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RESUMEN DEL ESTUDIO

0. Tipo de solicitud
Estudio observacional.
1. Identificacion de promotor y direccion

Grupo de Estudio de la Intoxicacion por Paracetamo{GEIPA) formado por
los Servicios de Urgencias y Farmacologia Clinid&az, Hospital Universitario “La
Paz”.Hospital Universitario “La Paz”.

Paseo de la Castellana n°® 261. 28046 Madrid
2. Titulo del estudio

SOBREDOSIS AGUDA Y CRONICA DE PARACETAMOL EN POBLAON
PEDIATRICA: ESTUDIO PROSPECTIVO DE COHORTES PARA EMUAR LOS
FACTORES CLINICOS Y BIOMARCADORES PREDICTORES DE
HEPATOTOXICIDAD

3. Caodigo del protocolo: GEIPA-2012-01
4, Investigador principal y direccion: Dra. Elena Ramirez Garcia.

5. Punto de contacto:

Servicio de Farmacologia Clinica del Hospital
Universitario “La Paz.”

Pso de la Castellana n°® 261.

28046 Madrid

Tf: 917277215; 917277559

Fax: 917277559

6. Centro en los que se prevé realizar el estudio
Hospital Universitario “La Paz”
7. Tipo de estudio
Estudio de tipo observacional, de cohorte con ades:-control.

8. Comité Etico de Investigacion Clinica que evalta @studio

Siguiendo las directrices sobre estudios obsermat@s para medicamentos de

uso humano, el estudio sera evaluado por el Cdftiité de Investigacion Clinica del
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Hospital La Paz, cuya composicion es ya conocidergditada por el Ministerio de
Sanidad.

9. Fundamento

El paracetamol es el principal farmaco causantdatle hepatico agudo en
algunos paises como Estados Unidos, Reino Unidoog paises europeos. Uno de los
motivos es que no se dispone de un biomarcadorafie tepatico eficiente para
detectar lesién hepatica en fases tempranas. ®ltgga metabondmica (utilizando
espectrometria de masa y resonancia magnéticaanygbedria tener la capacidad de
identificar biomarcadores especificos de eventogerads y toxicidad en fases
tempranas. La valoracion del riesgo de hepatotaites dificil de evaluar en pacientes
gue no cumplen los siguientes criterios: que acetamn estadio tardio (> 24 horas tras
la ingesta), ingesta cronica de paracetamol, iagaguda en pacientes alcohdlicos,
ingesta concomitante de otros farmacos que pudtiaarda cinética del paracetamol y
pacientes con ingesta de formulaciones de paraoktden liberacion sostenida. El
desarrollo de biomarcadores de toxicidad por psaasa pudiera tener importante
implicacién clinica para los grupos de pacientegqueéenes no se pueda aplicar el
nomograma de Rumack—Matthew. La determinacion égosibiomarcadores que sean
especificos de la sobredosis por paracetamol paedriatil en la evaluacion de nifios
con fallo hepatico agudo de etiologia desconocatiemas de poder predecir la
aparicion de lesion hepatica en su fase precozotPorlado, es necesario realizar una
evaluacion de las intoxicaciones agudas por ésteaffps en poblacién pediatrica y

comprobar la utilidad del nomograma de Rumack-Mattbn estos pacientes.

10. Objetivos principales

1. Determinar los factores clinicos y biomarcadorearnfacocinéticos,
genéticos y metabondémicos) que predicen el ddkade hepatotoxicidad

en poblacion pediatrica tras la ingesta agudaryicade paracetamol.

2. Desarrollar un modelo predictivo que permita eval@g riesgo de
hepatotoxicidad en intoxicaciones agudas y cronipas paracetamol

adaptado a pacientes pediatricos para su usopeadtica clinica.
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11. Poblacion en estudio y numero total de pacientes

Se reclutara una cohorte de pacientes constitwwd#op pacientes que ingresen
en urgencias de pediatria del Hospital Universitha Paz (menores de 14 afios)

con sospecha de ingesta aguda o cronica de paradetefinida como:

- Historia de ingesta aguda de dosis superioredb@mg/Kg en una dosis Unica

en aquellos pacientes sin factores de riesgo detdtegicidad por paracetamol

- Historia de ingesta aguda de dosis superiord9@mg/Kg en una dosis Unica
en aquellos pacientes con factores de riesgo deatdtegicidad por
paracetamol, siendo estos:

* Malnutricion

e Ayuno prolongado (> 1 dia)

* Anorexia-bulimia

» Fallo del medro — caquexia

* Fibrosis quistica

» Deshidratacion presente

* Nutricidn parenteral total

* Enfermedad hepética previa

 AIDS

» Alteraciones previas de la funcion renal

» Consumo cronico de alcohol

» Tratamiento prolongado previo con farmacos quemessin el citocromo

P450
* Enfermedad de Gilbert

- Historia de ingesta cronica de paracetamol ereslalsis definida como:

« En menores de 6 afios: ingesta de una dogisrior a 200 mg/Kg
en un periodo de 24 horas, o mayor de 150 mg/Kg 2ddhoras
durante al menos 48 horas, o mayor a 100 mg/Kgeretiodo de

24 horas en pacientes con factores de riesgo.
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« En pacientes mayores de 6 afios: una dosis supe2{a® mg/Kg o
10 gramos (la menor de ella) en un periodo de 2dsh@ mayor
de 150 mg/Kg o 6 gramos (la menor de ellas) cadd@és
durante al menos 48 horas, o mayor de 100 mg/Kgramhos/dia
(la menor de ellas) en un periodo de 24 horas ereq@s con

factores de riesgo.
Asi mismo, se reclutaran dos cohortes control:

+ Pacientes que no han tomado paracetamol en lasasltidos

semanas.

+ Pacientes sin factores de riesgo con ingesta degtamol a dosis
recomendadas segun protocolo de Urgencias de Rediad-15
mg/Kg/dosis, siendo la maxima entre 50-75 mg/Kgfilieante al
menos 5 dosis de dosificacion continua y como méx3ndias +/- 1
dia.

Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo be&taD@ en un contraste
bilateral, se precisan 36 casos y 144 controlea paetectar una odds ratio

minima de 3

12. Calendario y fecha prevista de realizacion

El estudio se iniciard en Noviembre 2012 con unadan estimada de 2 afios,
con la idea de incluir a todos los pacientes quelat a urgencias de pediatria
del Hospital Universitario La Paz con sospechamdgsta de paracetamol en
sobredosis que cumplan con los criterios estaliscide ingesta aguda o

cronica.
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1. INFORMACION GENERAL

Identificacion del proyecto.

Titulo: SOBREDOSIS AGUDA Y CRONICA DE PARACETAMOL EN
POBLACION PEDIATRICA: ESTUDIO PROSPECTIVO DE COHOES PARA
EVALUAR LOS FACTORES CLINICOS Y BIOMARCADORES PREDITORES DE
HEPATOTOXICIDAD

Cadigo: GEIPA-2012-01

Servicios promotores.

Grupo de Estudio de la Intoxicacion por Paracetaf@EIPA) formado por los
Servicios de Urgencias y Farmacologia Clinica.ddifHospital Universitario “La Paz”.

Investigador principal y colaboradores.

Investigador principal: Dra. Elena Ramirez Gaftja
Investigadores colaboradores Dr. Santosi@&arcia (2)
Dr. Jesus Frias Iniesta (1)
Dr. Antonio Carcas Sansuan (1)
Dr. Alberto Borobia Pérez (1)
Dra. Hoi Yan Tong (1)
Dr. Nicolas Medrano Casique (1)
Dr. José Antonio Ruiz Dominguez (2)
Dra. Julia Martin Sdnchez (2)
Dra. Lourdes Krauel-Bilwell (1)
Dra. Ariadna Caparros Garcia (1)

Servicios de Farmacologia Clinica (1) y Urgenciediftricas (2) del Hospital
Universitario La Paz.

Centro de Investigacion.

Hospital Universitario La Paz.
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Comité Etico de Investigacion Clinica.

El proyecto sera evaluado por el Comité Etico deedtigacion Clinica del
Hospital La Paz, cuya composicion es ya conocidangditada por el Ministerio de
Sanidad.

Duracion prevista del proyecto.

La duracion del proyecto se estima en 2 afios apegamente.
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2.  JUSTIFICACION

El paracetamol es el farmaco mas ampliamente aditizoara el tratamiento del
dolor y la fiebre, aunque presenta un perfil deugdgd bastante aceptable cuando es
utiizado a la dosis recomendada, en situacion deregosis, puede ocasionar
hepatotoxicidad leve e incluso fallo hepatico fulamite. Es el principal farmaco
causante de fallo hepatico agudo en algunos padses Estados Unidos, Reino Unido
y otros paises europebdDe acuerdo con el reporte del sistema de notificacie
eventos adversos de la FDA en Estados Unidos £88@y 2005, el paracetamol ocupo
el 5° lugar entre los farmacos sospechosos deomeaisalguna reaccion adversa grave
no mortal y mortdl El fallo hepético agudo es un evento raro, que @uetnprometer
la vida del paciente o terminar en trasplante hep&n mas del 45% de los casos. Se
describe que la causa del fallo hepatico no estéosteada entre el 40- 50% de los
pacientes pediatricdsEl paracetamol representa una importante causahgyeque
tener en cuenta en la valoracién de cualquier oo fallo hepatico agudo. En un
estudio multicéntrico en el que se determinaronctassas de fallo hepatico agudo en
menores de 17 afos de edad, se obtuvo que el 8Blsdpacientes presentaron

antecedente de ingesta de paracetdmol.

Se ha observado que la mayor parte de las intogites en nifios pequenos son
accidentales por via oral. Las intoxicaciones icitamales son mas frecuentes entre
adolescentes. En Espafa, la exposicion a una sistpotencialmente téxica es un
motivo de consulta infrecuente en los serviciosudgencias de pediatria, lo cual
acontece en menos del 0,3% de todas las conssikaslo los farmacos las sustancias

mas cominmente envueltas en los diferentes grugedatl pediatrica.

El impacto en la salud publica de la sobredosigpoacetamol ha sido evaluado
en diversos estudios epidemioldgicos. En un asatmilticéntrico realizado en Espafia
el paracetamol fue considerado causa de fallo fvepagudo en Unicamente el 2,6% de
267 casos identificados entre 1992 y 2000 y lademiia estimada de fallo hepatico
agudo durante el periodo de estudio fue de 1.4sg@@omillén de habitantes por afio.

Por otro lado, el fallo hepético agudo tras la stgderapéutica es altamente inusual y

Confidencial
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aun no se ha llegado a precisar el mecanismo poualse produce. En un ensayo
clinico realizado con voluntarios adultos sanogwes recibieron 4 gr de paracetamol al
dia tanto como presentacion Gnica como en comldinamn opioides durante 14 dias
se registro un aumento en los valores de GPT (mds\tkces el limite superior de la
normalidad) en mas del 19% de los participantespapatlo con un 3% en el grupo
placebo’ Asimismo, en un estudio epidemioldgico se obsemé el riesgo relativo
(RR) de insuficiencia hepatica aguda con dosigpérica de paracetamol fue de 7 (IC
99%: 3,3 — 13,9) con una tasa de incidencia esamdal 2,4 casos por 100.000

personas-afio de exposicith.

Darren et al! evaluaron los pacientes que ingresaron por alterade la
funcién hepatica secundario al consumo de paracétanire los afios 1992 y 2008,
obteniéndose 663 pacientes, de los cuales 161%24habian tenido un consumo
cronico de este farmaco (definiéndose como la tagede 2 o méas dosis
supraterapéuticas de paracetamol en un intervaldietepo superior a 8 horas,
resultando en una dosis acumulada mayor de 4 gramd®). Se evidencié que los
pacientes con ingesta cronica fueron mas propensdesarrollar encefalopatia hepatica
en cualquier momento de la evolucion clinica que pacientes con ingesta aguda.
Resultados similares se obtuvieron en un estudi@zaslo en nuestro hospital, en donde
se evaluaron retrospectivamente los casos conduspe ingesta de paracetamol tanto
en adultos como en nifios, observandose que lomntasi con ingesta cronica de
paracetamol presentaban mayor riesgo de desarfallarhepéatico que los pacientes

con ingesta aguda.

El papel del metabolismo en la mediacién de toriditla sido reconocido desde
los afios 70 y desde entonces se han estudiado @glas@nimales para entender el
mecanismo de hepatotoxicidad del paracetéfiidlen donde el oxigeno y el estrés
nitrogenado son considerados importantes en laatiédi de toxicidad®?° Por otro
lado, estudios bioquimicos y ultraestructurales t@mostrado que a dosis toxicas de
paracetamol podria causar cambios en la morfolggfancion de la mitocondria
hepatic® Asi, en roedores, la unién del metabolito téxicprateinas lleva a una
disfuncion mitocondrial y fragmentacion del DNA tear, resultando en muerte celular

por necrosis. Este mecanismo se ha propuesto gppliaag la toxicidad hepética del
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paracetamol en humanos. Mc@ll al han publicado recientemente este mecanismo de

hepatotoxicidad en humanos tras la ingesta de dopisterapéuticas de paracetaffiol.

La deteccién de hepatotoxicidad durante la fasgedarrollo de los farmacos es
relativamente dificil. Uno de los motivos es queseodispone de un biomarcador de
dafio hepatico eficiente para detectar lesién hepati fases temprandd.a tecnologia
metabondmica (utilizando espectrometria de masasgnancia magnética nuclear),
podria tener la capacidad de identificar biomaroeglespecificos de eventos adversos y
toxicidad en fases temprarfds.El desarrollo de estos nuevos biomarcadores rieace
en las rutas metabdlicas que presenta el paradeyalo® mecanismos responsables de
su toxicidad. Tras su absorcion, el paracetamaheatla circulacion enterohepatica,
donde la mayor parte del farmaco original es eladopor conjugacion y una pequefia
fraccion es oxidado por el citocromo P450 para &orral metabolito (N-acetil-p-
benzoquinone imina: NAPQI). Las principales isofasmdel citocromo P450 que
participan en la oxidacién del paracetamol son GYRPZLYP1A2 y CYP3A4° Tras
bajas dosis de paracetamol, el 90% del paracetamohetabolizado a Paracetamol-
glucurénido y paracetamol-sulfato en el higado s glucuroniltransferasa y
sulfotransferasa y posteriormente eliminado a saletla orina. La sulfato conjugacion
es la via metabodlica dominante en neonatos y rp@gogiefios, pero el metabolismo
glucurénido aumenta con la edad y menos del 10%heatabolizado por el citocromo
P450 para formar NAPQI, el cual es inmediatameptéralizado por conjugacién con
glutation y excretado en la orina como cisteinanjugados de acido mercapturico. En
una situacion de sobredosis de paracetamol, o reanstancias en que haya una
reduccion del glutatién, el metabolito NAPQI se wwalentemente a las proteinas
celulares formando los aductdsSin embargo, a pesar de las investigaciones aeializ
los eventos moleculares y celulares asociados asabeingesta de paracetamol no
estan del todo comprendidos y la toxicidad por &t®aco permanece ain como un
problema clinico sin resolver. El desarrollo devasebiomarcadores de toxicidad de

paracetamol podria ser de utilidad en el diagndstic manejo de estos pacientes.

Por otro lado, en estudios realizados se demugséréas uniones covalentes que
se forman entre el NAPQI y las proteinas celulpresden ser usadas para identificar a

los pacientes con toxicidad oculta por paracetam6iJames LRet al?® reconocieron
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que existia una correlacion entre los aductos y mhearcadores clinicos de
hepatotoxicidad de uso habitual en nifios y adofdssecon sobredosis de paracetamol.
Ademas, de no encontrarse los aductos en paciemestras causas conocidas de fallo
hepatico agudo y en aquellos pacientes que recitatamiento de N-acetil cisteina se

lograban detectar bajos niveles de aductos.

La descodificacion del genoma humano dio lugar@dacion de la gendémica y
la protedmica, ciencias que se encargan del amaisbal de los genes y de las
proteinas, respectivamente. Mientras que la ger@mila protedGmica nos indican lo
gue podria haber pasado, la metabon6mica nos ihdicpe realmente ha pasado
convirtiéndola en la ciencia que mejor puede careetr los fenotipos de los seres
vivos. La metabonOmica es la ciencia encargadaaddeteccion, identificacion y
cuantificacion de los metabolitos presentes emmlasstras bioldgicas, en particular en
biofluidos como orina, sangre, liquido cefalorralpai, saliva o incluso tejidos o
cultivos celulares con el fin de encontrar varine® que puedan ser usadas como
patrones discriminantes entre las distintas cldsesiuestras. En los casos de muestras
obtenidas de individuos sanos y afectados con algunrfiermedad o intoxicacion, el
objetivo del andlisis metabonémico es identificas Hiferencias entre las dos clases,
mediante el analisis de los metabolitos endogemasrgrados en tejidos o fluidos
bioldgicos. La ausencia o presencia de algunos stles enetabolitos, asi como la
concentracion relativa entre ellos, puede ser ditadlor de estados de enfermedad o de

factores de predisposicion a ella.

En las dltimas décadas también se ha evolucionadd aso de la tecnologia
transcriptomica para entender el mecanismo de ittadc hepética. La expresion
genética puede proveer informacion que reflejaagls fisioldégico del cuerpo. Bushel

et al?®

confirmaron la hipétesis de que los patrones geesion genética derivados de
células sanguineas periféricas pudieran predeayraglo de lesion hepatica tras una
sobredosis aguda de paracetamol antes que se pletelctar por los parametros
tradicionales. El analisis de los genes revel6 umayor alteracion en las vias
inflamatorias que involucran a la IL-1 y NF-kB. &sespuesta inflamatoria pudiera ser
respuesta de las células sanguineas a la libera@Oritoquinas y quimoquinas

inducidas por el paracetamol liberadas por el higad pudiera ser también una
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respuesta directa de las células sanguineas aplasieddn al paracetamol. Se ha
determinado que el tratamiento con paracetamolugiaduna expresion en las células
sanguineas 48 horas después de iniciado el trattomaun en ausencia de dafio
hepatico. La magnitud de estos cambios en la exjpres correlacionaba positivamente
con la produccion del metabolito NAPQI y el increntede lactato sérico, como se

demuestra en los estudios metabolémicos.

El nomograma de Rumack-Matthew es ampliamentezadib y ayuda a decidir
la necesidad de administrar el antidoto N-acetiitia (NAC), después de una
sobredosis de paracetamol. EI nomograma fue realiza partir de datos de
concentraciones de paracetamol dependiente depdiean poblacion adulta con una
Unica ingesta de paracetamol que acudieron a legigs de urgencias dentro de las
primeras 24 horas postingesta. La valoracion dspo de hepatotoxicidad es dificil de
evaluar en pacientes que no cumplen los siguiemitesios: que acudan en un estadio
tardio (> 24 horas tras la ingesta), ingesta ceoulie paracetamol, ingesta aguda en
pacientes alcohélicd$,ingesta concomitante de otros farmacos que pualierar la
cinética del paracetanioly pacientes con ingesta de formulaciones de pamoct de

liberacion sostenidit.

El desarrollo de biomarcadores de toxicidad poragetamol pudiera tener
importante implicacion clinica para los grupos deipntes a quienes no se pueda
aplicar el nomograma de Rumack—Matthew. Una dif@eenmportante entre la
valoracion que hace el nomograma y la basada @éetéaminacion de aductos es que la
primera se centra en la determinacion de los rsvellel farmaco original
independientemente del metabolismo, mientras ggenloeles de aductos es una
medida del NAPQI remanente después de la destagifin por el glutation, asi como

las contribuciones de ambas fases del metabolismo.

La determinacion de nuevos biomarcadores que spmtificos de la sobredosis
por paracetamol podria ser util en la evaluaciomidies con fallo hepatico agudo de
etiologia desconocida, ademas de poder predeajpddacion de lesion hepatica en su
fase precoz. Por otro lado, es necesario realizareuvaluacion de las sobredosis agudas
por éste farmacos en poblacién pediatrica y congortd utilidad del nomograma de

Rumack-Matthew en estos pacientes.
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3. OBJETIVOS

Objetivo primarios
Determinar los factores clinicos y biomarcadorearngbicocinéticos,
genéticos y metabondmicos) que predicen el ddkade hepatotoxicidad
en poblacién pediatrica tras la ingesta aguda decptamol.
Desarrollar un modelo predictivo que permita eval@h riesgo de
hepatotoxicidad en sobredosis agudas por paracktataptado a pacientes
pediatricos para su uso en la practica clinica.

Objetivos secundarios
Caracterizar las sobredosis agudas de paraceta®glin caracteristicas
demograficas, motivo de ingesta, dosis, nivelescagrde paracetamol,
valores de transaminasas, bilirrubina, creatinildR, actividad de
protrombina, fosfato, pH
Determinar la farmacocinética del paracetamol eblgmdn pediatrica en
sobredosis agudas.
Estudiar la farmacocinética del paracetamol en gmih pediatrica en
sobredosis crénicas
Evaluar el curso, tanto clinico como analiticoJatesobredosis cronicas por
paracetamol
Crear un protocolo de actuacion en casos de salisedwonicas por
paracetamol en poblacién pediatrica
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4. DISENO DEL ESTUDIO

Definicion de poblacion del estudio

a) Cohorte de pacientes con sospecha de ingestaatsetsmol en sobredosis:

Todo paciente que sea atendido en urgencias deatpadidel Hospital
Universitario La Paz con los criterios establecidies sospecha de sobredosis por
paracetamol tanto aguda como cronica, se les ofreckds padres y/o tutores participar

en el estudio, se reclutara si aceptan y se fitrnarsentimiento informado.

Los pacientes con sospecha de sobredosis agudsst@ngguda) se definiran
como todo aquel que haya ingerido en una sola tomadosis superior a 150 mg/Kg
para pacientes sin factores de riesgo y superd@®ang/Kg en pacientes con alguno de

los siguientes factores de riesgo:

* Malnutricion

e Ayuno prolongado (> 1 dia)

* Anorexia-bulimia

» Fallo del medro — caquexia

* Fibrosis quistica

e Deshidratacion presente

* Nutricidn parenteral total

* Enfermedad hepética previa

 AIDS

» Alteraciones previas de la funcion renal

» Consumo cronico de alcohol

» Tratamiento prolongado previo con farmacos quemessin el citocromo
P450

* Enfermedad de Gilbert
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Los pacientes con sospecha de sobredosis crérbea demplir los criterios que

se muestran en la tabla, definidos segun la edadtds:

Criterios de dosis/cronicidad

e >200mg/K610g (la e > 200 mg/K en un periodo
menor de ellas) en un periodo | de 24h.
de 24h.

e >150mg/K 66 g (lamenor | ¢ > 150 mg/K cada 24h
de ellas) cada 24h durante al | durante al menos 48h.
menos 48h.
e > 100 mg/K 6 4 g/dia (la e > 100 mg/K en un periodo
menor de ellas) en un periodo | de 24h en pacientes con

de 24h en pacientes con factores de riesgo.

factores de riesgo.

b) Cohortes control: Se reclutaran dos cohortes clontro

- Pacientes que no han tomado paracetamol en |amadltidos

semanas.

- Pacientes sin factores de riesgo con ingesta degtamol a dosis
recomendadas segun protocolo de Urgencias de RadiaD-15
mg/Kg/dosis, siendo la maxima entre 50-75 mg/Kghllisante al
menos 5 dosis de dosificacion continua y como méx3ndias +/- 1

dia.

Los pacientes de las cohortes control seran esz®ganparejados segun

posibles variables de confusion que evaluaremosemnaeclutados los casos.

Periodo del estudio.

Noviembre 2012 a Noviembre 2014

Farmacos estudiados:

Paracetamol, del grupo NO2BE de la clasificaciorCAT
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Origen de los datos:

Los datos seran obtenidos a través de una entrevilsts padres y/o tutores de
los pacientes y se complementara con la consultéa destoria clinica en papel y

electrénica (estacion clinica, servicio de inforiceaHULP).

Calendario y fecha prevista de realizacion:

El estudio se iniciard en Noviembre 2012 con wradon estimada de 2 afos,
con la idea de incluir a todos los pacientes quealat a urgencias de pediatria del
Hospital Universitario La Paz con ingesta de pdeamel en sobredosis que cumplan

con los criterios establecidos de ingesta agudéaruiaa.

Cdlculo del tamano muestral:

Aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo betd.? en un contraste bilateral,
se precisan 36 casos y 144 controles para detewardds ratio minima de 3. Se asume
qgue la tasa de expuestos en el grupo control s#r@.4. Se ha estimado una tasa de
pérdidas de seguimento del 0%. Se ha utilizadpraxamacion de POISSON

Se prevé recoger los pacientes atendidos con $wspedngesta de Paracetamol
en sobredosis aguda o cronica, en el servicio rdendias de pediatria del Hospital
Universitario La Paz durante el periodo del estudjoe firmen el consentimiento
informado para participar en el estudio. Segun stndéo hecho por nosotros (cédigo
HULP: PI-1152), se identificaron aproximadamentepaBientes pediatricos al afio que
acuden a urgencias con sospecha de toxicidad pacgtamol. En los dos afos del

estudio se espera recoger 36 pacientes casospatiehtes controles.

Definicion de las variables:

La definicion de ingesta aguda es la de una Ungesta de éste farmaco a dosis
superior a 150 mg/Kg para pacientes sin factoresedgo y superior a 100 mg/Kg en

pacientes con factores de riesgo.

La ingesta cronica es definido como el consumo de d mas dosis de

paracetamol, en menores de 6 anos; a una dosisasup00 mg/Kg en un periodo de
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24 horas, o0 mayor de 150 mg/Kg cada 24 horas duannenos 48 horas, o mayor a
100 mg/Kg en un periodo de 24 horas en pacientesfactores de riesgo. Y en

pacientes mayores de 6 afos; una dosis super@® mg/Kg o 10 gramos (la menor de
ella) en un periodo de 24 horas, o0 mayor de 15Kg1g/6 gramos (la menor de ellas)
cada 24 horas durante al menos 48 horas, o maydf@eng/Kg o 4 gramos/dia (la

menor de ellas) en un periodo de 24 horas en gasieon factores de riesgo.

Se considerara como factor de riesgo la presereialdnenos una de las

siguientes:

* Malnutricion

* Ayuno prolongado (> 1 dia)

* Anorexia-bulimia

» Fallo del medro — caquexia

» Fibrosis quistica

» Deshidratacion presente

* Nutricién parenteral total

* Enfermedad hepéatica previa

* AIDS

» Alteraciones previas de la funcion renal

» Consumo croénico de alcohol

* Tratamiento prolongado previo con farmacos quenesdin el citocromo
P450

* Enfermedad de Gilbert (pacientes con diagndstioociao).

Se considerara fallo hepatico agudo todo aquelepticon afectacion de la
funcidn hepatica junto a alteracion de la coagaladfINR > 1,5 o actividad de

protrombina < 50%) de aparicion aguda con o siefhzpatia.

Segun la clasificacion de la FDA, se considera mt@pde una elevacion en los
valores de la GPT > 3 veces del limite superidadermalidad y/o > 2 veces del limite
superior de la normalidad en la bilirrubina tofady tanto, hemos considerado este valor

para definir la variable de alteracion de enzingsticas.
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5. VARIABLES EN EVALUACION

5.1. Variables demogrificas
Sexo, edad, grupo étnico y peso del paciente.

5.2.  Variables hospitalarias
Ingreso Hospitalario y servicio clinico

5.3.  Variables de comorbilidad y diagnéstico clinico y analitico
del paciente

Antecedentes personales, dosis/kg de paracetagaiida, hallazgos de laboratorio y

diagnostico.
5.5 Variables de tratamiento

Tratamiento recibido al ingreso, tiempo transcarhdsta que recibe tratamiento.
5.6 Variables de evolucion clinica

Alta (mejoria clinica) e ingreso (no mejoria clajicDiagndsticos del desenlace.

5.7 Niveles séricos de paracetamol

Niveles séricos de paracetamol. Calculo de la wdeadia de eliminacion de

paracetamol.

5.8  Variables genéticas

Presencia de polimorfismo en los genes UDP-gluasytransferase (UGT), CYP2EL1,
CYP1A2y CYP3A4

5.9 Variables metabonoémica

Determinacién de los principales metabolitos resiiéts del analisis metabondmico que

pudieran predecir la aparicion de hepatotoxicidad.
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6. METODOLOGIA

Seleccion de los casos del estudio

A todos los pacientes que ingresen en urgenciapediéatria del Hospital
Universitario La Paz (menores de 14 afios) con sbspale ingesta aguda de

paracetamol:
+ Dosis superiores de 150 mg/Kg para pacientes siartss de riesgo
% Superiores de 100 mg/Kg en pacientes con fact@e®sgo
Pacientes con sospecha de ingesta en sobreddersdecronica:

s En menores de 6 afios con una deggerior a 200 mg/Kg en un periodo
de 24 horas, 0 mayor de 150 mg/Kg cada 24 horamtual menos 48
horas, o0 mayor a 100 mg/Kg en un periodo de 24shemgpacientes con

factores de riesgo.

% Y pacientes mayores de 6 afos; una dosis supe@0ang/Kg o 10
gramos (la menor de ella) en un periodo de 24 harasayor de 150
mg/Kg o 6 gramos (la menor de ellas) cada 24 hiwesnte al menos 48
horas, o mayor de 100 mg/Kg o 4 gramos/dia (la mdacellas) en un

periodo de 24 horas en pacientes con factoreesigai

Todos estos pacientes seran valorados en urgeseipsdiatria con activacion
de los protocolos de actuacion correspondientagjnseea una sobredosis aguda o
cronica (ANEXO V). A su vez, se le planteara apasres y/o tutores de los pacientes
la posibilidad de participar en el estudio, propmréandose una hoja de informacién
sobre el estudio, se les entregara el consentimieformado, de estar de acuerdo,
deberan firmar el mismo (por duplicado) previa a r&lizacion de cualquier

procedimiento en relacion con el estudio.
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Segun el protocolo clinico, a todos los pacientedes haran al menos tres
extracciones de sangre en diferentes momentosvpérear funcion hepatica, renal y
niveles de paracetamol (Puntos A, B y C del ANEX &¢ le hara extraccion de una
mayor cantidad de sangre para ser utilizadas o@s file investigacion. Ademas se les

solicitaran 3 muestras de orina en diferentes mtosen

Seleccion de los controles del estudio

Se reclutaran dos cohortes control:

- Pacientes que no han tomado paracetamol en lamagltidos

semanas.

- Pacientes sin factores de riesgo con ingesta degtamol a dosis
recomendadas segun protocolo de Urgencias de RadiaD-15
mg/Kg/dosis, siendo la maxima entre 50-75 mg/Kghilisante al

menos 5 dosis de dosificacion continua y como méx3ndias +/- 1

dia.

Los pacientes de las cohortes control seran esz®ganparejados segun

posibles variables de confusion que evaluaremovemnaeclutados los casos.

A los padres y/o tutores de los pacientes se gsopcionara informacion sobre
el estudio, su finalidad y se les propondra padicien el mismo, se les entregara el
consentimiento informado, debiendo firmar el mispor duplicado) previa a la

realizacion de cualquier procedimiento en relacidm el estudio.

Datos a recoger

Entrevista a los casos y controles

En primer lugar a través de una entrevista a losgsé&utores/pacientes, se les
explicara el proyecto, solicitandole el consentimtoeinformado. Si el representante
otorgara el consentimiento se procedera a la estaey la coleccibn de muestras
biologicas. La entrevista con el paciente (padresitor legal) tendra una duracion

aproximada de 20 minutos y se llevard a cabo dernhospitalizacion o consulta
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hospitalaria, tan pronto como sea posible. Simalérente se procedera a la recogida

de las muestras de sangre y orina para el andiligisco, genético y metabondmico.

Se recogeran los datos para cumplimentar el cuad#genrecogida de datos
(CRD), recabandose la informacion con respecto adsis y pauta ingerida, la
formulacién de paracetamol ingerida, los sintonrasips a la ingesta de paracetamol,
los antecedentes personales, sintomas propios pigtobhexicidad, otros farmacos
ingeridos los dltimos 15 dias, y posteriormentegderemos a revisar la historia clinica
tanto en papel como electronica para completanflarmacion (analitica, serologia,

imagenes, niveles séricos de paracetamol).
Coleccion de muestras

Ademas de la entrevista, se solicitara a los ptesesu colaboracién para el
seguimiento y recogida de muestras biolégicas (eatogal, suero y orina). Tanto para
los casos y controles de ingestas agudas comogestés cronicas: se pedird permiso
para tomar una parte de la sangre que se le extesigla analitica habitual en tres

ocasiones para evitar realizar extracciones aditsn

La primera extraccion se hara coincidir con la wheteacion de niveles de
paracetamol, funcién hepética y renal y coagulacdmsu llegada al servicio de
Urgencias de pediatria. Adicionalmente, se sol@itana parte de la sangre para la
determinacion genética y andlisis metabonémicedlatidad adicional sera de 2,5 ml)
mas una de orina para el perfil metabondmico [Agr(ANEXO V). Estando en
observacién coincidiendo con una segunda mueateag analisis habitual de control
(hemograma, coagulacién, funcion hepatica y funceéal) y niveles de paracetamol,
se solicitara tomar una parte de la sangre parssiandetabonémico (la cantidad de

sangre adicional sera de 2 ml) y orina para peilabonomico [B] (ver ANEXO V).

Como parte del control clinico, se citara a lasa726 horas tras la ingesta de
paracetamol para una nueva valoracion clinica ijtex@a Solicitaremos una parte de la
tercera muestra de sangre de control analiticopdexenadamente la misma cantidad
que la segunda (2 ml) y orina para analisis metadao [C] (ver ANEXO V). Los

pacientes con criterios para iniciar perfusion dachtilcisteina se haran la segunda
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extraccion [B] previa al inicio del mismo, y la¢era muestra [C] tras 72 a 96 horas de

la dltima ingesta.

El volumen de sangre sera segun la edad del pactum son siempre 1% del
volumen total de sangre por extraccion y no mas3délen 4 semanas, como se
recomienda en las directrices europgasl volumen total de sangre se estima que sea
de 80 a 90 ml/Kg de peso. De forma que si un ngga@d1l Kgs; su volumen total seria
880 — 990 ml estimandose que el 1% sea de 9 — 1@eglin el volumen de sangre
necesario para las determinaciones, el peso midenlms pacientes establecido para

poder ser incluidos en el estudio seria de 6 Kgs.

Tabla resumen de las extracciones de sangre eanpaaon el menor peso

establecido para participar en el estudio (6 Kgs):

PESO EXTRACC T. TUBO
MINIMO TUBO AMARILLO (1 tubo de 3ML) COAGULACION | MORADO TOTAL
IONES
(6kg) 1) 1)
BIOQUIMICA | NIVELES (0.2 | METABOLOMICA Maximo 4,8ml
(AML) ML) (AML) 1ML 0.5ML X extraccion
A 1 0,2 1,8 1 0,5 4,5
B 1 0,2 1,8 1 4
C 1 0,2 1,8 1 4
12,5

Todos los tubos con sangre y biomuestras seranadawi al Servicio de

Farmacologia Clinica (Grupo Toxicidad por paracefaen nifios).

Conservacion de muestras de sangre para genotipado y técnica de

genotipado

Para el analisis farmacogenético se obtendra ueatnaude sangre total (en tubo
con EDTA-K2) que serd almacenada en un congelaeRii°€ ubicado en el Servicio de
Farmacologia Clinica. Una vez finalizada la fasereldutamiento, se realizara la
extraccion de DNA mediante el kit QuickGene DNA ddokit S (Fujifilm®,
Dusseldorf, Germany). Posteriormente se realizagéreotipado de los alelos descritos
mediante sondas Tagman® (Applied Biosystems©, Fosigy, USA), en el

Departamento de Farmacologia Clinica de la UnigatsAutonoma de Madrid.

Confidencial
24



GEIPA-2012-01 V.ENMIENDA (23/11/2012)
Conservacion de muestras para el andlisis metabolémica y técnica

metabolomica

El analisis metabolémico se realizara a partiraded muestras de orina y las 3
muestras de suero. Las muestras seran analizadaterpretadas en el Servicio
Interdepartamental de Investigaciéon en la faculiad Medicina de la Universidad

Auténoma de Madrid.

El CRD del paciente incluira:
» Edad, sexo, grupo étnico y peso del paciente.
» Fechay hora de ingreso a urgencias pediatricas.
» Tiempo transcurrido desde la ingesta de paracethasth su llegada a urgencias

* Presencia de factores de riesgo (Malnutricion, ayanolongado (> 1 dia), anorexia-
bulimia, fallo del medro — caquexia, fibrosis qitist deshidratacion presente,
nutricion parenteral total, enfermedad hepaticaiprIDS, alteraciones previas de
la funcién renal, consumo crénico de alcohol, tra¢gato prolongado previo con

farmacos que estimulan el citocromo P450, enferchedaGilbert)

» Dosis de Paracetamol ingerida, pauta de ingestaléag cronica).
* Formulacion del paracetamol ingerida.
» Otros farmacos ingeridos los ultimos 15 dias, fet#aicio y fecha de fin.

» Hallazgos analiticos: Al ingreso, maximo valor obde (tiempo), al desenlace

(Ultima analitica):

o GPT/ALT (UI/L), GOT/AST (UIlL), GGT (UI/L), BT (mgdl), FA (UI/L),
Actividad de Protrombina (%) INR, Glucemia (mg/dbii, Acido lactico
(mg/dl), Fosfato (mg/dl), Creatinina sérica (mg/dl)

e Tratamiento recibido y tiempo transcurrido (desdeirgesta): N-Acetilcisteina,

Lavado gastrico, Carbén Activado.

» Sintomas previos a la ingesta de paracetamol€figlmior, otro
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* Sintomas tras la ingesta de paracetamol: dolor milmdb, nauseas, vomitos,

decaimiento, alteracion nivel de consciencia,ahilidad.

« Evaluacién de riesgo de hepatotoxicidad por el rgramna de Rumack-Matthew: si

0 no.

¢ Resultado del Nomograma de Rumack-Matthew

» Sino se pudo aplicar el nomograma de Rumack-Maftbeplicar el motivo.

» Desenlace de la hospitalizacion: Alta, trasladotivod, exitus, trasplante.

Desarrollo del estudio

Desarrollo del estudio en el Servicio de Farmadal@jinica.

NO;/(I)%AE\RE AGOSTO ¥ OCTUBRE
JULIO 2014 | SEPTIEMBRE 2014 OCTUBRE
2014 2014
Identificacion de los pacientes . . o
Recogida de datos ° ° o
Base de datos del estudio .
Andlisis  cinético, genético Y °
metabondémico
Analisis estadistico .
Elaboracion del informe final o

Tabla 1. Desarrollo del estudio
Andadlisis estadistico

Andlisis estadistico de los resultadostos resultados de frecuencia seran
expresados en términos absolutos, como porcengajeservalos de confianza. Las
variables continuas seran expresadas como meHigy(Bediana (rango) segun prueba
de normalidad (test de Kolmogorov Smirnov). Par@damacion de diferencias entre
variables se utilizar4 Chi cuadrado o la T de sitideson paramétricos. Y en caso de

no seguir una distribucion normal, se utilizarat tes paramétricos (U de Mann-
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Whitney o Kruskal Wallis, segun proceda). Los dasesan analizados usando el

software de analisis estadistico SPSS 20.0.

Para determinar los factores asociados al dafidibes& realizara una regresion
logistica multivariada en donde la variable depemi# serd la presencia de
hepatotoxicidad (siguiendo los parametros definigosviamente) y como variables
independientes los factores (demogréficos, cliniemsliticos, cinéticos, genéticos y

metabondmicos).

Asi mismo, se utilizar4 la regresion lineal multigsda para determinar la
relacion entre valores de transaminasas y losriEg{@emograficos, clinicos, cinéticos,

analiticos, genéticos y metabondmicos).

Para el desarrollo del nomograma se recogera absndos muestras por
paciente para determinar el nivel de paracetamoéleeion con las horas transcurridas
desde la ingesta, se crea una curva que relacambéos parametros y a través de una

curva ROC determinar el punto de corte para magpedficidad y sensibilidad.

Analisis metabondmico Tras la adquisiciéon de los espectros por RMNa ser
necesario realizar un pretratamiento de las seale®l fin de evitar varianzas propias
de la adquisicion y hacer los analisis posterionés robustos. Una vez preprocesados
los datos espectrales, podremos comenzar el anéksadistico. Como primer paso,
generalmente se ejecuta un analisis multivariaotesupervisado; principalmente un
analisis de componentes principales (PCA). El PG#s mlestacara las regiones
espectrales que estan sometidas a una mayor \idadb({posibles biomarcadores) o
que presenten sefiales no reproducibles (posiblgsmmaciones), e identificara las
muestras que se diferencian en exceso del congeneral (posibles outliers). El
analisis no supervisado nos permitira filtrar lasod, mejorando su robustez y a través
de él podremos identificar los posibles biomarcaslogque seran validados a través de

un analisis multivariante supervisado o un modefaakierior.

Andlisis de causalidad en aquellos casos en donde presente alteraciém de
funcién hepatica; se hara un andlisis de causatidachedio del algoritmo de Narafifo

y el de CIOMS® para detectar los casos atribuibles al paracetamol
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7. ASPECTOS ETICOS

Los investigadores se atendran estrictamente spueisto en este protocolo y a

las normas de buena practica clinica.

Se seguiran las directrices de la Comunidad Eurapsdaidas en la seccion
cuarta del capitulo V del “Notice to Applicants™Motice to Marketing Authorisation
Holders. Pharmacovigilance Guidelines” del 29 dergme 1999, el RD 1344/2007, de
11 de octubre, por el que se regula la farmacangibh de medicamentos de uso
humano, asi como los aspectos aplicables de lalairaim.15/2002 de la Agencia

Espafola del medicamento, de acuerdo con el Reakfoer11/2002.

Siguiendo las directrices sobre estudios obsermat@s para medicamentos de
uso humano, el estudio sera evaluado por el Cdtité de Investigacion Clinica del
Hospital La Paz. La revision actual de la declamaale Helsinki es la base aceptada
para la ética en investigacion en seres humandsbg ser escrupulosamente seguida y

respetada por todas las personas implicadas ea itiebstigacion.

Se elaborara una hoja de informacion para los septantes y tutores legales, y
formulario de consentimiento informado para los@spntantes y tutores legales. Este
ultimo se disefiard de tal forma que permitird @&orgl consentimiento de forma
diferenciada a cada una de las partes: 1) recodgdanformacion del estudio de

vigilancia epidemioldgica; 2) recogida de mueshiasdgicas y analisis de las mismas.

Unicamente los investigadores conoceran los datasales del paciente y nimero de
historia) que puedan identificar a los pacientes iniciales y el nUmero de historia del
paciente se separaran del resto del cuadernosgraa introducidos en la base de datos
del estudio. El paciente sera identificado mediamteddigo numérico con la finalidad
de respetar la confidencialidad de los datos patssrde los pacientes, segun establece
la Ley Orgénica 15/1999 de Proteccion de Datosat@d@er Personal. La coleccion vy el
manejo de muestras seguira las indicaciones escidddeen la Ley 14/2007, de 3 de

julio, de investigacion biomédica.
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Es responsabilidad de los investigadores la prefgerale un manuscrito en un
plazo maximo de 6 meses a contar desde que se l@drase de datos del estudio para
su publicacion en una revista de la especialidad.datos globales seran utilizados en
publicaciones en Congresos o revistas meédicagsequle se hara referencia al estudio y

al grupo investigador.
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