignera 0 . 0
+ b= Anslisis por X2 Fisher ¢ = An&lisis por pruebas no paramétricas
* Datos expresados en media £ DS (mediana) ** Datos expresados en nimero de casos (%)
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La edad promedio de los pacientes fire de 28.72 + 35.97 (1-134) meses para el grupo FBN ¥

de 21.88 +26.43 (1-92) meses para el grupo C, con medianas en 14.5 ¥ 12 respectivamente,

por un sesgo a la izquierda en la distribucién (figura 3).

Figura 3. EDAD: Dustribucién de la poblacién en intervalos de 12 meses
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Al analizar la distribucién por grupos de edad de acuerdo a los intervalos establecidos por los

valores de referencia de fibronectina®, la distribucion tiende més a una curva normal. (figura

4.

Figura 4.
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En relacién a las caracterfsticas clinicas de los pacientes al ingreso, no se encontraron

diferencias significativas entre los grupos de tratamiento (tabla 8).

Eficaciz de Ia fibronectina como coadyuvante en ¢ tratamiento de nifios hupofibronectinémicos
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Tabla §. Variables clinicas de los pacientes al ingreso al estudio

Fibronectina Control Pt
n=18 n=17
Evolucidn previa al ingreso (dias)* 18.1£34(5) 2434652(6) {0.76°
Fiebre previo a mgreso (dias)* 63+£89(3) 6.2+293(4) [0.52°
Diagnostico** Trauma 3 {16.7%) 2 (11.8%) 1.0
Sepsis 8 (44.4%) 9 (52.9%)
Desnutricion 2 (11.1%) 1 (5.9%)
Desnufricién + Sepsis 5 (27.8%) 5 (29.4%)
z Peso/Talla * -1.5£1.8(-1.5) 1.8+ 1.8(-1.4) [0.87°
z Talla/Edad * 24+£1.5(2.3) 14 +1.7(-2.1) 10.16°
Estado nutricional** Normmal 8 (44.4%) 10 (58.8%) |0.88°
DNT i primaria 2 (11.1%) 2 {11.8%)
DNT secundaria 0 . 0 .
DNT mixta 4 (22.2%) 3 (17.6%)
DNT tipo Kwashiorkor 4 (22.2%) 2 (11.8%)

T b= Andlisis por X Fisher;
I DNT = Desnutricién

*  Datos expresados en media + DS (mediana)

¢ = Anélsis por pruebas no paramétricas

** Datos expresados en niimero de casos(%)

La mediana de tiempo de evolucion del padecimiento previo al ingreso fue de 5 dias para el

grupo de FBN (0-140) vy de 6 parz el grupo control (1-275). Para los pacientes con

diagnéstico de ingreso de trauma la evolucien previa al ingreso file de 0.67 1 0.58 dias para ¢l

grupo de FBN (0-1) y de 1 dia para ef grupo control.

La distribucién de los pacientes por estrato de diagnéstico ¥y grupo de tratamiento se

presentan en la figura 5. Los pacientes en quienes al momento de ingreso coincidieron los

diagnéstico de desnutricién y de sepsis fueron aleatorizados dentro del estrato de desnutricion

y analizados en forma independiente.

Figura 5. Distribucion de los pacientes por estrato disgndstico al ingreso
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En los pacientes con diagnéstico de trauma severo el Score de Tepas fue de 2.33 + 1.15

(mediana 3} para el grupo FBN y de 0 + 1.41 (mediana 0) para el grupo controf (p= 0.30).

Para el esirato de sepsis, ¢l nimero de criterios positivos para el diagnéstico fie de 4.75 +
1.28 (mediana 4.5) para el grupo FBN y de 4 £ 1.12 (mediana 4) para el grupo control
(=0.75) (tabla 9).

Tabla 9. Criterios de sepsis positivos por grupo de tratamiento. (Namero de casos (%))

Criterio de sepsis Fibronectina Control P
n=§ n=9 {Fisher)
Hipotermia o hipertermia 8 _(100%) 6 _(66.7%) 021
Leucopenia, leucocitosis o bandemia 5 (62.5%) 6 (66.7%) 1
Taquicardia 3 (37.5%) 1 (1L1%) 029
Taquipnea 7 (87.5%) 7 (77.8%) 1
Hipocapnia 6 (75%) 6_(66.7%) 1
Plaguetopenia 1 (12.5%) 1 (11.1%) 1
Ataque al estado general 8 (100%) 9 (100%) 1
Foco infeccioso documentado 8 {100%) 3 (100%) 1

En el estrato de desnutricidn, los valores Z de peso para talla al montento de la inclusion
fueron de —3.03+1.16 (mediana ~3.04, intervalo —4.8 a —1.44) en grupo FBN y de -3.76 =
1.25 (mediana --3.3, intervalo —6.2 a -3) en el grupo control (t= 1.08, p=0.30). Los rangos
incluyen pacientes con valores Z mayores a -2 debido a que estos valores incluyen los datos
de los pacientes con diagndstico de desnutricion tipo Kwashiorkor (4 para ef grupe FBN, 2 en
el grupo control), en quienes el peso al ingreso se ve falsamente elevado por el edema propio
de la patologia. Al eliminar del analisis los pacientes con diagndstico de Kwashiorkor los
valores Z de peso/talla foeron de -3.78 £0.9 (mediana —3.55, rango —4.8 a —3) para grupo
FBN y de —4.1+ 1.45 (mediana —3.57, rango —6.24 a -3) para el grupo control. En relacién a
la distribucién de pacientes con desnutricién tipo Kwashiorker, esta fue mayor en el grupo
FBN (22.2% vs 11.8% del grupo total de tratamiento 6 57.1% vs 33.3% por estrato
diagnéstico).

En el estado nutricional de 1a poblacién global del estudio, no hubo diferencia significativa
entre las medianas de ambos grupos para la relacién peso/talla. La media para la relacion
taliafedad es menor para el grupo FBN que para el control, ¥ las medianas son similares,
ambas por debajo de los 2 valores Z. En ambos grupos el estado nufricional promedio tiene
déficit en ambos parimetros, sin embargo este efecto es debido al sesgo a la izquierda dado
por los pacientes del estrato de desnutricién. Al excluir del analisis los pacientes del estrato

de desnutricién, los valores Z de pesoftalia fueron de —0.5+1.33 (mediana -0.8) para el grupo

Eficacia de b fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de nifios hipofibronectinémicos
con sepsis, desnrutricidn o traima severo
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FBN y de 0.7 £ 0.64 (mediana 1) para el grupo control. Para la relacién talla‘edad los
valores Z fueron de —1.8 + 1.2 {mediana -1.7) para ¢l grupo FBN y de -1.1 £ 1.5 (mediana —
1.4) para el grupo control. En la figura 6 se muestra la distribucién por grupo de las

relaciones peso/tatla y talla/edad para la totalidad de la poblacién.

Figura 6. Estado nutricional: comparacion de valores Z: peso para talla y talla para edad
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En relacién a los signos vitales registrados al momento de la inclusién, al analizarlos en forma
independiente, en mas del 50% de los casos ¢l valor reportado para frecuencia cardiaca,
tensi6n arterial o temperatura se encontré dentro de los parametros de referencia para la edad.
El pardmetro clinico mas frecuentemente reportado fuera de los valores de referencia para la
edad fue la frecuencia respiratoria. Se reporté taquicardia en 6 casos del grupo FBN (33.3%)
¥ 2 casos en el grupo control (11.8%). En los pacientes con sepsis predomind la polipnea y
las distermias (75 y 55% para los grupos FBN y control respectivamente) mientras que en €l
grupo de desnutricién no se encuentran pacientes con fiebre, y s con hipotermia. Se
reportaron valores de criterio de gavedad dnicamente en 3 pacientes para bradicardia (2 casos
grupo FBN (11.1%) v 1 caso grupo conirol (5.9%)) ¥ 2 casos para hipotensién {1 caso por
grupo) (Tabla 10).

Eficacia de la fibrogectina como coadyuvante en el tratamuento de nifios hipoftbronectinémicos
con sepsis, desnutricidn o trauma severo
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Tabla 0. Variables clinicas: signos vitales de la poblacién al ingreso al estudio. (Los datos se
presentan en munero de casos (%)),

Parametro clinico Fibronectina Control p*
=18 n=17
Percentilas de Frecuencia Cardiaca <3| 2 (11.1%) 1 (5.9%) 032

397 10 (55.6%) 14 (82.4%)
>97| 6 (33.3%) 2 (11.8%)

Frecuencia Respiratoria Bradipnea| ¢ . 0 . 1.0
X42DS| 7 (38.99%) 7 (41.2%)
Taquipnea{ 11 (61.1%) 10 (58.8%)

Percentilas de T/A media <3l 1 (5.6%) T (5.9%) |066
3970 16 (889%) | 13 (76.5%)
>97 | 1 (56%)_ | 3 (17.6%)

Temperatura Hipotermiaj 4 (222%) 3 (17.6%) 1.0
Normal| 10 (55.6%) 11 (64.7%)
Ficbre| - 4 (22.2%) 3 (17.6%)

*Andlisis por prueba de X Fisher

No se encontré diferencia estadistica entre los grupos de tratamiento en los puntajes de fa
escala de valoracion de riesgo de mortalidad pediairica (PRISM) medidas al ingreso y al
momento de la inclusion. Las diferencias de puntuacion entre ambos tiempos es atribuible a
las medidas iiciales de reanimacién en el paciente critico. Existe una amplia dispersién en
cuanto al riesgo de mortalidad por la presencia de valores extremos en ambos grupos. (Tabla
11, figura 7)

Tabla 11. Variables clinicas: escala de valoracién de riesgo de mortatidad pediatrica (PRISM) al
ingreso y a la inclusitn al estudio. Los valorss se expresan en X £DS(mediana) y (rango) .

Escala de valoracién de tiesgo de mortalidad Fibronectina Control p*
n=18 n=1i7
PRISM al ingreso (puntuacion) 11.56+5(12) | 1224 £ 6.9 (13) [ 0.74*
G -21) 0-22)
Riesgo de mortafidad (porcentaje) | 10.1 29.9(8.1) | 13.84 #14.9 (6.1) | 0.75°
(13-39.1) (0—545])
PRISM a la inclusidn (puntuacion) 8.78+5.5(7.9) 9£76(10) |0.92°
(2-1% (0-29)
Riesgo de mortalidad (porcentaje) | 7.1 48.2 (3.7) 9.4 4151 (5.2) |0.84°
(0.74 — 29.86) ©-5813

* a = Analisis por pruebas paramétricas ¢ = Andlisis por pruebas no paraméiricas

Eficacia de Ia fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de nifios hipofibronectinémicos
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Figura 7. Porcentaje de riesgo de mortalidad (inclusién al estudio) por grupo de tratamiento.
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Los valores basales de los pardmetros paraciinicos al ingreso se muestran resumidos en la

tabla 12.

Tabla i2. Variables de laboratozic de la poblacidn al ingreso al estudio. X DS (Mediana)

Fibronectina Control p#
N=18 n=17

Hematocrito, en % 322%86(3LD 3047231 0.52¢
Glucosa, en mg/dl 103.4 45 (89) 109.8 £ 72.2 (835) 0.91°
BUN, en mg/dl 10.8 8.2 (7.75) 8.95+16.5 (4.67) 0.01°
Creatinina, en mg/dl 0.54 £0.22 (0.5) 0.55 £ 0.66 (0.39) 0.04°
Calcio, en mg/dl 82+12(83) 8.6+ 1.6(8.44) 039
Potasio, enmEq/l| 4.2 % 1.1 (4.25) 4.6 0.9 (4.5) 0.28°
Bilirrubina total, en mg/dl 1.03 £ 1.23 (0.74) 1.49+£2.25 (0.7) 0.70°
Albtmina, en g/dl 2.4+ 0.86 (2.6) 294 0.552.9) 0.06*
TGO, enmUr/ml| 51.7+35.3 (42.5) 92.1 + 137.5 (60) 0.54°
TGP, en mU/ml 54.7 £ 47.5 (36} 58.4 % 63.7 (32) 0.98°
T. protrombina, %control 764 £215(8D) 744 £226 (15) 0.78
Fibringeno, en mg/dl| 224.9 + 109.6 (211.5) 224.8 & 149 (175) 0.69°
Complemento, en U/ml| 116.4 +57.9 (124) 138.7£42 (134) 0.20°
Fibronectina, en meg/ml|  118.7 £40(122.5) 107.2 £ 41.4 (105) 0412
Fibronecting, en valores Z |  -1.77 £ 0.49 (-1.63) -1.75 £0.5 (-1.66) 0.89*
Interleucina 6, en pg/ml 7276+ 172(0) 19.92 % 82.1 (0} 0.27°
TNF, en pg/ml 39+6.8(0) 0.94 2286 () 0.14°

* a= Andlisis por pruebas paramétricas ¢ = Analisis por preebas no paramétricas
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Se encuentra diferencia estadisticamente significativa entre los grupos en 2 pardmetros:
nifrégeno uréico y creatinina. En ambos casos esto es atribuible a valores extremos que
aumentan la dispersién; asi mismo, aunque los parimetros promedio al ingreso fuercn
mayores en el grupo FBN en ambos casos tante las medias como las medianas se encuentran
dentro de los vaiores de referencia para la edad y no tienen significancia ¢linica. En el caso
de Iz alb#mina, probablemente més como reflejo de estado nutricional que de funcién
hepatica, aunque no alcanza diferencia significativa (p=0.06), la media es menor en el grupo
FBN. En ambos casos (funcién renal y albimina) la diferencia favorece al grupo control. El
valor Z de fibronectina {que corresponde a la DS para el grupo de edad) 2 la inclusi6n se
encuentra en —1.77 + 0.5 parz el grupo FBN y —1.75 + 0.5 para el grupo control, con
medianas en —1.63 y —1.66 respectivamente. En ambos grupos destacan los valores por debajo

de pardmetros de referencia al ingreso en hematocrito, calcio, alblimina y complemento.

Nao se encontraron diferencias significativas en las variables demograficas ni clinicas entre los
grupos de tratamiento a) momento del ingreso al estudio, sustentando la comparabilidad basal
det los grupos; aunque se enconir¢ diferencia estadistica entre los grupos de tratamiento en 2
pardmetros de laboratoric (fincién renal), los valores de media y mediana se encuentran atin
dentro de los limites de referencia para la edad y consideramos que 1a diferencia estadistica

no tiene significancia clinica.
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RESPUESTA AL TRATAMIENTO: VARIABEES PRIMARIAS

Se registraron 6 casos (17.14% del total de los pacientes) con falla terapéutica, definida como
la presencia de choque séptico, falla orgénica méltiple o defuncién; 1 paciente en el grupo
experimental {5.6% del grupo de tratamiento), ¥ 5 pacientes en el grupo control (29.4% del
grupo de tratamiento),

En el total de 6 fallas terapéuticas se registraron un total de 12 eventos mayores ¢ de impacto:
3 defunciones (mortalidad global, 8.57%), 4 eventos de choque séptico (11.43% del total de
pacientes) y 5 eventos de falla orgnica miltiple (14.28% de los pacientes). Al analizar las
variables primarias de respuesta, por grupe de tratamiento, se encuenira diferencia
principalmente en el grupo global de fallas terapéuticas {5.6% en ¢l grupo FBN vs 29.4% en
el grupo control) v en los eventos de FOM (5.6% en grupo FBN vs 23.5% en grupo control)
(tabla 13); aunque no se alcanza diferencia estocdstica entre los grupos, se observa una
diferencia de 23.8 puntos porcentuales en la probabilidad de falla, con una reduccién del

riesgo relativo, clinicamente significativa, del 81% en el grupo de tratamiento.

Tabla 13. Respuesta a (ratamiento: variables primarias

Fibronectina Control P
n= 18 n=17 (Fisher)
Exitos} 17 (94.4%) 12 (70.6%) 0.076
Riesgo relativo (ICss) 1.34 (097 -1.86)
Fallas terapéuticas} 1 (5.6%) | 5 (29.4%) 0.076
Riesgo relative (IC;sy) 0.19  (0.03-1.46)
Defunciones} 1 (5.6%) l 2 (11.8%) 0478
Riesgo relative (ICysq) 047 (0.05-4.74) *
1.07 (0.87-1.32) **
Eventos de choque séptico} 1 (5.6%) | 3 (17.6%) 0.279
Riesgeo relative (FCssy) 032 (0.04-274) *
LIS (09— 147 **
Eventos de FOM{ 1 (5.6%) | 4 (23.5%) 0.151
Riesgo relativo (ICos:) 424 (0.03-191) *
124 (093 - 1.65)**
Suspensiones*** 2 1 0.478
Eliminaciones 1 (FOM en inclusién) | I (FOM en inclusi6n) 1
i Expresados en ndmero de casos (%)
* RR para grupo fibronectina; ** RR para grepo control

***  Grupo FBN, paciente 1: uso de gamaglobulina; paciente 24: uso de plasma.
(Ambos clinicamente &xitos). Grupo control, paciente 31: uso de hemoderivados y
gamaglobulina. (clinicamente falla terapéutica por FOM)
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El riesgo para el grupo control, por razén de momios, fue de 7.08 veces mayor para falla
terapéutica, 2.26 veces mayor para defincion, 3.64 veces mayor para desarrollo de choque

séptico y de 5.23 veces mayor para falla orgénica miiltiple.

A continuacién se presenta la descripcion de los eventos de impacto asi como de las

principales variables clinicas y paraclinicas de los pacientes que desarrollaron falla

terapéutica (fignra 8):

Figura §. Resultados: Descripcién de los eventos finales (éxitos / fallas terapéuticas) por
grupo de tratamiento
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* aso 4 (Dx: desnufricién): choque séptico, falla organica miltiple y defuncién
¥ (Caso5 (Dx: desnutricion): choque séptico
Caso 6 {Dx: desnutricidon): choque séptico, falla organica nriltiple
Caso 13 (Dx: desnutricién): choque séptico, falla orgénica mittiple y defuncién
Caso 20 (Dx: sepsis): falla organica miltiple y defuncién
Caso 31 (Dx: sepsis): falla orgéanica miltiple

*  En el grupo experimental se regisird un solo caso de falla terapéutica (con 3 eventos de
interés): paciente masculino de 9 meses de edad con desnutricién tipo Kwashiorkor y proceso
infeccioso, sin cumplir criterios de sepsis (al ingreso, ataque al estado general y datos
inespecificos, con evidencia de foco infeccioso pulmonar y probable abdominal),
padecimiento de 60 dias de evolucién; riesgo de mortalidad de 8.76% al ingreso, de 24.96%
al 5to dia ¥ un maximo alcanzado de 90.12%. Fibronectina al ingreso 60meg/ml, albfimina
0.9g%, fibrinégenc 100mg/dl, complemento 20 U/ml. El paciente desarrollé FOM (dia 7 de
estancia intrahospitalaria (EIH), dfa 6 de estudio, falla de 5 sistemas: gastrointestinal,
hepético, respiratorio, hematol6gico y cardiovascular), choque séptico (dia 10 -9 de
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protocolo-) y fallecié (dia 11 de estancia intrahospitalaria —diz 10 de protocolo- con
diagnésticos finales de coagulacion intravascular diseminada, SIRPA, FOM y sepsis grave
descompensada). No se aislé germen causal.

= En el grupo controk se registraron 5 casos de falla terapéutica (9 eventos de interés):

» Caso 5; paciente femenina de 6 meses de edad, con desnmtricién marasmética
primaria, sin foco infeccioso evidente a su ingreso, posterior pulmonar, padecimiento de 3
dias de evolucién; riesge de mortalidad al ingreso €, al 5to dia 0, méximo alcanzado de
§.88% Fibronectina al ingreso 75 mcg/ml, albimina 4grd, fibrindgeno 147me/d],
complemento 150 U/tnl. Chogque séptico al dia 21 de estancia intrahospitalariz —diz 19 de
seguimiento-. Germen aislado E.Coli 055,

» Caso 6: paciente masculino de 9 meses de edad, con desnutricion tipo Kwashiorkor y
proceso infeccioso {criterios de fommula blanca y datos inespecificos, ataque al estado
general, con evidencia de foco infeccioso abdominal), padecimiento de 14 dias de evolucién;
riesgo de mortalidad al ingreso 1.47%, al 5te dia 1.20%, médximo alcanzado de 5.97%.
Fibronectina al ingreso 65 meg/ml, albimina 1.9g1%, fibrindgeno 301 con disminucién a
131mg/d], complemento 136 (disminucién hasta 52 U/ml). El paciente desarollé FOM (dia 8
de EIH, -dfa 4 de estudio- falla de 2 sistemas: hematoldgico y cardiovascular) y choque
séptico (dia 9 de estancia intrahospitalariz —dia 5 de estudio-). Sepsis por Céndida sp.

¥ Caso [3: paciente masculino de 23 meses de edad, con desnufricién tipo
Kwashiorkor y proceso infeccioso (criterios de férmula blanca, plaquetas, PaCO2 y datos
inespecificos, ataque al estado general, con evidencia de foco infeccioso pulmonar y
candidemia), padecimiento de 30 dias de evolucién; riesgo de mortalidad al ingreso 1.12%,
miéximo alcanzado de 20.13%. Fibronectina al ingreso 60mcg/mi, albiémina 2.8gr%,
fibrinégeno 58mg/dl, complemento 59 U/ml). El paciente desarrollé FOM (dia 8 de EIH, -
dia 3 de estudio- falla de 3 sistemas: hematol6gico, respiratorio y cardiovascular), choque
séptico (dia § de estancia intrahospitalaria ~dia 3 de estudio-) y fallecié (dia 9 de EIH, 4 de
estudio, diagnésticos finales choque séptico y FOM). Germen aislado Klebsiella preumoniae.

» Caso 20: paciente masculino de 8 afios de edad, con diagndstico de sepsis (criterios
de temperatura, formala blanca, frecuencia cardiaca, PaCO2 y datos inespecificos, ataque al
estado general, con evidencia de foco infeccioso ~neuroinfeccién-), padecimiento de 8 dias de
evolucién; riesgo de mortalidad al ingreso 4.82%, en dia 5 89.94%, maximo alcanzado de
95.34%. Fibronectina al ingreso 185 mcg/ml, albimina 2.66gr%, fibrinégeno 541mg/dl,
complemento 179 U/mi). El paciente desarrollé FOM (dia 5 de EIH, -dia 3 de estudio- falla

de 3 sistemas: neurolégico, cardiovascular y respiratorio) y fallecié (dia 7 de EIH, 5 de
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estudio, diagndsticos finales: muerte cerebral, edema cerebral severo, hidrocefalia,

neuroinfeccién bacteriana). No se aisldé germen causal.

» Caso 31: paciente masculito de 17 meses de edad, con diagnéstico de sepsis
(criterios de frecuencia respiratoria, PaCQ2, plaquetopenia y datos inespecificos, ataque al
estado general, con evidencia de foco infeccioso -tifoidea-} desnuiricién primaria de primer
grado, padecimiento de 6 dias de evolucién; riesgo de mortalidad al ingreso 37.29%, en dia 5
8.45%, méximo alcanzado de 37.29%. Fibronectina al ingreso 65 meg/mi, albtimina 2.4g7%,
fibrindgeno 48 mg/dl, complemento 112). El paciente desarrollé FOM (dia 3 de EfH, ~dia 1

de estudio- falla de 2 sistemas: hepitico y hematolégico). Germen aislado, Salmonella tiphi .

Al analizar las fallas terapéuficas por estrato diagndstico se encuentra que del total de fallas
(6), 4 (66.7%) se presentaron en el grupo de desnwmtricién (4 fallas terapéuticas en 13
pacientes aleatorizados = 30.8% del estrato diagndstico), 2 (33.3%) se presentaron en los
pacientes con sepsis (2 fallas en 17 pacientes aleatorizados = 11.8% del estrato diagnéstico) y

no kubo fallas terapéuticas en los pacientes de trauma.

Al analizar las fallas terapéuticas por estrato diagndstico y grupo de tratamiento, en el grupo
de desnutricion se registrd 1 falia terapéutica en 7 casos (14.3%) en el grupo FBN y 3 fallas
terapéuticas en 6 pacientes (50%) en el grupo control; en el estrato de sepsis se registraron 0
fallas terapéuticas en 8 pacientes en el grupo experimental y 2 fallas terapéuticas en ¢

pacientes (22.2%) en el grupo control (fabla 14).

Tablza 14. Distribucion de fallas terapéuticas por grupe de tratamiento y estrato diagnéstico

ESTRATO DX. GLOBAL FIBRONECTINA | CONTROL p* RM
Desnutricién 4/13 17 3/6 022 6
Sepsis 2017 0/8 219 026 |5.67
Trauma 0/s 0/3 0/2 NA NA
Total 6/35 1/18 5017 0076 | 7.1
Datos expresados en niimero de casos positivos para falla / total del estrato
* Prueba exacta de Fisher

Se reaiizd andiisis multivariado para determinar las variables independientes que mejor

predijeran la posibilidad de falla terapéutica. El modelo propuesto, de acuerde a regresion
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logistica, permite predecir 94.3% de las fallas terapéuticas y aunque ninguna de [as variables

presenta significancia en forma aislada, el modelo alcanza un valor de X? = 25.03 con una

significancia de p=0.0003 (tabla 15},

Tabla 15. Variables incluidas en el modelo multivariado para fa prediccién de falla terapéutica.

VARIABLE B EXP (B)*
Grupo de tratamiento 19948 460468622
Género 16.034 9192329.7
Estrato diagndstico 21.836 3041000000
Nivel de fibronectina al ingreso ~ ** 7.2911 1467.1754
Riesgo de mortalidad al ingreso 0.514 1.672
Edad -0.185 0.83
Constante - 126.273

* Exp (B): equivalente a la razén de momios por modelo de regresion logistica. El valor de
riesge para cada variable dicotémica corresponde a: Grupo de tratamiento placebo; nivel de

fibronectina al ingreso: <80mcg/ml,

género: masculino

** Como vanable dicotdmica con punto de corte de fibronectina en <80mcg/mi

En base 2 la probabilidad de faila terapéutica por el modelo propuesto de regresién logistica y

al nivel de fibronectina al ingreso, s¢ pueden identificar 4 lineas independientes con

comportamiento distinto de acuerdo al grupo de teatamiento v al género, donde el mayor

riesgo de falla terap&utica se encuentra en los pacientes masculinos del grupo control (fig 9).

Figura 9, Riesgo de falla terapéutica por grupo de tratamiento y género (por modelo de regresion)
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Asi mismo, por modelos de regresién de acuerdo al riesgo de mortalidad al Sto dia de

maniobra y nivel de fibronectina al ingreso, se puede identificar diferencia en el
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comportamiento de [os grupes de tratamiento (figura 10).

Figura [0. Lineas de regresién por grupo de tratamiento de acuerdo a nivel de fibronectina y
probabilidad de falfa terapéutica por riesgo de mostalidad al dia 5 de maniobra.
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Nivel de fibronectina a la inclusion

En el analisis de Cox, por método backward stepwise (conditional LR) las varables que
quedan en el modelo son similares a las del modelo de regresién logistica, sin embargo se

elimina edad como factor prondstico (tabla 16). El modelo tiene un valor de X% de 1527 con

una significancia de p=0.009.

Tabla 16. Variables incluidas en el modelo de Cox para determinar falla terapéutica.

VARIABLE B EXP (B)* SIG
Grupo de tratamiento 3.675 38445 0.073
Género -2.702 0.067 0.092
Estrato diagndstica 3.258 25988 0.079
Nivet de fibronectina al ingreso ** 8373 4328.638 0.325
Riesgo de mortalidad al ingreso 0.213 1.237 0215

* Exp (B): equivalente a la razon de momios por modelo de regresion. El valor de riesgo
para cada variable dicotdmica corresponde a: Grupo de tratamiento: placebo; mivel de
fibronectina al ingreso: <80mcg/ml; género: femenino {Exp(B) para masculino =14.9).

# Como variable dicotémica con punto de corte de fibronectina en <80meg/ml

En el anélisis de sobrevida de Kaplan-Meier, se demostré diferencia estadisticamente
significativa enire los grupos de tratamiento, con un valor de log-rank en 3.74 (p=0.05).
(flgura 11, I1b)
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Figura 11. Anélisis de Kaplan-Meier por grupo de tratamiento: Porcentaje de éxitos
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Figura 11b. Andlisis de Kaplan-Meier por grupo de tratamiento: Riesgo de falla terapéutica.
Eventos de FOM, choque séptico y defuncién en el tiempo de seguimiento.
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Si ademds de diferenciar por grupos de tratamiento se subdividen éstos de acuerdo al nivel de
fibronectina al ingreso, con un punto de corte de <80meg/ml, se encuentran diferencias

estadisticamente significativas entre los 4 grupos (Log Rank 11.17, p=0.01) (figura 12}

Figura 12. Curvas de scbrevida seglin grupe de tratamiento y mvel de fibronectina plasmitica al
momento de la inclusién,

-
L1 Grupo experimental
1,0 g—F"H'*H*H —— FBN >80mog/mi
il = w FBN <=80 meg/ml
B R e
=3 X% Paciente censado
g |
S
g 7 Kaplan-Meier
Lé.‘! : (p=0.01) Grupo control
K 69 ! Log-Rank 11.7
e <o FBN > 80 mog/m]
é =) g o o BN <=80meg/ml
= ,
44 e +  Paciente censado
?3‘
0 20 40 60 80
Dias de seguimiento

FBN >80: concentracién de fibronecting al ingreso >80meg/ml;
FBN <80: concentracion de fibronectina al ingreso <80meg/ml;

De igeal manera en el anélisis de Kaplan-Meier, si se subdividen los grupos de tratamiento
por género de los pacientes, se encuentra entre los cuatro categorias generadas una clara
separacidn de las lineas de sobrevida libre de falla terapéutica en el seguimiento (Log Rank
9.34, p=0.02} (figura 13).
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Figura 13. Curvas de Kaplan-Meier para riesgo de falla terapéurica segiin grupo de tratamiento ¥
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En términos generales el riesgo de falla terapéutica para los pacientes masculinos fue de 9.5

veces mayor que para los pacientes femeninos. En el grupo FBN el riesgo de falla terapéutica

fue 5.3 veces mayor mientras que en el grupo control fue de § veces mayor en comparacion

con el género femenino.
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RESPUESTA AL TRATAMIENTO: VARIABLES SECUNDARIAS

En el andlisis de las variables secundarias no encontamos diferencia estadisticamente

significativa en el puntaje de la valorecién de PRISM (o riesgo de meortalidad) ni en las

medias de estancia intrahospitalaria por grupo (tabla 17).

Tabla 17. Respuesta al tratamiento: variables secundarias

% +DS M) Fibronectina Control P*
(rango) n= 18 n=17
PRISM maximo alcanzado 13.9+7(13.5) 16.2 8.1 (16) 0.39"
(3-34) (4-42)
Porcentaje riesge de mortalidad 162 2208(10) 21.3£23.3(15.9) 0.31°
(1.3-90.12) (1.63 - 95.34)
PRISM al 5to dia de tratamiento 539+£537(4.5) 9761 19.19(2) 0.36°
©-13) {0 -75)
Porcentaje riesgo de mortalidad { 4[5 +643 (1.97) | 12.04 +31.05(15.9) | 028
(0 — 24.96) O - 100
Estancia intrahospitalaria {dfas) 2278 1825(13) | 27.41+2482(18) | 053
(6 78) (5-84)

* a= Andlisis por pruebas paramétricas ¢ = An4lisis por prucbas no paramétricas

Al subdividir los puntajes médximos de riesgo de mortalidad de acuerdo a estrato diagndstico

tampoco encontramos diferencia estadistica enire los grupos (figura 14).

Figura 14. Porcentaje maximo alcanzado de riesgo de mortalidad por estrato diagndstico y

grupo de tratamiento
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Al analizar los cambios en riesgo de mortalidad por grupo encontramos (figura 15):
1. Imclusion vs méxime alcanzado (diferencia entre grupos ne es significativa (p=0.61)):
» FBN: diferencia media en porcentaje de riesgo de mortalidad = -9.16 = 19.94 (IC;s,
-19 08 2 0.76), p=0.001.
¥ Control: diferencia media en porcentaje de riesgo de mortalidad = -11.91 £ 10.2
(ICosv, -17.16 2 —6.67), p <0.001.

Figura 15. Valoracion de riesgo de mortalidad por grupo de tratamiento
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2. Al comparar el cambio en el porcentaje de riesgo de mortalidad entre la inchusién y el dia
5 de protocolo por grupo de tratamiento se encuenira diferencia estadisticamente
significativa {p=0.006) (figura 16):

» FBN: Diferencia media —2.93 + 8.66 {mediana —1.2, Cos:; -7.24 2 1.38) vs
» Control: Diferencia media 3.52 + 26.58 {mediana —1.65, ICgss, -10.15 2 17.19).

Figura [6. Valoracién de riesgo de mortalidad por grupo de tratamiento: inclusion vs dia 5
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En el andlisis de las variables de laboratorio, al comparar los valores del ingreso vs dia 5
encontramos diferencia significativa por incremento en los valores de fibronectina en ambos
grupos (p=0.601), sin diferencia entre grupos (p=0.6). Asi mismo, se encuentra diferencia
significativa por incremento de albémina en el grupo de fibronectina (p=0.006), ¥ no asi en el
grupo control (p=0.08); la comparacién entre grupos no es significativa (p=0.3). Los valores
de fibrindgeno fucron significativamente mayores en el grupo de FBN al dia 5 (p=0.03),
asociado al use de crioprecipitados, habiendose registrado incremento en ¢l grupo FBN con
respecto al ingreso (p=0.09) mientras hubo disminucién en el grupo control {(p=0.05). En el
resto de las variables no se encontraron diferencias relevantes. No se encontrd diferencia en

parametros de funcidén renal ni hepatica asociables a la maniobra. (tablas 18, 19).

Tabla 18. Respuesta al tratamiento: variables secundarias: LABORATORIC

Incrementos porcentuales Fibronectina Control p*
X +DS (Md) = 138 n=17
Fibronectina
Diferencia porcentual{ 115.6 + 134.6 (69.1) 103 £ 82.4 (86.4) 0.70°
diferencia neta (meg/ml) | 114.4 + 114.7 (97.5) 100.8 £ 59.3 (89.5) 0.67°
incremento neto valores Z| 1,62 + 1.57 (1.28) 1.36 +0.84(1.37) 0.56
Fibrinégeno
Diferencia porcentual 4525676519 348+ 185.9 (-4.07) 0.04°
diferencia neta (mg/dl)|  64.7 + 145.9 (82) -31.8 £ 159.7 (-20) 0.03°
Albtimina
Diferencia porcentual | 354 +48.3 (12.3) 122+244(39) 0.22°
diferencia neta (mg/dl) 0.5 £0.7(0.35) 034 0.7(0.1) 0.37°
Complemento
Diferencia porcentual | 22.4 +72.5 (1.98) 154 £37(13.9) 0.48°
diferencia neta unidades 9.5+ 46 (1.5) 13.4 £51.4(21.5) 0.47°
Interlencina- 6
Diferencia porcentual -8.81434(0) 4.2426.9(0) 037
Diferencia neta (pg/ml) 4531140 -5.6£29.2 () 0.43°
Factor de necrosis tumoral
Diferencia porcentual 891942 (0) =12 +36.8(0) 0.90°
Diferencia neta (pg/ml)}  -0.05£10.6 (0) 0.44+3.1(0) 0.92°

* a = Anslisis por pruebas paramétricas ¢ = Andlisis por pruebas no paramétricas
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FIBRONECTINA.

Mo s¢ encontrd correlacién significativa entre los miveles de fibronectina vy el riesgo de
mortalidad al momento de la inclusidén (+—0.195, p=0.26). La correlacion entre el nivel de
fibronectina al ingreso y €l riesgo de mortalidad at dia 5 de tratamiento fue de = 031,
p=0.07. Al evaluar los niveles de fibronectina en ambos grupos de acuerdo al resultado (éxito
vs falla terapéutica), llama la atencién que en ¢l Gnico paciente que presentd fatla terapéutica
en el grupo experimental, no se encuentra el incremento esperado en los valores de

fibronectina al dia 5 de tratamiento (figura 17).

Figura 17, Fibronectina al ingreso y dia 5 por grupo de tratemiento y resultado {éxitos vs fallas)
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Se encontré una correlacién del nivel inicial de fibronectina con faila terapéutica de —0.357,
(p=0.037), sin embargo, al emplear el nivel de fibronectina inicial como variable dicotémica con

punio de corte en §0meg/ml ¢l coeficiente de correlacion aumenta a -0.47 (p=0.004)

Durante el estudio clinico destaca que la aparicion de las variables de interés (FOM, choque
séptico o defuncién) se encontraron principalmente en pacientes con niveles de fibronectina al
ingreso de <80 meg/ml (5 de los 6 pacientes con falla terapéutica). Si se establece un punto
arbitraric de corte en este valor, independientemente de a2 edad, para definir
hipofibronectinemia, se tiene una sensibilidad=83.33%, especificidad=95.65%, y RM=15.71
(FCoss, 1.56 a 158.21) para determinar falla terapéutica (tabla 20).

Eficacia de la fibronectina como coadyuvante en el trammuento de nifios hapofibronectinémicos
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Tabla 20 Fallas terapéuticas de acuerdo a punio de corte de fbronectina al ingreso en £80mceg/mt

Fibronectina al ingreso | Fallas terapéuticas Exitos Total
< 80 meg/m! 5 (41.7%) 7 (58.3%) 12
343%
> 80 meg/mt 1 (43%) 22 (95.7%) 23
65.7%
Total 6 (17.1%) 29 (82.9%) 35
100%

{p=0.012, RR para fallzs terapéuticas 9.58, con IC95% 1.26 - 73)

Se realizaron curvas ROC para determinar el punto de corte de fibronectina imicial,
independientemente de la edad, que presentara la mejor sensibilidad y especificidad para
detectar la posibilidad de eventos de falla terapéutica. De acuerdo a estas curvas el valor de
tibronectina 2l ingreso de 77.5 se encuentra asociado a una sensibilidad de 79.3% y una
especificidad de 83.3% para detectar falla terapéutica, con un 4rea bajo la curva de 0.77 y error
standard de 0141 (p=0.04). Si se emplean los valores de referencia de nommalidad de
fibronectina por los intervalos de edad propuestos en el marco tedrico, al tomar un punto de
corte estandarizado en valores Z de —2.1, se tendria una semsibilidad de 79.3% con una
especificidad de 50% para detectar falla terapéutica,

Del total de 95 pacientes elegibles (incluidos y no incluidos), que cumplieron criterios clinicos
de gravedad, 18 tuvicron niveles de fibronectina <80meg/ml y, de ellos, 11 presentaron eventos
clinicos graves, mientras que solamente 5 pacientes de 76 con fibronectina inicial >80meg/ml los
presentaron, (p<0.001) (tabla 21).

Tabla 21. Distribucidn de los pacientes con eventos clinicos de gravedad de acuerdo a nivei de
fibrongctina al ingrese

Fibronectina al ingreso Eventos adversos mayores Total
S () NO (1)

< 30 meg/mlt 11 7 18
=) (61.11% —) (35.88% —) (100% —)
(68.75% ) (8.86% |) (18.95% 1)

> 80 meg/ml 5 72 77
=) (6.5%—) (93.5% —) (100% —)
(31.25% 1) 91.14% 1) (81.05% 1)

Total 16 79 95
(18.65% —) {83.15% —) (160% —)
(100% [ ) (100% 1) (100% |}

(X 7=27.3, p<0.001, RM 22.63)

La distribucién de los pacientes con valores de fibronectina <80meg/ml por grupo no tuvo
diferencia significativa (tabla 22).

Eficaciz de Ia fibronectina como coadyuvante en el tratamniento de nifios hipofibronectinémicos
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Tabla 22. Distribucion de los pacientes de acverde 2 punto de corte de fibronectina al ingreso en
£80meg/ml por grupo de tratamiento

Fibronectina al ingreso Fibronectina Control Total
< 80 mcg/mi 5 7 12
(27.8%) (41.2%) (34.3%)
>80meg/ml | 13 10 23
(72.2%) (58.8%) {65.7%)
Total 18 17 35
{100%) (100%) {100%)

(X ?=0697, p=0.49)

No se encontré diferencia significativa en el tiesgo de mortalidad al momento de la inchision ni
al dia 5 de tratamiento entre kos grupos por punte de corte de fibronecting en 80meg/ml (p=0.3 v
0.5 respectivamente), sin embargo 1lama Ia atencién que mientras que en el grupo con nivel de
FBN >80meg/ml al ingreso el riesgo de mortalidad disminuyé durante los dias de tratamiento, en
el gripo de FBN <80mcg/ml el riesgo increments (figura 18).

Figura 18. Riesgo de mortalidad 3 la inclusién y dia 5 por nivel de fibronectina al ingreso.

- 13
=12
- 11
|- 10
- 9
- 8
~ -7
-6
L 5

— . 4
INCLUSION DIA S

12,15
9,75

—=A—FBN >80mcg/m]|
—ie— BN <80megiml

A_

53

{Asociacién entre grupo por nivel de fibronecting y riesgo de morialidad a la inclusion:
eta 1.8 (Eta’=0.032); riesgo al dia 5: Eta =0.123 (Eta™=0.015))

Si se subdivide Ia informaci6n anterior por grupo de tratamiento se identifican 4 diferentes
comportamientos en ¢l riesgo de mortalidad, destacando el de los casos con fibronectina

imicial <30meg/mi del grupo controt (figura 19),
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Figura 19. .Riesgo de mortafidad a la inclusién y dia 5 por nivel de fibronectina al ingreso y grupo de

tratamiento
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Dentro def grupo de pacientes con valores de fibronectina =80mcg/mi, la distribucion de los

pacientes con falla terapéutica por grupo de tratarmiento, aunque no alcanza diferencia

significativa (tabla 23}, si llama la atencion al demostrar una frecuencia de fallas del 20% para el

grupo FBN vs 57.1% para el grupo control (reduccion del riesgo en 65%).

Tabla 23. Disiribucién de los pacientes con FBN inicial <80mcg/ml por grupo de tratamiento y

resultado (éxito vs falla terapéutica)

Grupo Fallas Exitos Total
Control 4 3 7
(57.1%) (42.9%) {100%)
Fibronectina 1 4 5
{20%) (80%) (100%)
Total 5 7 12
(41.7%) {58.3%) (100%)

(X 7= 1656, p=0.29 por prucba d¢ Fisher, RM 5.33 para falla terapéutica grupo control)

Se encontrd correlacion significativa entre los niveles de fibronectina al ingrese y fos niveles
*  Fibrindgeno al ingreso (r=0.38, p=0.023)

*  Fibrinégeno al dia 5 (0.52, p=0.002)

s  Factor de necrosis tumoral (TNF) al ingreso (r=0.36, p=0.035) ¥
+ Complemento, inicial y dia 5, (r=0.37, p=0.035).
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El nivel de fibronectina al dia 5 del estudio presenté correlacion significativa Unicamente con los
niveles de fibrindgenc al dia 5 (=41, p=0.019) y complemento al dia 5 (¢=0.37, p=0.03).

En relacién al resto de los pardmetros de iaboratoric con implicaciones en la respuesta

inmunitaria se encontraron [as siguientes comrelaciones significativas (tabla 24);

Tabla 24, Costelaciones significativas entre pardmetros de laboratorio {(fos valores se presentan camo
coeficiente de correlacidn —r- (valor de significancia —p-).

TNF Complemento | Complemento ; Fibrindgeno
(inicial) (iniciai) (dia 5) (inicial}
Alblimina (inicial) -0.52 {0.002) 0.52 (0.002) 0.51 (0.002) 0.45 (0.007)
Albtmnina (dia 5) -0.38 (0.029) 0.41 (0.015) | 0.59(<0.001) NS
Fibrindgeno (inicial) -0.43 (0.009} 0.29(0.09) NS
Fibrinégeno (dia 5) NS NS 0.36 (0.04) NS
TNF (inicial} -0.44 (0.008) -0.32 (0.07y | -0.43 (0.009)

NS = no significativo

Los niveles de interleucina-6 al ingreso no presentaron correlacién significativa con ningdin
otro parametro de laboratorio. Los niveles de IL-6 al dfa 5 correlacionan con los niveles de
TNF (ingreso: =0.34, p=0.05; al dia 5: r=0.56, p=0.001) ¥ albimina dia 5 (= -0.35,
p=0.045).

Se encontrd correlacion significativa entre los dias de estancia intrahospitalaria y los niveies
de albiimina al dia 5 (=-0.4, p=0.02), complemento dia 5 (r=-0.38, p=0.025}, TNF al ingreso
=0.35, p=0.042) y con [os niveles de fibronectina al Ingreso (1=0.29, p=0.08) y fibrinégeno
al dia 5 (r=-0.31, p=0.08).
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ANALISIS INTERIM
Durante ei estudio se suspendié el protocolo en 3 pacientes, 2 correspondientes al grupo

experimental y 1 al grupo control. En los 3 casos el criterio de suspension fue la
administracion de hemoderivados y/o inmunomoduladores. El anilisis estadistico fue
realizado bajo criterio de imtencion a tratar. No se presentaron pérdidas al seguimiento. E!
codige de asignacion de grupo fibronectina o control fue abierto al terminar el analisis

interim, al completar el 50% de la muestra, por criterios estadisticos.

El contrel de error alfa por funcién de consumo de o y método secuencial agrupado de
O’Brien-Fleming establecen las fronteras de aceptacién y rechazo de hipélesis nula de
acuerdo a los valores de la prueba estadistica primaria (X%), Para la interprefacién de los
niveles de significancia de acuerdo a estos métodos Se presentan las fronteras asi como los
valores obtenidos en el estudio tanto para la comparacion de grupos por prueba de X, por
método de O'Brien-Flemuming (figura 20) y por funcién de consumo de o (figura 21), como
para la comparacién de grupos de tratamiento por andlisis de sobrevida (Log-Rank,
distribucién de X° con un grado de libertad para la comparacién de 2 grupos v 3 grados de
libertad en las comparaciones de 4 grupos, figura 21).

Figura 20. Fronteras de significancia para rechazo de hipotesis nula por O’Brien-Fleming:
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Leos puntos seiialan los datos del estudio en sus diferentes momentos. En el ¢je X, n representa
la fraccién del tamafio muestral; en el eje Y se representa el valor de la prueba estadistica
principat (X?). Las lineas s¢fialan las fronteras de rechazo de hip6tesis nula; la frontera negativa
al 50% de la positiva. Las fronteres son discretas con valores criticos derivados de (n}(X /%) =
P(N,ct) para un ¢=0.05 y N=4
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Figura 21. Fronteras de significancia para rechazo de hipétesis nula por funcién de
consumo de o Comparacién de grupos por X%,
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Los puntos sefialan los datos del estudio en sus diferentes momentos. En el eje X, t representa la
fraccidén del tamafio muestral; ¢n el eje Y se representa el valor de la prueba estadistica principal
(X®). Las lneas sefialan las fronteras de rechazo de hipétesis nula; Iz frontera negativa al 50%
de la positiva.

Figura 22. Fronteras de significancia para rechazo de hipdtesis nula por funcién de consumo de
o Comparacitn de grupos por anélisis de sobrevida (Log-Rank).
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Los puntos sefialan los datos del estudio en el andlisis al 50% de 1a muestra. En gris se muestra
el valor de la comparacién entre grupos de tratamiento (1 grado de libretad, v=1}. En negro se
muestran los valores para la comparacién entre grupos de tratamiento por género y nivel de
fibronectina al ingreso (3 grados de libertad, v=3). En €l ¢je X, t representa la fraccién del
tamario muestral; en ef eje Y se representa el valor de [a prueba estadistica (X%).
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En el andlisis por potencia condicionada, bajo 1a hip6tesis nula, se encontraron valores
muy bajos de poder para la comparaci6n entre grupos de tratamiento por andlisis de X2
{16%); para el analisis de sobrevida, para la comparacién simple de los 2 grupos la
probabilidad fue de 19% (figura 23a). En el estudio de sobrevida con subdivisién de
los grupos por género y por concentracion de fibronectina inicial por punto de corte
en 80 mcg/ml los valores de potencia condicionada fueron respectivamente de 63.5% vy

98.9% para el rechazo de hipétesis nula dades los datos actuales. (Figura 23b)

Figura 23a. Fronteras de potencia condicionada por nivel de probabilidad para v=1
Comparacion de grupos por X y analisis de sobrevida (Log-Rank).
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Los puntos sefialan los valores obtenidos del estudio en la comparacion entre grupos en e}
andlisis al 50% de la muestra,
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Figura 23b. Fronteras de potencia condicionada por nivel de probabilidad para v=3
Comparacién de 4 grupos por andlisis de sobrevida (Log-Rank).
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Los puntos sefialan los valores obtenidos del estudio en la comparacién entre grupos en ¢l analisis al
50% de la muestra,

Se di6 seguimiento a los pacientes desde su inclusién hasta su egreso o defumcién. Todos los
pacientes recibieron la atencidn clinica, antibiticos, agentes farmacolégicos vy
hemederivados apropiados a sus necesidades individuales. Se requirit de maniobras fuera del
protocolo en los 3 casos de suspension referidos previamente (administracién de

hemoderivados y/e inmunomoduladores).

Durante protocolo se dio seguimiento clinico a todos los pacientes, durante v posterior a la
administracién del tratamiento, para la deteccion de efectos colaterales o adversos atribuibles
a la manjobra: reacciones alérgicas (manifestaciones cutdneas, fiebre, dolor, efc), cambios
ventilatorios o hemodindmicos por efectos de infisién de volumen o alblimina, ¢ alteracién

en parametros hematoldgicos y bioquimicos, No se registré ningiin caso de efecto colateral.

El estudio fue detenido por criterios del analisis administrativo (realizado posterior af andlisis

estadistico), secundario a fracaso en la tasa de captura.

Eficacia de la fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de nifios hipofibronectinémicos
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CAPITULO IV: DISCUSION

El trauma, los procesos infecciosos y la desnutricién son patologias frecuentes en nuestro medio.
Las caracteristicas comunes en estas diferentes patologias incluyen la frecuencia de morbilidad
asociada a sobreinfecciones o complicaciones del evento séptico (choque, falla orgénica multiple
y mortalidad) y la alteracién de los mecanismos de defensa mmuncldgica, enire ellos, Ia
hipofibronectinernia. La seleccidn de los 3 estratos diagnésticos para el estudio se basa tanto en
su frecuencia como en las caracteristicas comunes mencionadas v no en la intencion de
compararlos entre si; consideramos Ia estratificacién al disefio para controlar las diferencias

prondsticas y de comportamiento entre diferentes enfermedades.

En nuestro estudio la incidencia de hipoffbronectinemia en pacientes con criterios clinicos de

enfermedad grave (frauma severo, desnuiricién de tercer grado o sepsis) fue mayor al 50%

(54.7% global, 40% para el estraio de trauma, 58.8% para el estrato de sepsis ¥ 58.3% de jos

pacientes del estrato de desnutricién), contrastando con frecnencias mas altas reportadas en otros

estudios (73% en pacientes de trauma'' y hasta 100% en pacientes con desnutricién™ y

quemados™). Esta diferencia puede estar dada por varios factores, incluyendo:

1. Las patologias incluidas y las edades de los pacientes: la mayoria de los estudios reportados
incluyeron adultos con trauma mayor y sepsis.

2. El comportamiento de la hipofibronectinemia, donde ha sido descrito que ésta no se
desarrolla inmediatamente posterior a un evento desencadenante, sino que, aunque puede
presentarse desde las primeras 12 hrs™ en aproximadamente 50% de los pacientes, s¢ ha
registrado su deteccion hasta después de 7 dias de internamiento’’. En este estudio no se dio
seguimiento seriado a todos los pacientes con critetios clinicos y primera deteccion de
fibronectina en limites de referencia.

3. La determinacién en si de las concentraciones de fibronectina (diferentes métodos de
procesamiento, cuantificacién sérica vs plasmatica, formas de almacenamiento v prevencion
de precipitacién y proteolisis) y los posibles factores que alteran esta medicién (p.e. en
pacientes criticos heparinizados, la presencia de heparina en el plasma induce cambios
conformacionales de la molécula de fibronecting, lo que puede influir en determinantes
antigénicos)™.

4. Las diferencias en los puntos de corte para definir hipofibronectinemia.

Eficacia de la fibronectina como coadyuvante en el tratamicnto de nifios hupofibronecimémicos
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Es dificil establecer puntos de corte para definir hipofibronectinemia clinicamente significativa.
Las concentraciones plasmdticas presentan una dispersién muy amplia y estas concentraciones
pueden no necesariamente reflejar la actividad tisular de la proteina, de forma tal que diferentes
autores han establecido diferentes puntos arbitrarios como criterios de inclusion! ™14,
Nuestras incidencias fueron obtenidas tomando en cuenta los valores de corte para
hipofibronectinemia propuestos en material y métodos, aunque nuestros resultados sugieren que
éstos valores pueden ser maygres a un punto de corte clinicamente significativo. Se selecciond el
punto de corte para diagnostico de hipofibronectinemia por primer cuartil de acuerdo a la
distribucién de los resultados obtenidos del estudio preliminar realizado en pacientes sanos™. La
seleccidn del primer cuartil (Q1 6 valores <75% de la media) han sido empleados por otros
antores'! en el estudio de fibronecting. La seleccién de este punto de corte, sin embargo, pertite
la inclusion y tratamiento de pacientes con niveles bajos “normales™, con la posibilidad tanto de
diluir los resultados al incluir una poblacién que puede no recibir beneﬁcfio adicional del
tratamiento, como la posibilidad también de “sobretratar” y llevar los valores de fibronectina
plasmatica a niveles supranormales. Aunque se ha postulade en medelos animales Ia posibilidad
de que el incremento de niveles de fibronectina fuera de parfmetros de referencia puede ser
perjudicial®’, esto no se ha corroborado en estudios en humanos atin con incrementos >200%. En
este estudio el aumento méximo en las concentraciones de fibronectina fue de 106% *+ 109, con
una mediana de 74% y un incremento méximo de 380% con respecto a los niveles de
fibronectina de ingreso. En ningiin caso las concentraciones plasmdticas superaron 1os niveles
miéximos normales de referencia (maximo alcanzado al dfa 5 de tratamiento = 1.55 valores Z de

fibronectina para la edad).

En el andlisis del estado basal de los grupos las diferencias encontradas son minimas y no son
clinicamente significativas. Se concluye que existe una adecuada comparabilidad en el estado
basal entre los grupos de tratamiento.

En la descripcion de la poblacién estudiada destacan algunos aspectos clinicos relevantes para

generalizacion de resultados:

s Edad: La poblacién incluida fué predominantemente menor de 5 afios de edad (35.7%);
77.15% del grupo fue menor de 3 afios de edad y 48.6% menor de 1 afic de edad. Esto
probablemente representa una poblacién de mayor riesgo de fenémenos infeceiosos y de
complicaciones de fos mismos.

s  Estado nutricional: Tanto las medias como las medianas de la relacién talla/edad para la

poblaciépn general se encuentran per debajo de los criterios de normalidad de acuerdo con

Eficacia de la fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de nifios hipofibronectinémicos
con sepsis, desnutricién o trauma severo



Discusion, 60

las tablas de la NCHS; sin embargo los valores de ia relacién peso/talla no cumplen criterios
de desnutricién aguda en ninguno de los grupos al excluir el estrato especifico de
desnutricion.

En el estrato de desnutricion, el porcentaje de pacientes con desnutricién tipo Kwashiorkor
es alto, principalmente en el grupo FBN (57.1% vs 33.3% en el grupo control).

En ¢] estrato de trauma se verifica que todos los pacientes se presentaron con criterios de
trauma grave {Score de Tepas <5) y en periodo agudo, con tiempos de evolucién <1 dia,

En el estrato de sepsis, el mimero de ctiterios positivos fue en promedio de 4, predominando
fas distermias, la taquipnea, las alteraciones de cuenta leucocitaria v las manifestaciones
clinicas inespecificas.

En relacién a los signos vitales registrados al momente de la inclusion, en mas del 50% de
los casos el valor reportado para frecuencia cardiaca, tensién arterial o temperatura se
encontro dentro de los pardmetros de referencia parz la edad. En contraste con o descrito
en la liferatura, el parfmetro clinico més fiecuentemente reportado fuera de los valores de
referencia para la edad fue la frecuencia respiratoria y no las alteraciones de frecuencia
cardiaca. Este comportamiento se conserva en los diferentes estratos diagndsticos,
predominando Ja polipnea y un mayor porcentaje de pacientes con distermias (75 y 55%
para fos grupos FBN y control respectivamente) en los pacientes con sepsis mientras que en
el grupo de desnutricion predomina la hipotermia como manifestacién de infeccién. Se
reportaron valores de critetio de gravedad tnicamente en 5 pacientes: 3 casos de bradicardia
(2 casos grupo FBN {11.1%) y 1 caso grupo contrel (5.9%)) y 2 casos de hipotension (1 por
grupo, <6% de Ia poblacién de cada grupo).

En el andlisis de resultados la respuesta de variables de impacto por grupo de fratamiento

destaca:

De los pacientes hipofibronectinémicos, entre los pacientes no tratados (grupoe control), la
frecuencia de fallas terapéuticas fue de 29.4%, en contraste con la frecuencia observada en
el grupo de tratamiento (5.6%). (diferencia de 23.8%, con 1Cose, 0.01 — 50%).

La disminucion en el riesgo relativo de falla terapéutica en el grapo de tratamiento es
clinicamente relevante (8§1%).

La probabilidad de desarrollar falla terapéutica en el grupo control es 7.08:1 con respecio al
grupo fibronectina. Los riesgos de mortalidad, choque séptico y FOM fueron
respectivamente de 2.26, 3.64 y 5.23 veces mayores en el grupo control con respecto al

arupo FBN.

Eficacia de la fibronectina como coadyuvante en el tratamiento de nifies hipofibronecunémicos
con sepsis, desnutricién o trauma severo



Discusion, 61

¢ En el anilisis de sobrevida, con tiempo libre de falla terapéutica como variable
dependiente, se identificé una diferencia significativa (p=0.05) entre grupos de fratamiento a
favor del experimental,

* Al comparar el cambio en el porcentaje de riesgo de mortalidad entre la inclusién veldias
de estudio por grupo de tratamiento se encuentra diferenca estadisticamente significativa
(p=0.006): en el grupo FBN la diferencia media fue de disminucién vs en el grupo conirol,
donde la diferencia media fue de incremento,

La falta de precisién en los datos (ICgs, muy amplios) es atribuible al tamafio muestral.

Estos resultados coinciden otros reportes de la literatura, donde la diferencia en éxitos/ fallas
entre los grupos de tratamiento y control ha sido cercana al 30% (Sandberg, sobrevida de 87%
vs 56%" en pacientes desnutridos; Stevens, 75% vs 42%% en pacientes sépticos; Fredell, 84%
vs 52% en pacientes desnutridos), o donde se reporta incremento en la curva de sobrevida de

los pacientes™.

La frecuencia global de eventos de interés, 3 definciones (8.57% del total de casos), 4 eventos
de choque séptico (11.43% del total de los pacientes) y 5 eventos de falla orgénica mititiple
(14.28% del total de los pacientes) fue menor en conjunto a otros valores reportados, sin
embargo esto engloba los 3 estratos diagnésticos establecidos.

Para FOM en poblacitn de pacientes pediétricos criticamente enfermos se reportan frecuencias
globales de aproximadamente 27%, generalmente establecida denfro de Ias primeras 72 hrs y
con una mortalidad en los primeros 7 dias del 50-55%. En nuestro estudio se registré una
frecuencia global de eventos de FOM del 14.28%, con una mertalidad asociada del 60%, sin
embargoe, al analizar independientemente los estratos diagndsticos se encuentran diferencias
importantes: entre los pacientes con desnutricién se registr6 una frecuencia de FOM global de
23.08% (14.3% de los pacientes del grupo experimental vs 33.3% de los pacientes del grupo
control), con una mortalidad global asociada del 66%. Entre los pacientes con diagndstico de
sepsis se registraron 2 eventos de FOM (11.77% del total de pacientes), ambos en el grupo
control (22.2% del grupo), con una mertalidad asociada del 50%. No se registraron eventos exn el
grupo de trauma. El establecimiento de la FOM en nuestro estudio fue més tardio comparado
con lo habitualmente reportado; se registré un solo caso de diagndstico dentro de las primeras 72
hrs de estancia intrahospitalaria (paciente séptico, grupe control), mientras que en los otros 4
casos ¢l diagndstico de FOM se establecid alos 5, 7, 8 y 8 dias de seguimiento {paciente séptico
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del grupo control, paciente Kwashiorkor del grupo FBN, paciente desnutrido marasmético del
grupo control y paciente Kwashiorker del grupo control, respectivamente). Asi, aparentemente,
aunque el nimero de casos es pequeflo para conclusiones definitivas, los casos de sepsis en
nuestro grupo desamollaron FOM més tempranamente que los apcientes desnutridos; el
establecimiento de la FOM en los pacientes desnutridos parece ser més tardio de lo reportado
para pacientes en general. En los 3 casos asociados a defuncidn ésta se registrd dentro de los
primeros 7 dias posteriores al diagnéstico de FOM, sin embargo més tempranamente de lo
habitualmente reportado: en ! caso en las primeras 24 hrs (paciente con desnutricidn
Kwashiorkor, grupo control); en 1 case 2 dias posteriores al diagnéstico (paciente séptico, grupo
controf} y en un caso 4 dias después {paciente con desnutricién Kwashiorkor, grupo FEN). En
relacién al nimero de drganos y sistemas con falla, en los pacientes que fallecieron fie de 5
sistemas en 1 paciente (desnufricién tipe Kwashiorkor, grupo FBN, con afeccion en érden
cronolégico gastrointestinal, hepética, respiratoria, hematologica y cardiovascular) v de 3
sistemas en 2 pacientes (ambos grupo control, un paciente, desnutrido Kwashiotkor, con
afeccién hematoldgica, respiratoria y cardiovascular, y un paciente séptico con secuencia de falla
neurolégica, cardiovascular y respiratoria) en confraste con 2 sistetnas afectados en los 2
pacientes que sobrevivieron (ambos grupo control, un paciente séptico con fafla hepdtica y
hematol6gica, ¥ un paciente desnutrido marasmatico con falla hematolégica y cardiovascular).
Ast, la mortalidad en nuestros pacientes también correlaciond con el mimero total de 6rganos

afectados v se asocia més frecuentemente con falla de los sistemas respiratorio v cardiovascular.

Se registrd una frecuencia global de eventos de choque séptico del [1.43%. De éstos, los 4
eventos se presentaron en el estrato de desnutricion (40% del total de pacientes del estrato), 1
evento ent el grupo experimental (14.3% de los pacientes desnutridos en grupo FBN) ¥ 3 eventos
en el grupo control (50% de los pacientes del estrato ¥ grupo), No se¢ registraron eventos de
choque séptico entre los pacientes del estrato de sepsis, probablemente secundario a un manejo
mis temprano o agresivo dado que Ia sintomatologia es més evidente que la que habitualmente

presenta el paciente desnutrido, en quienes predominan los datos sutiles e inespecificos.

En relacion a las defunciones, la mortalidad global fue de 8.57%. En el grupo de pacientes con
desnutricién la mortalidad fue del 15.39% (14.3% de los pacientes del grupo FBN y 16.7% del
grupo control). En ef grupo de sepsis la mortalidad global fue del 5.88% (1 caso, en el grupo
control —11.1% del grupo-). En los 3 casos de defuncién coexistid falla orgénica miltiple y en 2
de ellos, choque séptico {ambos en pacientes desnutridos tipe Kwashiorkor).
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Al analizar las fallas terapéuticas por estrato diagnéstico se encuenira que del total de fallas:

* 4 (66.7%) se presentaron en el grupo de desnutriciém: 4 fallas terapéuticas en 13
pacientes aleatorizados = 30.8% del estrato diagndstico (Grupe FBN = 14.3%, vs grupo
control = 50%);

* 2 (33.3%) se presentaron entre los pacientes con sepsis: 2 fallas terapéuticas en 17
pacientes aleatorizados = 11.8% del estrato diagndstico (Ambas en grupo control, 22.2%
del grupo); ¥

* 1o hubo fallas terapéuticas en los pacientes de trauma.

Ha sido documentado en varias ocasiones que el ayuno y la desnutricién per sé condicionan
disminucién en las concentraciones de fibronectina®, (probablemente por reduccién en la
sintesis) y algunos estudios, principalmente en modelo animal, han demostrado que la asociacién
de ayuno y/o desnutricién con sepsis aumenta los efectos deletereos asociados a
hipofibronectinemia®. En términos generales, los eventos de interés se presentaron en el grupo
de pacientes desnutridos con proceso infeccioso (RM 6.29 con intervalo de confianza al 95%
0.94241.97; RR 4.36 con IC95% 0.94 a 20.36) (p=0.063). '

Dentro del estrato de desnutricion, donde se present6 la incidencia de fallas terapéuticas més
alta, es relevante sefialar que, de los 4 pacientes con falla, 3 (75%) presentaron desnutricion tipo
Kwashiorkor. La frecuencia global de falla terapéutica en los pacientes con desnuiricion tipo
Kwashiorkor fue del 50% (3 fallas de 6 pacientes incluidoes). Al subdividir estos pacientes por
grupo de tratamiento encontramos en el grupo de FBN hubo 1 paciente con falla de 4
aleatorizados (frecuencia de falla terapéutica, choque séptico, FOM y mortalidad 25%), mientras
que los 2 pacientes aleatorizados con este tipo de desnutricién al grupo conirol, presentaron falla
terapéutica (ambos choque séptico y FOM (100%), 1 defuncidn (50%)). Por otro lado, de un
total de 7 pacientes incluidos con desnutricion marasmética, tinicamente uno (14.3%) presentd
falla terapéutica, {uno de 4 pacientes marasmdticos (25%) del grupo confrol, cen choque
séptico). Los pacientes con desnuiricidn tipo Kwashiorkor presentaron 1a falla terapéutica en los
primeros 10 dias de hospitalizacién, mientras que el paciente con desnutricion marasmética
presentd choque séptice en el dia 21 de hospitalizacion, con sepsis por germen intrahospitalario.
Los 4 pacientes desnutridos con falla terapéutica ingresaron con niveles de fibronectina
<75mecg/ml. Aunque €l niimero de pacientes es pequefio para establecer conclusiones definitivas,
clinicamente [lama ia atencién la diferencia en comportamiento. En el estudio de Sandberg™ se
reporta una mortalidad de 14 y 13% respectivamente en los pacientes marasmadticos y
Kwashiorkor tratados con fibronectina vs 41% de mortalidad en el grupo control de pacientes
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Kwashiorkor (no se reporta para pacientes marasmaticos en grupo control por nfimero
insuficiente de pacientes para conclusiones) y se reporta la principal incidencia de mortalidad

durante la primera semana de tratamiento,

En el andlfisis multivariado se identifican como variables independientes de mayor peso para ka
prediccion de falla: el grupo de tratamiento, género, estrato diagnéstico, nive] de fibronectina al
ingreso, riesgo de mortalidad al ingreso y edad (modelo predice 94.3%, p=0.0003). Esta tltima
variable se elimina en el andlisis de riesgos proporcionales de Cox (p=0.009). En este grupo de
variables, 1lama la atencién especialmente la inclusion del género como variable predictora. A
pesar de que en pediatria se ha identificado ¢l mayor riesgo del sexo masculino para falla y
defincién, esto ha sido reportado generalmente para el grupo neonatal y, en nuestro
conocimiento, esto no ha sido descrito para pacientes mayores. Al utilizar género como variable
de agrupacion se identifica que el efecto de fibronectina es particularmente mayor en el género
mascubine, creando 4 grupos con comportamiento identificablemente distinto: masculino grupo
placebo, femenino grupo placebo, mascutino grupo FBN y femenino grupo FBN; el efecto de
Ia maniobra lleva al grupo de pacientes masculines de un riesgo basal del falla >60% en
pacientes con FBN inicial baja (masculinos + placebo) a un riesgo basal de falla similar al del
grupo de pacientes femeninos control y Ileva al grupo de pacientes femeninos de un riesgo basal
de falla >40% a un riesgo préicticamente de 0. Esta diferencia en comportamientos entre los 4
grupos es también estadisticamente significativa en el andlisis de sobrevida (p=0.02).

Durante el estudio clinico se observé que las variables de interés (FOM, choque séptico o
defuncion) se presentaban principalmente en pacientes con niveles de fibronectina al ingreso de
<80 meg/ml independientemente de la edad, (sensibilidad 83.33%, especificidad 95.65%,
RM=15.71 (ICss, 1.56 a 15821 para determinar falla terapéutica). Al introducir la
concentracion plasmdtica de FBN inicial a los modelos multivariados ésta no se identifica como
variable predictora al darle manejo como variable continua; sin embargo es identificada al
introducirla como variable dicotémica con punto de corte en 80mcg/ml (Valor de Exp(B)
1467.17 en regresion logfstica, 4328.64 en modelo de Cox). Al realizar las curvas ROC se
identific6é un nivel estadistico de 77.5 para una sensibilidad y especificidad maximas. Llama la
atencién que al realizar curvas ROC para identificar un punto de corte con sensibilidad v
especificidad similares pero en base a los niveles de fibronectina estandarizados para 1a edad por
valores Z, no s¢ encuenfra un valor de corte satisfactorio. Esto obliga a reconsiderar los
parametros de referencia empleados en el estudic para diagndstico de hipofibronectinemia

clinicamente significativa.
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Del total de 95 pacientes elegibles iniciales que cumplieron criterios clinicos de gravedad, 18
(19%) tuvieron niveles de fibronectina <80mcg/ml, v de ellos 11 (61%) presentaron eventos
clinicos graves, mientras que solamente 5 pacientes de 76 (6.5%) con fibronectina inicial
>80mcg/ml los presentaron. (p<0.001). La mortalidad entre los pacientes incluidos, con FBN
inicial <80meg/ml fue de 16.67%.

Este punto de corte permite una mejor identificacién los pacientes con iayor riesgo de
desarrollar eventos clinicos graves. De igual forma parece que los efectos protectores de la
maniobra experimentat son de mayor relevancia en esta poblacién:

+ Dentro del grupo de pacientes con valores de fibronectina <80mcg/ml, la frecuencia de
fallas terapéuiticas fiie del 20% para el grupo FBN vs 57.1% para el grupo control.
(Reduccién del riesgo en 65%; RM 5.3)

« El incremento en el riesgo de mortalidad (inclusién vs dia 5) en este grupo de pacientes
{fibronectina <80mcg/ml) fue de 9.5% promedio para el grupe control vs 0.3% en el grupo
FBN. Entre los pacientes con fibronectina Ia ingreso >80meg/ml hubo disminucién en et
riesgo de morialidad tanto en €l grupo FBN como en control,

¢ En el andlisis de Kaplan-Meier se encuentra diferencia estadisticamente significativa
{p=0.01), con diferenciacién clara en 4 lineas al subdividir los grupos de tratamiento de
acuerdo al punto de corte de fibronectina inicial en <80mcg/mi; se identifica como grupo de
mayor riesgo de falla a los pacientes con FBN <80mcg/ml del grupo control vs un méximo
de éxitos en el grupo FBN con FBN inicial >80meg/ml.

El comportamiento y valor prondstico de este punio de corte de fibronectina al ingreso fire

similar en los estratos diagnésticos de sepsis y desnutricién (no se registraron pacientes con

nivel de FBN inicial <80meg/mi en el estraio de trauma).

Estos datos sugieren que el efecto de Iz maniobra (FBN) es la disminucién del riesgo de

mortalidad especificamente en el grupo de pacientes con fibronectina inicial <80mcg/ml.

En base a lo anterior, consideramos que un punto de corte de fibronectina inicial <80meg/tnil
define en forma &ptima los pacientes con mayor riesgo de falla (utilidad pronostica) y por tanto
de beneficio potencial del tratamiento. Este punto de corte es menor a lo propuesto en general
por otros autores, tanto para poblacion adulta como pedidtrica, donde el minimo sugerido ha

sido de <100meg/ml™ (los mismo autores inicialmente propusieron <I50mcg/mi®,
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disminuyendo su valor de corte en estudios posteriores). Se debe, sin embargo, seleccionar el
valor de concentracion de fibronectina plasmética de acuerdo a los objetivos clinicos en
diferentes sitizaciones, dependiendo de si se requiere un incremento en Iz sensibilidad (y por

tanto incrementar el valor de corte) o especificidad.

Nuestros resultados apoyan €l valor pronéstico de los niveles de fibronectina Esto ha sido
descrito ademds en multiples estudios, abarcando un espectro amplio de patologias (sepsis,
trauma, quemados, desnutridos) y diferentes puntos de corte; en general se describe uma
correlacién de mayor gravedad de la lesibn o sepsis con mayor deplecion de

{ibrone ctina 13,57,60,63,66,67,68,69,70,71,72,73,74,75

Existe una tendencia sugestiva de correlacion significativa entre las concentraciones de FBN al
ingreso y los valores de riesgo de mortalidad por PRISM (r=0.31, p=0.07) a pesar del tamafio
muestral y asociado probablemente a 1z alta dispersién de los valores de riesgo de mortalidad; no
se encontrd diferencia significativa en el riesgo de mortatidad entre los grupos de tratamiento a
pesar de la diferencia clinica en resultados. Se encomird correlacion estadisticamente
significativa entre las concentraciones al ingreso de FBN vy Ia falla terapéutica; al manejar la
variable de FBN como continua la comrelacion fue de r=-0.357 (p=0.0357) mientras que ai
manejarke en forma dicotémica con punto de corte en 80meg/ml la correlacion fue de r=0.47
(p=0.604).

Se desconoce la mayoria de los factores involucrados en el metabolismo de la fibronectina
soluble. De igual forma, el mecanismo exacto de generacién de hipofibronectinemia se
desconoce, planteindose en general tanto fa disminucion en la sintesis como el aumento en el
catabolismo como causas mds probables en la mayoria de los articulos. En adultos criticamente
enfermos con hipofibronectinemia se ha determinado que la vida media de esta proteina es
similar a la de los adultos sanos, lo que sugiere disminucién en las tasas de sintesis durante
enfermedad grave o distribucién extravascular de Ia fibronectina ™.

Consideramos relevante Ia posibilidad de que, en el paciente critico, la fibronectina plasmatica
no necesariamente refleja el nivel de concentracién ni actividad tisular de Ta misma, y que puede
existit una mayor redistribucion a tejidos més que disminucion en la concentracién corporal
total. Este fendmeno de disociacion entre las concentraciomes circulantes de protenas
mediadoras ¥ su activida tisular ya ha sido descrito para varias citocinas, tal como el TNF, cuya
actividad parécrina predomina en situaciones de esirés. Este fendmenoc puede explicar Ia falta de
correlacion entre las maniobras de suplementacidn y los niveles plasmaticos, asi como la falta de

correlacion eatre los niveles plasméticos al final del tratamiento y el resultado clinico. Esta
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hipétesis de consumo o secuestro tisular ha sido planteada en varios estudios y puede estar

apoyada por varios fendmenos de refevancia clinica en el paciente grave:

1y

2)

3)

)

5

La fibronectina participa en la cicafrizacion de heridas, coagulacion y depuracion
inmunolégica de detritus y agentes microbianos™, Las fiunciones de la fibronectina soluble
incluyen interacciones con multiples elementos de las cascadas inflamatorias, de la
respuesta inmune humoral y celular, con la matriz extracelular ¥ superficies celulares,
propias y microbianas, lo que promueve su desplazamiento fuera del espacio intravascular y
consumo incrementado en ef paciente critico™ .

La sintesis de la fibronectina, ademds de ser hepética, se realiza a nivel de células
mesenquimatosas, incluyendo fibroblastos y células del endotelio vascular’’; en el paciente
critico, principalmente en casos de lesién directa, podria predominar la alteracién de la
sintesis a este nivel™.

La fibronectina se libera directamente a nivel tisular en sitios de inflamacién, sintetizada por
neutedfilos activados, para sus funciones inmunolégicas™ y se encuentra en altas
conceniraciones en kquidos inflamatorios (p.e en drenajes de heridas quirirgicas™).

Tanto la fibronectina insoluble como la plasmdtica participan en mantener la integridad
microvascular a nivel tisular y la permeabilidad vascular™, fendmenos centrales en la
fisiopatologia del paciente critico en general. La fibronectina plasmitica puede ser
incorporada al pool tisular y modificar la permeabilidad vascular 2 través de sus efectos
reguladores en la adherencia de neutréfilos al endotelio vascular™.

La fibronectina tiene una marcada afinidad por los componentes del tejido comectivo;
ademés de sus acciones a nivel vascular, interactiia con las cadenas -1 de la coldgena™,
principalmente con sus formas desnaturalizadas —gelatina-, y se ha demostrado que,
probablemente por esta habilidad, se concentra en los sitios de trauma quirirgico™. Se ha
propuestc que por este mecanismo se presenta un importante secuestro de fibronectina a
tejidos lesionados por quemadura, que exponen un alto porcentaje de proweina
desnaiuralizada por calor *"®, De igual forma la fibronectina puede servir como
quimiotactico y anclaje para fibroblastos, estimulando su replicacién; este fendmeno estd
ligado probablemente a los eventos de cicairizacién y fibrosis. En nifios con infeccién por
pertussis fa hipofibronectinemia puede estar en relacién a su difusion y depésito en los
espacios bronquiales y alveolares para limitar Ia infeccién; gran partc de la fibronectina
detectada en los pulmones lesionados es de origen plasmdtico y en mencr proporcion
sintetizada localmente®™*. El descontrol de este proceso podria desencadenar fibrosis
pulmonar (reportada p.e en pacientes con broncodisplasia pulmonar).
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6) La fibronectina se incorpora en la fibrina durante el proceso de coagulacién™ (por esta

8)

razén las concentraciones séricas son menores a las plasmaticas). En el paciente critico,
ademés de eventos de coagulacién intravascular diseminada puede haber activacién de
cascadas de coagulacion por mumerosas causas, La fibronectina interactia con el factor
XMlla y las cadenas o de la fibrina™.

Durante la activacién del sistema inmunolégico, principalmente de células T e inmunidad
celular general, en respuesta a algunas infecciones (p.e. Bordetella pertussis) se incrementan
las concentracionies de receptores para fibromectina™, o que también puede determinar
mayor disminucién de la fibronectina circulante.

Clinicamente se ha documentado que en los pacientes hipofibronectinemicos, tanto en los
que reciben suplementos de FBN como en los no tratados, existe generalmente una
recuperacién espontinea de las concentraciones de fibronectina en aproximadamente 3-4
dias *, sin evidencia documentada hasta ¢l momento de incremento en la sintesis hepatica.
Hay esmudios que reportan que de los pacientes hipofibronectinémicos, aquelfos que no
recibieron tratamiento presentaron recuperacitn espontinea de las concentraciones séricas
en 4 dias, mientras que en los que si lo recibieron alcanzaron niveles estables en 2 dias. La
falta de recuperacidn de las concentraciones plasméticas de fibronectina después de 72 hrs
se encuentra asociada a mal prondstico™ ¥. En estudios de plasmaféresis donde el volumen
intercambiado diariamente fue cercano al volumen total de plasma circulante se encontrd
que la tasa de disminucion diaria de fibronectina plasmatica (30-40%} fue mucho menor 2 Iz
esperada (50-60%). Esto sugiere que existe un flujo continuo de fibronecting desde ¢l
compartimento extracelular hacia el espacio intravascular, va sea por redistribucién o
sintesis™. Algunos estudios proponen que esta recuperacién de fbronecting refleja
liberacién de nueva proteina de células del endotelio vascular como sitio principal de

sintesis®™.

En este estudio en ambos grupos de tratamiento hubo un incremento estadisticamente

significativo entre las concentraciones al ingreso y las medidas al $to dia (p=0.001), sin

diferencia entre los grupos de tratamiento (p=0.6). Sin embargo, se realizo la determinacion de
fibronectina a la inclusién y dfa 5 finicamente, por lo que en la segunda determinacién se puede
haber presentado ya este fendmeno de recuperacién v a ello atribuirse la falta de diferencia

estadistica significativa en los niveles de fibronectina entre los grupos de atamiento al finalizar

1a maniobra.
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En nuestro estudio no se realizaron estudios de cinética; llama la atencién clinicamente que entre
de pacientes con sepsis la hipofibronectinemia se detectd con mayor frecuencia entre aquellos
nifios con foco enteral (gastroenteritis) mas que en cualquier otro grupo, por lo que no

descartamos mayores pérdidas o secuestro a este nivel.

A pesar de que las concentraciones de fibronectina al final del esquema de tratamiento fueron
similares en ambos grupos de tratamiento, el riesgo de falla terapéutica fise casi un 25% mayor
en el grupo control. Esto puede deberse, como se comentd, a la accién a nivel tisular de la
fibronectina, probablemente predominantemente en los pacientes en los que no habria
recuperacion espontinea de las concentraciones circulanies. El @inico paciente con falla
terapéutica en el grupo FBN no presenté ¢l incremento esperado en el nivel de FBN (60 inicial
vs 100 meg/ml al dia 5, adn por debajo de niveles para edad); sin embargo, ¢l incremento
promedio de FBN en los pacientes con falla del grupo control fue de 97.5 a 190.6 meg/ml, por lo

que no contamos con suficiente evidencia para apoyar esta tiltima observacion.

En ¢l paciente desnutrido o criticamente enfermo sometido a ayuno las deficiencias de vitaminas,
principahmnente A, y del aporte de carbohidratos pueden también ejercer influencia significtiva en
¢l desarrollo de hipofibronectinemia cuantitativa y probablemente cualitativa. La vitamina A
controla tanto la tasa de sintesis de la cadena polipeptidica de la fibronectina a través de su RNA
mensajero como la tasa de su glicosilacién (necesaria para su funcisn)™. Esto obliga 2
profindizar en el estudio de los cofactores necesarios para la actividad de Ia fibronectina antes

de descartar su uso por faita de respuesta en algunos grupos de pacientes.

Ademés de lo ya abordado para fibronectina, es de hacer notar que las cifras de algunos
parametros de laboratorio (albiimina, complemento), se elevaron tanto en el grupo experimental
como en el grupo conirol. A pesar de que la dosis diaria administrada de albémina fue pequefia y
de que ésta tiene una vida media relativamente larga, se encontrd diferencia entre las
concentraciones al ingreso y dia 5; sin embargo el incremento porcentual fue significativamente
mayor en el grupo FBN (p=0.006 vs 0.08). Esto ha sido reportado por otros autores'™'>',
refirfendo que existe evidencia de que la fibronectina actila promoviendo la sintesis protéica
general, cuando menos en el paciente desnutrido severo”. La diferencia significativa en los
niveles de fibrindgeno al término de la maniobra son directamente afribuibles al uso de
crioprecipitados en el grupo experimental. Las concentraciones de fibronectina al ingreso

cotrelacionan significativamente con los valores de fibrindgeno, TNF y complemento y se
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encuentra tendencia sugestiva de correlacion con los dias de estancia intrahospitalaria (p=0.08,
r=-0.29)

El objetivo secundario del estudio fue establecer la correlacion entre los niveles de fibronectina
y los de TNF e IL-6, con una hipétesis alterna de correlacién negativa. Se encontré comrelacion
negativa estadisticamente significativa entre las concentraciones de fibronectina al ingreso y las

de factor de necrosis tumoral. No se encontrd correlacion con interleucina 6.

La fibronectina ha demostrado tener buena correlacién con componentes del complemento v
factores de la coagulacion en otros estudios™'****! L actividad de opsonizacién y wmién de
fibronectina a complemento puede explicar ka disminucion de ambas proteinas por consumo y de
igual forma mantener Ia correlacion con factores de fa coagulacion. Las principales comrelaciones
entre pardmetros de laboratorio se encuentran entre los niveles de complemento, factor de
necrosis tumoral (TNE), albimina y fibrinégeno.

La correlacitn entre Jos niveles de alblimina y estancia intrahospitalaria (EIH) pueden atribuirse
al menos parcialmente a que los pacientes desnutridos, grupo en el que predomina Ja
hipoalbuminemia, requirieron de periodos mas prolongados de hospitalizacién (Pacientes
desnutridos en grupo FBN se registré una EIH de 26.4£16 dias (mediana 25); pacientes del
gropo control: 47.7+31 dias (mediana 51.5)).

Existen mitltiples factores que modifican e efecto del tratamiento con fibronectina:

o Ladiferencia de efectos en diferentes patologias y edades.

» Los diferentes esquemas de tratamiento, considerando tanto dosis, frecuencia y duracién
del mismo, como la diferente actividad de los suplementos de fibronectina
(crioprecipitados vs suplementos purificados).

s En cuanto a la actividad de los suplementos purificados, se debe reconocer la probable
variabilidad o deficiencia en la actividad de funciones especificas y a las cuales se
atribuyan los efectos ¢linicos de la fibronectina.

s Cuando se administra la fibronectina a través de crioprecipitados, se debe plantear la
probabilidad de que existan cofactores o interrelaciones entre diferentes elementos del
mismo crioprecipitado, adem4s de considerar [as variables de altnacenamiento.

o Dado que el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y sus diferentes complicaciones

(inciuyendo choque séptico, falla orginica muiltiple y defuncion) son resultado en gran
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parte de cascadas de eventos inflamatorios, el momento del inicio de tratamiento puede ser
critico en cuanto al resultade o efecto de las diferentes maniobras, principalmente de
aquellas encaminadas a modificar el fenémeno inmunoldgico.

e« En el paciente critico las diferentes comaniobras pueden representar diferencias

significativas en e] prondstico.

Lo anterior puede explicar cuando menos parcialmente las grandes diferencias en los resultados
publicados en la literatura. Por ofro fado, se debe tener en cuenta que, ademis de todos los
puntos anteriores que dificultan tanto el estudie de la fibronectina en si como Ia comparabilidad
de resultados, ésta es un 4rea dificil de investigacién, ya que no se han enconfrado modelos
animales z;.decuadamente comparables con el ser humano para su estudio basico (los modelos
animales utilizados en el estudio del sistema reticulo-endotelial tienen una respuesia de

fibronectina a la lesién diferentz)™ *

El mayor beneficio del tratamiento con fibronectina debe estar en el manejo de pacientes con
riesgos intermedios o altos de falla terapéutica (o desarrollo de eventos clinicos graves,
incluyendo mortalidad), principalmente si el incremento en el riesgo estd relacionade con
fenémenos inflamatorios o inmunologicos. En esta poblacién blanco optima, de acuerdo a los
resultados observados en este estudio se encuentran principalmente los pacientes desnutridos y

sépticos, masculines, con fibronectina inicial <80meg/ml.

En relacién a las particularidades del analisis interim, en la monitorizacién de datos de seguridad
se determind que la administracién de fibronectina a través de crioprecipitados puede realizarse
en forma segura por bolo intravenoso rdpido. En este estudio no se detectaron efectos colaterales

o intolerancia a la manicbra, confirmando lo ya descrito por otros autores”,

En cuanto al analisis estadistico, la falta de precision en los intervalos de confianza de diferentes
pardmelros estd dada por el tamafio muestral. En e andlisis secuencial agrupado los datos
presentan tendencia al cruce de la frontera de rechazo de Ho por beneficio de acuerdo al méfodo
de fincion de consumo de o« y O’Brien-Fleming en |a comparacién de grupos de tratamiento por
prueba de X2 en los estudios de sobrevida, se rebasa la frontera al generar los subgrupos per
género © por concentracién de fibronectina plasmética inicial, confumando la significancia
estadistica de éstos resultados conservando el control de error o . En el andlisis de potencia

condicionada se encuentran los valores por debajo de la frontera del 50% de probabilidad de
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rechazo de hipétesis nula en la comparacion simple entre grupos, mientars que se encuentra una
probabilidad del 63% al dividir por género vy del 99% de rechazo de hipdtesis nula al dividir dos
grupos de fratamiento por concentracion de fibronecting al ingreso con punto de corte en
B0meg/ml,
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

Bxiste adecuada comparabilidad en el estado basal de los grupos de tratarajento. Los resuliados

son generalizables de acuerdo a las caracteristicas clinicas de nuestra poblacién estudiada.

Nuestros resultados sugieren que la incidencia de hipofibronectinemia en patologias frecuentes
en la poblacion pedidtrica es alta. Al ingreso el 58.3% de los pacientes con desnutricién grave,
marasmitica o kwashiorkor, el 40% de los pacientes con trauma severo y el 58.8% de los

pacientes con sepsis presentaron hipofibronectinemia.

Es dificil establecer puntos de corte para definir hipofibronectinemia clinicamente significativa.
Nuestros resultados sugieren que los valores utilizados son mayores a un punto de corte que

identifique poblaciones con diferencias clinicamente relevantes.

La administracién de fibronectina en estos pacientes medianie crioprecipitados disminuye la
incidencia de eventos clinicos graves (reduccion hasta del 81%), principalmente [a falla orgénica
miiltiple (reduccién del 76.2%), e incrementa la sobrevida libre de falla terapéutica. El riesgo de
falla terapéutica fie 7.08 veces mayor en el grupo control; los riesgos por falla especifica fueron

de 2.23 para muerte, 3.64 para choque ¥ 5.23 veces mayor para FOM en el grupo control.

El comportamiento de la FOM difiere entre los estratos diagnésticos y con lo reportado en la
literatura.

El estrato diagnéstico con mayor riesgo de falla fue el de desnuiricién, principalmente entre los
pacientes con tipo Kwashiorkor. En el estrato de trauma el prondstico puede estar asociado a

otros factores {tamafio muestral insuficiente para obtener conclusiones).

Se confirma ¢l papel prondstico de las concentraciones plasmdticas de fibronectina al ingreso.
Principalmente en los pacientes desnulridos y séptico, la determinacién de un nivel de
fibronectina plasmética al ingreso <80mceg/ml confleva un riesgo para eventos de choque, FOM
o muerte de 15.7 veces mayor que los pacientes con niveles >80mcg/mi (tiesgo relativo de
evento clinico grave o falla terapéutica 9.58, p=0.012), en los pacientes con diagnéstico de base

de sepsis y/o desnutricién severa). En los pacientes con FBN inicial <80mcg/ml la incidencia de
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faila terapéutica fue de 57.1% en el grupo conirol vs 30% en el grupe FBN (reduccion del 65%),
con diferencia significativa también en las curvas de sobrevida (p=0.01).

Ademés de la concentracién de FBN como elemento pronéstico, nuestros resultados sugieren
que el género masculino es un factor pronGstico después del periedo neonatal. (RM general 9.5,

14.9 por modelo de Cox y 16.03 por regresidn logistica)

La poblacién identificada de mayor riesgo de falla y evento clinico de gravedad es
principalmente la de los pacientes mascalinos, con desnuiricién y/o sepsis, con concentraciones
plasméticas iniciales de fibronectina <80mcg/ml. Los resultados de este estudio son aplicables

principalmente a poblacién pediatrica <5afios.

La redistribucién a tejidos puede ser un mecanismo importante en la fisiopatologia de la
hipofibrenectinemia. Se desconoce el mecanisno exacto de accién de la fibronectina para

determinar estos efectos.

Se requiere de mayor estudio para determinar los posibles cofactores en el metabolismo y
fincién de fa fibronectina, tanto presentes en la preparacién para su suplemento (pe.
crioprecipitados) como a nivel plasmitico (pe. vitamina A) necesarios para optimizar su efecto

en pacientes criticos.

Por lo anterior, consideramos que esta linea de investigacidn puede replantear los objetivos en
cuanto a la poblacién a la que se dirige (estrato de desnutricién y sepsis), asi como los valores
de punto de corte para determinar hipofibronectinemia clinicamente significativa, a fin de
sustentar los efectos clinicos de fa FBN y la magnitud de los mismos en la poblacion 6ptima o

con con méximo beneficio potencial del tratamiento.

Aunque Ja muestra de este estudio hasta el momento es pequefia y con un bajo nimero de
eventos de nterds, con lo que no se alcanza significancia estocastica mediante todas Jas pruebas
estadisticas de comparacién, consideramos que los resultados sugieren diferencias con un efecto
importante, corroboran un incremento en la sobrevida fibre de falla entre los pacientes tratados,
aportan informacién clinicamente relevante y permiten proponer nuevas hipétesis, ameritando

mayor estudio. Se sugiere completar el tamafio muestral calculado.
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GENERACION DE HIPOTESIS

1. Laadministracion de fibronectina ent pacientes criticos con hipofibronectinemia v patologias
comdrbidas puede distminuir la incidencia de eventos clinicos de gravedad (choque séptico,

FOM o mortalidad} asociadas a procesos infecciosos.

2. La probabilidad de realizar el disgnéstico de hipofibronectinemia puede estar relacionada
con ¢l momento en que se determina la comcentracion plasméitica de la misma,

principalmente en patologias aguda (p.e. trauma).

3. La concentracién plasmdtica de fibronectina en el paciente critico puede no reflejar sus

concentraciones carporales totales debide a una mayor distribuci6n tisular.

4. Los efectos clinicos descritos de la fibronectina pueden depender en forma directa o
indirecta de cofactores presentes en el crioprecipitado para su funcién (por lo que no se

documentaria este efecto en administracién de fibronectina purificada),

5. Hay diferencia prondstica en la sobrevida de los pacientes criticos y/o en la respuesta a las

maniobras terapduticas entre los péneros despuds del periodo neonatal.

6. La respuesta inflamatoria sistémica, sepsis y falla orgénica malfiple son eventos
multifactoriales vy complejos. La alteracién en las concentraciones de fibronectina
plasmatica es sélo uno de sus elementos. Se debe centrar la atencitn en ¢l fendmeno global
como un todo y la necesidad de tratamiento multifectorial simultineo para obtener
resultados que verdaderamente congrolen el desarrolio de eventos clinicos graves atribuibles

4 una respuesta inflamatoria descontrolada.
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CAPITULO VI: LIMITANTES DEL
ESTUDIO

La principal limitante del estudic radica en su bajo poder secundaric a un tamafic muestral
pequefio (Poder= 046, calculado para comparacién de proporciones y para prueba
estadistica de X° y de 0.59 para la comparacién de proporciones de grupos independientes,
en catergorias dicotémicas, a una cola). Se realizd nuevo céleulo muestral para un poder de
80%% con los datos actuales, obteniéndose una n requerida de 40 pacientes por grupo. En el
an4lisis secuencial agrupado no se cruza la frontera estadistica de rechazo de la hipotesis
nula para las pruebas estadisticas por X2, aunque se muestra tendencia al incremento del
valor de la prueba estadistica y al cruce de dicha frontera. Se alcanza significancia
estadistica con control de error « por método de consumo de o ent las curvas de sobrevida al
dividir los grupos de tratamiento por género y por concentracion de fibronectina inicial con
punto de corte en 80meg/ml. En las curvas de probabilidad por potencia condicionada se
cruza Ia fontera del 90% para la diferencia entre grupes de tratamiento por concentracion de

fibronectina inicial con punto de corte en 80meg/ml

Las conclusiones del grupo de fibronectina (experimental) son atribuibles al empleo de
fibronectina a ravés de crioprecipitados. No podemos extender dichas conclusiones al

empleo de FBN purificada.

Atribuimos los efectos clfnicos encontrados a la accién de la fibronecting, sin embargo
estamos conscientes de la posibilidad de que el crioprecipitado contenga otros elementos no
descritos responsables de dichos efectos (aunque no existe evidencia de otros componentes
del crioprecipitado con acciones inmunologicas) en forma directa o a través de actuar como

cofactores necesarios para la funcion de la fibronectina.
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ANEXO 1
A. SCORE PRISM (**
PARAMETRO GRUPQ DE RIESGO PUNTOS
LACTANTES MAYORES
Tensién arterial sistélica 130-160 150200 2
{mmHg) 55-65 65-75 2
>160 >200 6
40-54 60-64 6
<40 <50 7
Tension arterial diastélica >110 >110 2
Frecuencia cardiaca >160 >160 4
(latidos por minuto) <90 <80 4
Frecuencia respiratoria 61-90 51-70 1
(ciclos por minuto) >90 >70 6
Apnea Aprea 6
Pa02/FiO2 200-300 200-300 2
<200 <200 3
PaCO2 (mmHg) 51-65 51-65 1
>635 >G5 5
Glasgow <§ <8 6
Respuesta pupilar Anisocoria 6 midriasis | Anisocoria 6 midriasis 4
Fijas y midridticas Fijas y midriticas 10
Tiempo de protrombina > 1.5 veces control > 1.5 veces control 2
Bilirrubina_total (mg/d]) >3.5 en > | mes &
Potasio sérico (mEq/) 3.0-35 3.0-3.5 1
6.5-1.5 6.5-7.5 1
<30 <3.0 5
>7.5 >7.5 5
Calcio sérico {(mg/h) 7.0-8.0 7.0-8.0 2
12.0-15.0 12.0-15.0 2
<70 <70 6
>15.0 >15.0 8
Glucosa sérica (mg/dl) 40-60 40-60 4
250-400 250-400 4
<40 <40 -3
>4(0 >400 )
Bicarbonato sérico (mEq/i) <16 <16 3
>32 >32 3
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ANEXO 2.
Fecha

HOJA DE CONSENTIMIENTO

“EFICACIA DE FIBRONECTINA COMO COADYUVANTE EN EL
TRATAMIENTO DE NINOS HIPOFIBRONECTINEMICOS CON
SEPSIS, TRAUMA SEVERO O DESNUTRICION.”

Este es un estudio de la utilidad de un suero, obtenido de la sangre, en el tratamiento
de nifios desnutridos, con infecciones, ¢ con traumatismos. El iratamiento consistira
en administrar suero cada dia por 4 dfas, aunado a los demas tratamientos de su hijo,
como antibiGticos, alimentacion mas conveniente, y todos los demis medicamentos
requeridos.

Queremos averiguar si el suero con proteina albimina es igual al suero con proteina
fibronectina; es decir, si hay mas resistencia a infecciones y menos complicaciones,
o ambos son iguales. Ofros estudios han meostrade que el suero con proteina
fibronectina puede ser mejor.

Las posibles complicaciones por el uso de sueros derivados de la sangre pueden ser
reacciones alérgicas o infecciones. No esperamos tener ninguna complicacion ni
riesgo por €l uso de sueros, ya gue en todos los Bancos de Sangre, y también en este
Instituto se efectian pruebas para saber si la sangre es segura ¥ no tiene infecciones.
Su nifio actualmente tiene baja Ia fibronectina en sangre, relacionado a su
enfermedad de base (trauma, septicemia o desnutricion) por lo que estard internado
hasta que se hayan resuelto sus problemas.

Haremos determinaciones de sangre y orina. Todos los datos que obtengamos seran
confidenciales, y solo serdn conccidos por los investigadores, nunca divulgaremos
esta informacién con nombres u otra identificacion que afecte a su hijo.

Si usted acepta participar firme abajo; si no desea participar puede negarse y recibird
de todas maneras Ia atencién acostumbrada del Hospital. Aunque este participando
usted puede retirarse del estudio cuando lo desce. Si o desea puede solicitar una
copia de este documento a cualquiera de jos investigadores responsables.

Atentamente

Dra. I Maulén. Dra. N. F.Revilla

Nombre del nifio

Nombre del responsable Firma
Testigo: Firma
Testigo: Firma
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ANEXO 3.
COMITES DE INVESTIGACION
A} COMITE DE MONITORIZACION DE DATOS Y SEGURIDAD

Las responsabilidades de este comité incluyen:

- La evaluacidn regular de los testimenes de reclutamiento, comparabilidad de los
grupos, oportunidad y exactitud de la recoleccién de datos, ndmero y naturaleza de efectos
adversos, tasas de mortalidad. Esta evaluacion se hard independiente de la comparacion de
tratamientos

- Realizar ¢l andlisis interim bajo las especificaciones sefialadas en el incise
comrespondienie y evaluar la consistencia de estos datos en forma interna {(entre las diferentes
variables primarias y entre subgrupos) y externa {(con otros estudios).

- Emitit recomendaciones de terminacién temprana del estudio si se rebasan los limites
preestablecidos de significancia estadistica y/o se cumple cualquiera de los criterios de
terminacion del estudio,

- El comité tendra l2 posibilidad de solicitar que se abra la codificacidn de asignacion de

grupo si asi considera conveniente.

B) COMITE INVESTIGADOR RESPONSABLE
Este comité estard infegrado por los siguientes miembros:
M Dra. Irene E. Maulén Radovan: Tutor del proyecto.
B Dra. Nuria Francisco-Revilla Estivill: Alumno, Investigador responsable de la
evaluacién clinica.
Las responsabilidades de este comité incluyen:

- Las decisiones clinicas ¢n referencia a la inciusion, exclusion y eliminacién de
pacientes, a la evaluacidn de las variables primarfas y secundarias y a la suspensién del
estudio.

- La evaluacién de las recomendaciones del comité de monitorizacion de datos y
seguridad

- La decisidn de romper el codigo de aleatorizacion

- E} analisis administrativo y de consideraciones de informacion externa

- La decisién tltima de [a terminacion del estudio
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