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RESUMEN

La inflamacion forma parte de la respuesta Inmune Innata, que se genera
como consecuencia de una agresion, la magnitud de la respuesta inflamatoria
depende del tipo y duracién del estimulo. Dentro de los estimulos que pueden
llevar al desarrollo de una respuesta inflamatoria estan: infecciones,
traumatismos, enfermedades inflamatorias agudas, intervenciones quirdrgicas
mayores, entre otros. La mayoria de las veces la inflamacion es autolimitada y
circunscrita al sitio afectado, lo que facilita el restablecimiento de la
homeostasis; en otras, la respuesta inflamatoria se generaliza, constituyendo el
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS por sus siglas en inglés)’.
La excesiva respuesta inflamatoria, junto con una dramatica pardlisis de la
inmunidad mediada por células, secundaria a cirugia mayor, parecen ser las
responsables de un aumento en la susceptibilidad al desarrollo de infecciones,
principalmente sepsis (definida como SIRS secundario a una infeccién), siendo
la causa de una elevada morbi-mortalidad en pacientes quirtrgicos.

En el presente trabajo evaluamos la participacién de TREM-1 como marcador
de procesos infecciosos, para lo cual se estudio a 61 pacientes sometidos a
cirugia del tracto gastrointestinal y a procedimientos para la plastia de hernias
ventrales e inguinales, asi como 25 pacientes sépticos (como grupo control
positivo a infeccion) y 50 controles sanos (como grupo control negativo). Se
compard la expresion de TREM-1 y HLA-DR, en monocitos de sangre
périférica por citometria de flujo asi como los valores de las citocinas: IL-6, IL-
12 e IL-10 en suero, mediante la técnica de ELISA, en la muestra
preoperatoria de los pacientes quirdrgicos, y en la primer muestra de los
pacientes séptico.

Los pacientes sépticos se caracterizaron por presentar niveles de expresion
significativamente menores de MHC Il y los valores mayores de IL-6 e IL-10
con respecto al grupo quirurgico y controles sanos. En cuanto a la expresiéon de

TREM-1 no hubo diferencias significativas entre los tres grupos.
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Los valores de IL-12 fueron estadisticamente mayores en el grupo de controles
sanos, mientras que el grupo de sépticos presento los valores mas bajos de
esta citosina.

Al dividir a los pacientes quirdrgicos en dos grupos: sobrevivientes y aquellos
que fallecieron, encontramos que los pacientes que fallecieron presentaron
valores estadisticamente menores de MHC II, niveles de IL-6 mayores con
respecto a los sobrevivientes, en cuanto a TREM-1, IL-12 e IL-10 no hubo
diferencias entre los dos grupos.

Al considerar a MHC Il como factor de riesgo para muerte en base a los
resultados anteriores, se analizaron los datos, para encontrar un punto de corte
con mejor significancia estadistica, encontrando que cuando se presentaron
valores de Moléculas de Clase Il en la evaluaciéon preoperatoria < 55 %, el
paciente tubo 13.7 veces mas la probabilidad de morir después del evento
quirdrgico para el que fue programado. Respecto a TREM-1 se encontré un
comportamiento muy similar, pero con un punto de corte 2 70 IMF y con un
riesgo de 5.8 veces, pero con menor significancia estadistica, debido al poder
muestral obtenido en el presente estudio. Por lo cual no pudimos encontrar
asociacion entre TREM-1 y la presencia de un proceso infeccioso, sin embargo
si encontramos asociacion entre MHC Il 'y TREM-1 como predictores de
mortalidad, aunque para poder considerar a TREM-1 como factor pronostico

respecto a mortalidad, se necesita un numero mayor de pacientes.
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1. INTRODUCCION

La inflamacion se genera como consecuencia de una agresion y la magnitud
depende del tipo y duracion de la primera. La mayoria de las veces es autolimitada
y circunscrita al sitio afectado, lo que facilita el restablecimiento de la homeostasis;
en otras, la respuesta inflamatoria se generaliza, constituyendo el sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SIRS por sus siglas en inglés)'. En ocasiones los
micro-organismos patdgenos generan un SIRS, pero también existen otras
situaciones que se relacionan con el desarrollo de este sindrome (traumatismos,
enfermedades inflamatorias agudas, intervenciones quirtirgicas mayores, entre
otras), y que no se asocian a procesos infecciosos. Sin embargo, cuando la
invasion de un patégeno desencadena un SIRS, a lo que se conoce como sepsis,
el estado de salud del paciente se compromete seriamente y la mortalidad en esos
casos es elevada®. La sepsis es la principal causa de muerte en pacientes graves
y en los ultimos afos ha habido un incremento en su incidencia, a pesar del

desarrollo tecnolégico en el 4rea de la medicina clinica y la investigacion basica *
5

En general, la inflamacion se caracteriza por vasodilatacion, incremento en la
permeabilidad, infiltracion celular y, en algunos casos, activacion de la cascada de
coagulacion. La vasodilatacion facilita la llegada de células y mediadores
inflamatorios y se produce por la accién del 6xido nitrico (producido en leucocitos
activados a partir de la enzima o6xido nitrico sintasa inducible) y las-
prostaglandinas generadas a partir del acido araquidénico. El edema se produce
como resultado de la fuga de liquido intravascular rico en proteinas, al espacio
extracelular por accion de sustancias como la histamina, bradicinina, leucotrienos,
complemento, sustancia P y el factor activador plaquetario, entre otros. Estas
alteraciones incrementan la presion hidrostatica intravascular y la presion
coloidosmotica intersticial que, en un inicio, facilita la llegada de anticuerpos y
proteinas de fase aguda al sitio donde la inflamacién se genera °. La infiltracién

celular la inician los neutréfilos a través de una serie de pasos que implican
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marginacion, rodamiento, adhesion y diapédesis celular, hacia el sitio de la
inflamacion. Este fendmeno es facilitado por la interaccion de glicoproteinas
presentes en la superficie de las células endoteliales (selectinas e integrinas), que
se unen a sus ligandos correspondientes en las células inflamatorias, y a la
quimiotaxis generada por quimiocinas, producidas por los propios neutréfilas ’.
Finalmente, la cascada de la coagulacién también se activa, especialmente
durante los procesos infecciosos, por lo que ambos procesos, la inflamacién y la
coagulacion, van de la mano. De las dos vias de la coagulacion, la via extrinseca
(a partir del factor tisular), es la que principalmente se activa en el caso de SIRS y

sepsis °.

Parte de la respuesta inflamatoria anteriormente descrita, corresponde a la
respuesta inmune innata a la infeccién y los componentes esenciales de esta son
los neutrdfilos, macrofagos, células dendriticas, células NK (natural killer) y los
mediadores inflamatorios que estas producen, que regulan y amplifican la
respuesta inflamatoria (citocinas, quimiocinas, etc). Estos mecanismos, en
principio protectores, en ocasiones pueden llevar al desarrollo de complicaciones
que comprometen la vida. Estas células inflamatorias tienen funciones especificas,
pero los macréfagos y las células dendriticas, se distinguen por su capacidad para
producir estos mediadores, tras el reconocimiento de micro-organismos a través
de receptores de superficie que reconocen patrones moleculares asociados a
patégenos (PAMPs). Unos de estos receptores son los Receptores tipo Toll (Toll
Like Receptors-TLRs), que pertenecen al grupo de los receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs), dentro de los que se encuentran también
otros receptores de la superficie celular (ej. receptor de manosas), receptores
intracelulares (ej. NOD), receptores solubles (ej. LBP) °. Hasta el momento se han
descrito once TLRs en humanos, agrupados de acuerdo al tipo de ligandos que
ellos reconocen y se encuentran distribuidos en diferentes tipos de células (figura
1). Las estructuras basadas en lipidos son reconocidas por TLR2 en combinacién
con TLR1 o TLR6, formando heterodimeros; TLR4, formando homodimeros,

reconoce al lipopolisacarido bacteriano (LPS); acidos nucléicos bacterianos y/o
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virales, son reconocidos por TLR3, TLR7, TLR8 y TLR9; TLR 5 y TLR11

reconocen flagelina y profilina respectivamente '°.

Imidazoquinolines
(anti-viral compounds)

flagellin CpGDNA LPS dsRNA

triacylated diacylated
lipoprotein Iipopritein

Figura 1. TLRs y sus ligandos. TLR1 - TLR7 y TLR9 reconocen componentes
microbianos. TLR1 y TLR6 asociados con TLR2 discriminan entre triacyl y diacyl
lipopeptido respectivamente. TLR4 reconoce LPS. Tomado de Akira, Seminars in
Immunology 16 (2004) 3-9.

Los receptores TLRs forman complejos con otras moléculas tras la unién de su
ligando, y posteriormente desencadenan la activacion de la sefalizacion
intracelular que lleva a la translocacion de factores de transcripcion que inducen la
transcripcion genética de los mediadores inflamatorios (figura 2). De estos Ultimos,
quiza uno de los primeros que producen los macréfagos, es el Factor de Necrosis
Tumoral alfa (TNF-a). Se libera en cuestiéon de minutos y es responsable de
modular la actividad de células inflamatorias (neutréfilos y mononucleares), de
otras citocinas (Interleucina 1 (IL-1), Interleucina 8 (IL-18), Interleucina 6 (IL-6),
Interleucina 12 (IL-12), Interferén gamma (IFN-y)) y de diferentes mecanismos de
defensa antimicrobianos. Estas citocinas, descritas principalmente como pro-
inflamatorias, se encuentran reguladas por otro tipo de mediadores, con funciones
anti-inflamatorias, como la IL-10 y el factor de transformacion beta (TGF-B), el
factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), el receptor soluble de
TNF-a, el receptor antagonista de la interleucina 1 (IL-1ra) y algunas

prostaglandinas. Por su parte, la IL-10 especialmente, se encarga de inhibir la
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produccion de citocinas pro-inflamatorias, especialmente de IL-12, con la

consecuente disminucion de INF-y "4,
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Figura 2. Vias de seializacion de los TLR. En esta figura se muestran las principales

vias de sefalizacion activadas por la unién de TLRs a sus ligandos. Tomado de Akira,
Seminars in Immunology 16 (2004) 3-9.
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Para lograr la homeostasis, el SIRS generalmente se compensa por una respuesta
anti-inflamatoria que se le conoce como Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria
compensadora (CARS), a través de estos mediadores inflamatorios' (figura 3).
Con el tiempo se empiezan a conocer otros participantes fundamentales de la
respuesta inflamatoria. Es el caso del sistema nervioso central a través de
multiples mecanismos '°. La comunicacion entre el sistema nervioso central y el
sitio de infeccion ocurre a tres niveles: El primero implica componentes
microbianos o mediadores inflamatorios que estimulan fibras sensoriales a nivel
del sitio de afeccién que inducen una respuesta del sistema nervioso. Segundo:
cantidades pequenfas de citocinas, prostaglandinas (E2) o agonistas microbianos,
difunden desde los tejidos afectados hasta la circulacién, alcanzando el higado en

donde, a través del nervio vago, activan el eje hipotalamo-pituitario-adrenal.



Tercero, grandes cantidades de mediadores ejercen sus efectos en el tallo
cerebral y en el hipotadlamo. El sistema nervioso incrementa la produccion de la
hormona adrenocorticotropica, la hormona estimulante de los alfa-melanocitos,
epinefrina, cortisol, polipéptido intestinal vasoactivo y otros, que tienen un potente
efecto anti-inflamatorio '”. Recientemente Tracey y colaboradores reportaron que
la acetilcolina inhibe la produccion de HMGB1 (High Mobility Group Box-1), que es

un mediador tardio pro-inflamatorio '8,

LA RESPUESTA INFLAMATORIA
SISTEMICA

Concentracion de
mediadores 7
Complicaciones:
Falla organica
multiple

Infeccion

Proinflamatorios:T

NF-o, IL-1B, IFN-, 1
IL-12, IL-6, IL-8, ...

Muerte
Estimulo inicial b
Pancreatitis, >
Cirugia,
Traumatismo,

Quemaduras etc.

Anti-inflamatorios: l.____.l
IL10, TGF-B .
“Paralisis
Inmunologica”

Figura 3. Fases de la respuesta inflamatoria sistémica. La repuesta inflamatoria sistémica
puede iniciar como respuesta a una infeccién (sepsis) o aun estimulo no infecciosos. En este ultimo
caso, la respuesta anti-inflamatoria incrementa la susceptibilidad a infecciones y en consecuencia
al desarrollo de sepsis.



El SIRS se caracteriza por fiebre o hipotermia, leucocitosis o leucopenia y un
estado hiperdinamico. Estas manifestaciones se encuentran también presentes en
los procesos sépticos como consecuencia de una respuesta sistémica a la
infeccion, pero como se comentd previamente, existen otras condiciones capaces
de generar un SIRS, de tal forma que, en ocasiones, no es sencillo diferenciar las
causas de SIRS, especialmente cuando esta es secundaria a un proceso
infeccioso, especialmente en sus momentos iniciales. EI CARS por su parte, no
tiene manifestaciones clinicas conocidas hasta el momento, pero se puede
caracterizar desde el punto de vista molecular a través del andlisis de la expresién
las moléculas de Clase Il del Complejo Principal de Histocompatibilidad por debajo
de 30% (por citometria de flujo) y el incremento en la produccion de IL-10. La
disminucion en la expresién en el nimero de moléculas de clase I, predispone al
desarrollo de infecciones por la alteraciéon en la presentacion de antigenos
microbianos a través de las células presentadoras de antigenos y la consecuente
activacion de linfocitos T . Esto tiene implicaciones importantes, por un lado,
pasar por alto la presencia de un proceso infeccioso puede llevar al desarrollo de
falla organica multiple y muerte, por otro, el propio CARS predispone a la
adquisicion de infecciones intra-hospitalarias, entre ellas las neumonias
nosocomiales 2.

En ocasiones, el diagnéstico de un proceso infeccioso en pacientes hospitalizados
con SIRS no es facil. En primer lugar porque los criterios originales para definir el
SIRS son inespecificos, limitados en nimero y subjetivos, por lo que tienen poca
especificidad y carecen de significancia prondstica ?'. Ademas, en ocasiones la
presencia del proceso infeccioso es sugestivo, por lo que se requiere de cultivos,
que en muchas ocasiones no desarrollan los micro-organismos responsables, a
pesar de la presencia de estos ?. Rangel Frausto y colaboradores reportaron que
los pacientes sépticos con cultivos negativos y aquellos con cultivos positivos,
tienen indices similares de morbilidad y mortalidad ?. La asociacién de una falla
organica al paciente con sospecha de sepsis se le conoce como sepsis grave y
cuando las alteraciones hemodindmicas se caracterizan por hipotensién, se

clasifica como choque séptico. La mortalidad de la sepsis grave y del choque
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séptico son mayores todavia (aunque existe la duda de que estas entidades
representen un continuo). Por lo anterior, es probable que en algunos pacientes en
los que sospechamos sepsis 0 sepsis severa (por la presencia de falla organica
multiple), en los que no existe desarrollo de micro-organismos en los cultivos,
estemos enfrentando el desarrollo de una respuesta inflamatoria sistémica con
falla organica sin la presencia de infeccién, o bien, con la presencia de ésta.
Existen reportes de moléculas enddgenas que pueden desencadenar una
respuesta inflamatoria sistémica o magnificarla, actuando como ligandos de TLRs
y otros receptores de la superficie celular De estos, quiza HMGB1 sea uno de los

mas estudiados junto con las proteinas de choque térmico.

Todo lo anterior ha motivado el interés por caracterizar el comportamiento de
diferentes moléculas involucradas en el SIRS y el CARS, y en las diferentes
formas de sepsis, para encontrar marcadores moleculares que detecten la
presencia de infecciones y/o predigan el curso de la enfermedad, de manera
temprana, para poder tomar una conducta terapéutica oportuna y de esta manera
evitar las complicaciones que pueden llevar a la muerte en estos pacientes.

Una molécula propuesta como marcador temprano de infeccion es TREM-1
(Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-1) ?*. TREM-1 es un receptor
que se expresa en células mieloides, principalmente en monocitos y neutrdfilos, es
una glicoproteina de 243 aminoacidos y 30 kDa, que tiene una region extracelular
con un dominio parecido a los de inmunoglobulina tipo V, de alrededor de 120
aminodcidos y un cuello de 70 aminoacidos, una regiéon transmembranal con un
residuo cargado positivamente (lisina), y una cola citoplasmica corta, de 5
aminoacidos, que no transduce sefiales . TREM-1 Interactiia en forma no
covalente con la proteina adpatadora DAP12, con la cual forma un complejo para
la transduccién de sefiales ri¢ abajo .

Se han identificado 5 genes Trem, cuatro de los cuales (Trem 1-4) codifican
glicoproteinas tipo | transmembranales, potencialmente funcionales ?” . El gen de
TREM-1 se localiza en el cromosoma humano 6p21.1, ° y esta compuesto por

cuatro exdnes y tres intrones, el Ultimo exdn codifica los dominios transmembranal



y citoplasmico ?2. Cuando el gen se transcribe da como resultado un mensajero de
948 pares de bases %, el cual se traduce en una proteina de de 242 aa y 30 Kda.
Sin embargo se ha visto que el mRNA de TREM-1 puede presentar una forma de
corte alternativo (svTREM-1), a la cual le falta la secuencia del tercer exén. Si este
RNA se tradujera, daria lugar a una forma de TREM-1 sin los dominios
transmembranal y citoplasmico, que al parecer seria una proteina no anclada a la

membrana, es decir seria una proteina soluble (figura 4).

: L Dominio lg, 120 ™ Cit
Proteina NH2 - ominio Ig, aa - COOH
membranal (16 aq) (189 aa) (24 aa) (5aa)

% RS RRICH s RNA mansajero

S 3 Parala prou]eina
Membranal
(mTREM)

RNA mensajero
Para la proteina
Soluble (svTREM)

Proteina

NH2 - L Dominio Ig, 120 aa (14 2a) - COOH
soluble

(16 aa) (189 aa)

Figura 4. El RNA mensajero de TREM-1 y su forma de corte alternativo. Cada rectangulo de
los RNA representa un exén. El cuarto exon de mTREM codifica los dominios transmembranal
(TM) y citoplasmico (Cit). A sv TREM le falta el tercer exén y tiene el cuarto exén fuera del marco
de lectura, por lo que codifica una proteina sin los dominios TM y Cit. L, péptido lider; slg, dominio
de inmunoglobulina.



TREM1
DAP12

Ptdins (PLCy)
\ Ptdins \

’
4.5P;

(RAS ) GRS R RS > €S
AKT
"""""""""""""""""""
(ERKD
1% AT %
NF-xB NFAT

Nﬂ‘ﬂc:ﬂ\ﬂy Protection of
/ @ ::3 mitochondjial integrity

Pro-inflammatory cytokines (TNF, IL-1a) ! g
Pro-inflammatory chemokines (IL-8) . " olonged surviva
Cell-surface molecules (TREM1, TREMIL:Y ™ Inflammation of inflammatory cells

Figura 5.- Representaciéon esquematica de la via de sefalizacién de TREM-1. Tomado de Colona
Nature Review 2003.

Aunque su ligando no se conoce hasta el momento, TREM-1 contribuye a la
amplificacién del fenémeno inflamatorio 2*. En monocitos la ligacién de TREM-1
con un anticuerpo monoclonal agonista estimula la producciéon de IL-8, MCP-1
MCP-3 y MIP-1a Y GM-CSF, especialmente cuando se usa LPS como coestimulo.
Por otro lado cuando los monocitos son tratados con un anticuerpo anti-TREM-1
no producen TNF a, IL-18 ni GM-CSF *%°; sin embargo, la combinacién de
anticuerpo y LPS si induce la produccion de estas citocinas y ademas inhibe la
produccion de IL-10. Esto indica que TREM-1 amplifica las respuestas
inflamatorias que son iniciadas por TLRs *°. La expresién de TREM-1 puede ser
controlada por NF-kB, el cual es activado por vias de sefalizacion de TLRs
(Figura 5). Al parecer una vez que TREM-1 reconoce a su ligando, DAP12 se
fosforila en su dominio ITAM, lo cual proporciona un sitio de anclaje para SyK.
SYK recluta y fosforila a CBL asi como a GRB2, llevando a la activacion de PI3K

y ERK. Estas vias inducen la movilizacién de calcio y activacion de factores de

.
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trascripcion, incluyendo ELK1, NFAT, AP1 y NF-kB, los cuales transcriben genes
que codifican citocinas proinflamatorias, quimiocinas proinflamatorias y moléculas
de superficie celular. La cascada de sefalizacion de TREM-1 sinergiza con las
vias de sefalizacion de IL-1R y TLRs. La ligaciéon de TLRs e IL-1R activan vias
de senfalizacién que llevan a la activacion de NF-k3, que induce la trascripcion y

sobre regulacién de la expresién de TREM-1 por granulositos y monolitos .

La asociacion de TREM-1 con la sepsis parte de un reporte de Bouchon y
colaboradores en el que encuentran que la expresion de TREM-1 se incrementa
en neutréfilos y monocitos en presencia de padecimientos inflamatorios
infecciosos (bacterias extracelulares y hongos), pero no en procesos inflamatorios
no infecciosos. En este mismo reporte se menciona del incremento en la expresion
de TREM-1 en los neutrdfilos peritoneales de pacientes con choque séptico,
contrario a lo observado en células obtenidas de lavado peritoneal de pacientes
con SIRS, sin sepsis **. Con este trabajo, el autor propone a TREM-1 como una
molécula que amplifica la respuesta inflamatoria desencadenada por micro-
organismos patégenos, a través del incremento en la expresion de TREM-1
generada por estos. De esta manera, TREM-1 sefaliza para la produccion de
citocinas pro-inflamatorias; sin embargo, bloqueando la participacién de TREM-1
(con un anticuerpo anti-TREM), se puede prevenir la produccién de choque
séptico en modelos murinos, a través de la inhibicion de la produccion de
mediadores pro-inflamatorios; lo que llevd a especular que podria ser blanco
terapéutico en los casos de sepsis. Posteriormente, Gibot y colaboradores,
encuentran incremento de la forma soluble de TREM-1 (sTREM-1) en pacientes
con neumonia. El mismo autor, publica un estudio prospectivo en el que analizan
TREM-1 de membrana y encuentran incremento en su expresion en pacientes con
choque séptico *'. Isibasi y colaboradores, reportaron que el incremento en la
expresion de TREM-1 de membrana, junto con la disminucion en la expresion de
moléculas de clase Il del Complejo Principal de Histocompatibilidad, se asocian

con mal pronéstico en pacientes quirtrgicos 2.
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2. JUSTIFICACION

Los pacientes que tienen un padecimiento susceptible de ser corregido
quirdrgicamente en forma electiva, presentan una respuesta inflamatoria que,
dependiendo de la magnitud del procedimiento, puede ser leve, autolimitada y sin
traduccion clinica; o puede llevar al desarrollo del Sindrome de Respuesta
Inflamatoria Sistémica (SIRS). El estudio de los pacientes con SIRS nos permitira
conocer el inicio de la fase inflamatoria y de la anti-inflamatoria, que permite
recuperar la homeostasis. Esta fase compensadora en ocasiones puede ser tan
intensa que desencadena el Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria
Compensadora (CARS), que en muchas ocasiones lleva al paciente a un estado
de “Pardlisis Inmunolégica”. Cuando se establece el CARS, los pacientes
habitualmente no son portadores de infecciones; pero la presencia de un proceso
infeccioso en este estadio, es una de las causas que impiden la pronta
recuperacion del paciente y puede llevar al desarrollo de sepsis y eventualmente a
la falla organica multiple, lo cual tiene una elevada morbi-mortalidad y un impacto
economico muy elevado. Lo anterior nos da la pauta para analizar si el aumento
en la expresion de TREM-1 de membrana, pueden considerarse como una sefal
interna temprana, del establecimiento de un padecimiento infeccioso o como un
marcador prondstico temprano en la evoluciéon postoperatoria de este tipo de
pacientes. Esto nos permitira actuar en forma oportuna para la prevencion de

complicaciones a través de una conducta terapéutica mejor dirigida.
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3. HIPOTESIS

Durante la evolucion post-quirirgica de los pacientes que desarrollan una
respuesta inflamatoria sistémica sin relacion a un proceso infeccioso, el nivel de
expresion de TREM-1 de membrana en monocitos de sangre periférica estara

normal.

El estado de “paralisis inmunoldgica” como consecuencia del CARS favorecera el
establecimiento de la infeccién y por lo tanto el aumento del nivel de expresién de
TREM-1 de membrana en monocitos de sangre periférica como indicador del inicio

de la fase infecciosa.

La disminucién de la expresion de moléculas de clase Il del MHC vy su persistencia
en niveles bajos, asociada con el incremento en la expresion de TREM-1 de
membrana, predicen una mala evolucion clinica del paciente en relacion con el
desarrollo de complicaciones médico-quirdrgicas en relacién o no con el evento

quirurgico.
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4. OBJETIVOS

General

Caracterizar el comportamiento molecular de TREM-1 de membrana en pacientes

sometidos a procedimientos quirdrgicos.

Particulares

a. Analizar si el incremento en la expresion de TREM-1 de membrana se asocia
con el establecimiento de un proceso infeccioso en pacientes después de ser

sometidos a un procedimiento quirurgico.

b. Analizar si la disminucién en la expresién de HLA-DR en pacientes quirurgicos

se asocia con una evolucion post-operatoria desfavorable.

c. Determinar las concentraciones de IL-6, IL-10 e IL-12 en pacientes antes y

después de ser sometidos a un procedimiento quirdrgico.
d. Establecer una correlacion con los niveles de TREM-1 de membrana, moléculas

de clase Il del Complejo Principal de Histocompatibilidad, citocinas pro y anti-

inflamatorias y la evolucion clinica del paciente.
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5. METODOLOGIA

Diseno del estudio

Estudio de cohorte (observacional, comparativo, longitudinal y prospectivo).

El estudio comprendié la evaluacion de los pacientes que fueron sometidos a
cirugia electiva , de urgencia y la determinacion de mediadores inflamatorios, en el
laboratorio de la Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica (UIMI), del
Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS (HE
CMN). Para lograr los objetivos del trabajo se conformaron 3 grupos de sujetos:
Grupo A, compuesto por personas sanas, a los que se les realizaron las mismas
determinaciones que a los pacientes y sirvieron para establecer los valores
basales de cada una de las determinaciones y punto de comparacién con los
siguientes grupos. Grupo B, compuesto por pacientes que fueron intervenidos
quirargicamente. A estos pacientes se les realizé6 una toma de sangre en el
preoperatorio y posteriormente los dias 1, 3, 5 y 7 del post-operatorio. Grupo C,
conformado por pacientes con diagndstico de Sepsis, con las mismas
determinaciones que el grupo B que sirvieron para establecer los valores de cada
una de las determinaciones en situaciones en las que la infeccién se encontro

comprobada.

Universo de trabajo

Quedo constituido por pacientes del Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo
Sepulveda” del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del
Seguro Social (HECMN), que fueron programados de manera electiva y de
urgencia, por el Servicio de Gastrocirugia (Grupo B), para ser sometidos a cirugia
en el periodo comprendido de septiembre del 2004 a diciembre del 2005 y que
cumplieron con los criterios de inclusion. Los pacientes con sepsis que
conformaron el grupo C, también fueron del HE CMN, internados en la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI) y en el drea de hospitalizacion del Servicio de Cirugia
del Aparato Digestivo del HE CMN. Las personas que conformaron el grupo A,

fueron donadores de banco de sangre.

-14 -



A/

\/

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:

Pacientes de cualquier sexo sometidos a cirugia electiva y de urgencia.
Pacientes de cualquier sexo con diagndstico de sepsis, con alguna
patologia que involucré al aparato gastrointestinal y por tanto requirieron de
la valoracién de los cirujanos del Servicio de Gastrocirugia del HE CMN.
Pacientes que aceptaron participar en el estudio.

Pacientes entre 18 y 90 afios de edad.

Criterios de no-inclusion:

a.

Criterios de exclusion:

Pacientes programados para lavado abdominal quirdrgico por primera
ocasion. Excepto los incluidos en el grupo de cirugia programada.

Pacientes operados en los ultimos 3 meses. Excepto los incluidos en el
grupo de cirugia programada.

Pacientes en tratamiento con inmunosupresores por ser portadores de
Virus de Inmunodeficiencia Humana con SIDA y hepatitis cronica por Virus
de Hepatitis C o alguna otra enfermedad cronica que pudiera comprometer
el estado inmunoldgico del paciente (Enfermedades del tejido conectivo en
tratamiento).

Embarazo.

Pacientes que rehusaron participar en el estudio o continuar en el mismo.
Descompensacion de alguna enfermedad crénico-degenerativa (DM,
Hipertension arterial, Insuficiencia Renal Crénica), en los casos de cirugia

electiva.

»

a.
b.

Pacientes que decidieron retirarse del estudio.
Pacientes cuyas muestras sanguineas no fueron factibles de procesar por

situaciones inherentes a la toma y/o procesamiento de la misma.
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Descripcion de las variables segun la metodologia

Variables independientes:
. Procedimiento quirurgico electivo y de urgencia.

. Sepsis.

Variables dependientes:
. Expresion de TREM-1
. Produccion de IL-6, IL-10 e IL-12.
. Expresion de MHC II.
. SIRS.
. CARS.
" Falla Organica Multiple.

Variables de control
] Edad.

" Sexo.
Definicidon operacional de variables

Variables independientes

Procedimiento quirurgico electivo.

Se entiende por cualquier procedimiento quirlrgico, realizado en forma
programada, en los quiréfanos del HE CMN por parte del servicio de Cirugia del
Aparato Gastrointestinal del HE CMN.

Sepsis.

Es la presencia de un proceso infeccioso, demostrado mediante cultivos o cuando
se tiene evidencia objetiva a través de la exploracién fisica en el paciente o a
través de algun estudio de gabinete y que retne criterios diagndsticos de SIRS. El

SIRS se diagnostica cuando se tienen dos o mas de los siguientes criterios:
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a. temperatura >38°C o0 < 36°C
b. frecuencia cardiaca >90 latidos/min
c. frecuencia respiratoria >20/min o PaCO, <28 mmHg

d. cuenta de leucocitos >12 000/mm?, <4 000/mm?® é >10% de bandas.

Variables Dependientes

IL-6:

Proteina soluble de bajo peso molecular, involucrada en la regulaciéon de la
actividad celular, particularmente de la respuesta inmune. Tiene efectos
predominantes en la respuesta inflamatoria y se encuentra involucrada en la
generacion de la respuesta sistémica inflamatoria. Su determinacién es mediante
ELISA y el resultado se expresa en picogramos por ml, es una variable cuantitativa
continua.

HLA-DR:

Molécula de tipo Il del complejo principal de histocompatibilidad, encargada de la
presentacion de antigenos exdgenos a las células T y localizada en la superficie
de las células presentadoras de antigenos. Su determinacion es a través de
citometria de flujo.

IL-10:

Citocina involucrada en la regulacion de la actividad celular, particularmente de la
respuesta inmune. Tiene efectos predominantes en la respuesta anti-inflamatoria y
se encuentra involucrada en la generacion de la respuesta sistémica anti-
inflamatoria compensadora. Su determinacion es mediante ELISA y el resultado se
expresa en picogramos por ml, es una variable cuantitativa continua.

IL-12:

Proteina soluble de bajo peso molecular, participa en la regulacién de la actividad
celular, particularmente de la respuesta inmune. Tiene efectos predominantes en
la respuesta inflamatoria y se encuentra involucrada en la generacién de la
respuesta sistémica inflamatoria. Su determinaciéon es mediante ELISA y el

resultado se expresa en picogramos por ml, es una variable cuantitativa continua.
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TREM-1:

Receptor activador expresado en células Mieloides (Triggering Receptor
Expressed on Myeloid Cells). Es una proteina que perteneciente a la 1g-SF. Se
expresa en neutréfilos y monocitos CD14alto y principalmente en células que
infiltran tejidos infectados por bacterias. Dificilmente detectable en tejidos
inflamados no infectados. No se conoce ligando y su activacién induce la
liberacion de mediadores pro-inflamatorios, presentando un efecto sinérgico en
presencia de LPS

SIRS.

Los criterios para diagnosticar un SIRS se comentan en parrafos anteriores.
CARS.

Se presenta cuando la producciéon de citocinas anti-inflamatorias excede a la
produccién de las inflamatorias y se caracteriza por la disminucion en la expresion

de moléculas de clase Il por debajo del 30%.

Variables de control

Edad: expresada en anos en una escala cuantitativa discreta.

Sexo: expresado en una escala cualitativa nominal. Masculino, Femenino.
Seleccion de la muestra

Se incluyeron, en forma consecutiva, todos los pacientes operados electivamente
y de urgencia asi como aquellos que se encontraron con diagnéstico de sepsis, y
que cumplieron con los criterios de seleccién.

Tamano de la muestra

Se incluyeron todos los pacientes que fueron captados durante el tiempo de

duracion del proyecto.
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Consideraciones éticas

Buenas practicas clinicas. Todo el trabajo clinico que se desarroll6 en el protocolo,
estuvo sujeto a los lineamientos de las buenas practicas clinicas. EIl presente
protocolo obtuvo la aprobacién documentada por el Comité de Etica e
Investigacion del Hospital y el consentimiento informado antes de iniciar el estudio

de acuerdo a la organizacion y regulacion de las normas y leyes locales.

Consentimiento Informado

Cada paciente debié otorgar su autorizacién. Esta estuvo constatada en un
documento llamado “Consentimiento Informado”, en el que se desglosé de manera
detallada y con lenguaje claro al paciente, los beneficios y los posibles riesgos que
se tuvieron al estar sujeto a la investigacion (Ver Anexo).

Al obtener y documentar el consentimiento informado, el investigador cumplié con
los requerimientos regulatorios aplicables de adhesiéon a las buenas préacticas
clinicas y a los principios éticos que tienen su origen en la Declaracion de Helsinki
y sus enmiendas.

Antes de ser admitido en el estudio, el equipo de investigacion o una persona
designada informo al paciente o su representante legal, en caso de que el
paciente no pudiera otorgar su autorizacién, sobre todos los aspectos pertinentes
del estudio, incluyendo informacion escrita y la aprobacion favorable para la
conduccion del estudio (protocolo) y de la hoja de Consentimiento Informado del

paciente por parte del Comité de Investigacion y Etica del Hospital.
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Procedimiento para la eleccidon de pacientes

Para conocer los pacientes candidatos a cirugia electiva se revis6 la lista de
programacion de cirugias diariamente. El paciente hospitalizado, se visité en la
habitacion del mismo y se le realiz6 una historia clinica resumida para saber si
cumplia con los criterios de inclusién. De ser asi, se le explicd que fue candidato a
participar en un estudio clinico y las caracteristicas del mismo. De estar de
acuerdo, firm6 la hoja de consentimiento (Anexo Hoja de consentimiento
informado).

El seguimiento de la evolucién postoperatoria de los pacientes, se realiz6 por parte
de los integrantes del protocolo. Fue responsabilidad del médico tratante,
perteneciente al Servicio de Cirugia Gastrointestinal, la identificacion y resolucion
de los problemas que surgieron a lo largo de su estancia hospitalaria. El
seguimiento clinico del paciente se hizo hasta su egreso, independientemente del
desenlace.

La toma de muestra (sangre) se realizd por los integrantes del proyecto, asi mismo

la realizacion del procedimiento en particular.

Procedimiento en particular para la toma de muestra

A los pacientes candidatos a cirugia se les extrajeron 15 mL de sangre antes de la
intervencion y posteriormente por las mananas en el primero, tercero, quinto, y
séptimo dia de post-operado. Lo anterior dependid del tiempo de permanencia del
paciente. Asi, los pacientes que ameritaron permanecer por mas tiempo, fue
necesariamente porque su condicion clinica asi lo requirio. Aquellos pacientes con
estancia corta (inferior a dos dias), se les consideré uUnicamente el numero de
muestras que se alcanzaron a tomar durante su internamiento. A los pacientes con
diagndstico de sepsis se les realizé el mismo numero de muestras que a los
pacientes quirurgicos del grupo de estudio y al grupo de personas sanas, se les

realizé una sola toma de sangre con las mismas determinaciones.
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Para la obtencion de la muestra de pacientes que no contaron con un catéter
central, se tomd la muestra por puncion bajo el siguiente protocolo: asepsia de la
region con torundas alcoholadas, aplicacion de un torniquete con tubo de latex en
el tercio distal del brazo seleccionado. Se puncioné al paciente con aguja
Vacutainer 0.8 x 38 y adaptador Vacutainer, en la vena mediana preferentemente.
La muestra se obtuvo en tubos especiales por presion negativa. Para aquellos que
contaron con catéter central, se inicié6 con la asepsia del conector del catéter,
extraccion de 8 ml de sangre y posteriormente lavado de catéter con 10 ml de
solucion salina y en los casos en los que el catéter se encontré cerrado, se
heparinz6 con 0.5 ml de heparina de 1000 unidades. En todos los casos cuidando

los pasos criticos de asepsia.

Determinacion de citocinas en suero

La sangre destinada para la determinacion de citocinas se tomd en el mismo
momento que aquella destinada para la determinacion de TREM-1 y moléculas de
clase Il, pero en tubos diferentes.

Se obtuvieron 7 mL de sangre en tubos sin heparina y se centrifugaron a 2500
rpm durante 10 minutos a 8 grados centigrados. Se extrajo el suero con pipetas de
precision y puntas desechables. Se hicieron alicuotas de 250 pyL cada una en
tubos Eppendorf de 0.5 mL. Posteriormente se congelaron a -20°C. Identificando
cada uno de los tubos de cada paciente.

Se utilizaron las alicuotas de 250 pL de suero de paciente previamente
congeladas a —20°C.

Se llevé a cabo el método de ELISA para la deteccion de las siguientes citocinas:
IL-6, IL-10, IL-12 . Se utilizo el kit OptEIA™ (Pharmingen) correspondiente a cada
una de las citocinas y el método de acuerdo al inserto de las mismas. El
procedimiento en general se explica a continuacion:

Se utilizaron placas de 96 pozos y se cubrieron con 50uL de anticuerpo de captura
diluido en solucién reguladora (la concentracién dependié de la citocina, de

acuerdo a las recomendaciones del fabricante). Se incubaron toda la noche a 4°C
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(en cuarto frio) y al dia siguiente se lavaron 3 veces con solucion reguladora de
lavado (PBS con Tween-20 al 0.05%).

Los pozos fueron cubiertos con 200 uL de solucién reguladora de bloqueo (PBS
con FBS 10%, pH 7.0) y permanecieron en incubacion por 1 hora a temperatura
ambiente y se lavaron 3 veces con solucion reguladora de lavado.

Se prepararon diluciones seriadas del estandar de acuerdo al inserto de la citocina
correspondiente y por duplicado se colocaron 100 uL de cada concentracion
estandar y 100 pL por duplicado de cada muestra y controles. Las placas
permanecieron en incubacion por dos horas a temperatura ambiente y se lavaron
cinco veces con solucion reguladora de lavado.

Se afnadieron 100 pL de soluciéon detectora (Anticuerpo de deteccion mas
estreptavidina-HRP) a cada pozo y se incubd por una hora a temperatura
ambiente. Se lavaron siete veces con solucion reguladora de lavado.

Se anadieron 100 pL de solucion sustrato (tetrametilbenzidina mas peroxido de
hidrogeno) a cada pozo y se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente
protegidos de la luz. Se afadieron 50 pL de solucién de paro (acido sulfurico 2 N)

y 30 minutos después se leyd la absorbancia a 450 nm en el Fluoroskan.

Separacion de mononucleares y determinacion de MHC Il y TREM-

1 por citometria de flujo.

La muestra de sangre en tubos con anticoagulante se colocé en tubos Falcon de
50 ml, se diluyd 1:2 con solucién salina al 0.9%.

En tubos falcon de 15 ml se colocaron 2 ml de Ficoll y se agregaron 11 ml de
sangre previamente diluida, se centrifugé a 1500 rpm durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Se transfirié la fase de mononucleares a tubos falcén de 15 ml, se lavaron con
solucion salina isoténica, llevando cada tubo hasta un volumen de 15 ml, se

centrifugé a 1500 rpm a 12°C, se decanto y resuspendié el boton celular, se
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hicieron dos lavados mas con solucién salina isoténica por 10 minutos a 12 °C,
con centrifugados a 1,100 y 1000 rpm respectivamente.

Al termino del ultimo lavado se removid el sobrenadante y se resuspendié el boton
en 2 ml de solucion salina.

Se realizé el conteo celular en cdmara de Newbauer haciendo una dilucién 1:10 en
azul tripan.

Se rotularon 5 tubos FACS con las iniciales de cada paciente y fecha, se agrego

el anticuerpo correspondiente a cada tubo como sigue:

Tubo 1:  Sin anticuerpo.

Tubo 2: 4 pl de anti CD14 marcado con FITC.

Tubo 3: 5 pl de anti TREM-1 marcado PE.

Tubo 4: 4 pl de anti HLA-DR marcado con Cychrome.

Tubo 5: 4 ul de anti CD14 FITC.+ 5 ul de anti TREM-1 PE + 4 pl de anti
HLA-DR Cychrome.

A cada tubo se agregaron 2 millones de células (mononucleares), se agito
suavemente (vortex) e incubo en la oscuridad a 4 °C por 20 minutos.

Se agregaron 300 pl de solucion de lisis a cada tubo, se agito suavemente e
incubo a temperatura ambiente por 15 minutos.

Al termino de la incubacién se agregaron 1000 pl de solucion fisiolégica, se agito
suavemente y centrifugd a 2500 rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos, al
termino se decantd y resuspendié el botén celular, se agregaron 200 pl de
solucién fisioldgica, se taparon los tubos y guardaron en la oscuridad a 4 °C para

su lectura (fig 6).
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Figura 6. Determinacion de HLA-DR y TREM-1 en monocitos de sangre periférica. A partir
de células sin tefir, se selecciona la regién de monocitos por tamafio y granularidad,
posteriormente se ajusta autofluorescencia y se corrobora el bloqueo con el control de isotipo.
A continuacién se compensa la sobreposicion de la fluorescencia de los fluorocromos
empleados (FITC y PE). Por ultimo se analizan las muestras con tincién doble (CD14/HLA-DR
y CD14/TREM-1).
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Procedimiento quirdrgico

Procedimiento del paciente programado en forma electiva.

Estos pacientes ingresaron por admision hospitalaria cuando menos un dia previo
a su intervencion quirtrgica. El dia previo a su cirugia se realizé una valoracién
preoperatoria por parte de los Servicios de Medicina Interna y Anestesiologia. Los
examenes preoperatorios fueron tomados antes de la valoracion preoperatoria y
junto con estos, se tom¢ la primera muestra para el estudio. La técnica anestésica
fue anestesia general balanceada o bloqueo peridural, dependiendo del tipo de
cirugia y de la eleccién del anestesidlogo. El tipo de procedimiento quirurgico
dependié de la patologia de base. Los pacientes operados pasaron del quiréfano a
la sala de recuperaciéon por un periodo aproximado de 3 horas. Los médicos
anestesidlogos fueron los encargados de dar de alta de recuperacién al paciente.
Se consigné en la hoja quirdrgica correspondiente, el tipo de procedimiento
realizado, los hallazgos quirtrgicos y las complicaciones en los casos que se
presentaron. Asi mismo, fueron consignados en la hoja de recoleccion de datos
(Ver Anexo), los datos demogréficos del paciente, antecedentes personales no
patoldgicos, antecedentes patoldgicos, padecimiento actual, tipo de intervenciones
realizadas y sus hallazgos, asi como la evolucion durante el tiempo de
seguimiento. También quedaron consignados los medicamentos utilizados durante
el procedimiento y después del mismo (analgésicos, antibidticos, aminas
vasoactivas) y también la administracién de productos hematicos (plasma,

paquetes globulares, crioprecipitados, etc.).
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ANALISIS ESTADISTICO

Las variables medidas en escala cualitativa, se expresaron con frecuencia
absoluta y porcentaje. Las variables medidas en escala cuantitativa se expresaron
en promedio y desviacion estandar. La contrastacion de las diferencias entre los
grupos de estudio para las variables cualitativas se realiz6 con prueba chi
cuadrada

En las variables cuantitativas se utilizé una comparacion de promedios para
muestras independientes a través de la prueba t de Student. En las muestras
dependientes se uso la prueba t pareada o t de Wilcoxon. Ademas se realizaron
pruebas de normalidad para conocer el tipo de distribucion de los datos y decidir
el uso de estadistica paramétrica o no paramétrica.

En todos los casos se considerara como estadisticamente significativo un valor de

probabilidad menor o igual a 0.05.

Recursos para el estudio

Recursos humanos

Médicos Especialistas, Maestros en Ciencias y Doctores en Ciencias adscritos a la
Unidad de Investigacién Médica en Inmunoquimica del Hospital de Especialidades
del Centro Médico Nacional siglo XXI IMSS (HECMN). Médicos adscritos al
servicio de Gastrocirugia y médicos residentes del HE CMN. Médicos Residentes
de Cuidados intensivos, de la UCI del HECMN.

Recursos materiales
Instalaciones de la Unidad de Investigacion Meédica en Inmunoquimica vy
Quiréfanos del HE CMN.
Reactivos y equipo de la UIM en Inmunoquimica del Hospital de Especialidades
del CMN siglo XXI.
Instrumental y equipamiento del Servicio de Quiréfano, de Gastrocirugia y

Cuidados Intensivos del Hospital de Especialidades del CMN siglo XXI.
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6. RESULTADOS

En el lapso de septiembre del 2004 a diciembre del 2005 se capturaron 136
sujetos, de los cuales 61 conformaron el grupo de pacientes quirurgicos, 25 el de
pacientes sépticos y 50 los controles sanos. El promedio de edades para el grupo
quirdrgico fue de 55.7 anos (19-86), para el grupo de sépticos de 56.5 afos (23-
88) y para del grupo de sujetos sanos fue de 33.8 afnos (19-51), sin diferencia
estadisticamente significativa entre el grupo quirurgico y séptico, sin embargo,
encontramos diferencia significativa entre el grupo de controles sanos con
respecto al grupo quirlrgico y séptico, en lo que a edad se refiere. La distribucion

por sexo se muestra en la tabla |.

Tabla I. Datos demograficos

Variables Quirtrgicos Sépticos Sanos Total
Electivos Urgencia Sepsis S. severa
Numero 46 15 9 16 50 136
Sexo F 21 9 5 4 1 50
M 25 6 4 12 39 83
Edad (promedio) 55.9 53.2 57.3 56.1 33.8
Complicaciones 11 (23.9%) 7 (46.6%) 18
C. Infecciosas 7 (15.2%) 5 (33.3%) 12
C. no infecciosas 4 (8.6%) 2 (13.3%) 6
Mortalidad 4 (8.6%) 2 (13.3%) 4 (16%) 13 (52%) 23

En el grupo de los pacientes quirdrgicos se incluyeron a los pacientes intervenidos
de manera electiva (n=46) y los intervenidos en forma urgente (n=15). El tipo de
procedimientos realizados a los pacientes del grupo quirdrgico dependié de la
patologia que estos presentaron e involucrd cirugias del tracto gastrointestinal y

plastias de hernias ventrales e inguinales, como se muestra en la Tabla Il.
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Tabla Il. Pacientes quirtrgicos

Diagnésticos Procedimientos
Electivos  Enfermedad por reflujo gastroesofagico Funduplicatura
Patologia vesicular:  Colecistitis litiasica Colecistectomia
Lesion de via biliar Reconstruccién de via biliar
Coledocolitiasis Colédoco duodeno anastomosis
Quiste de colédoco Derivacion biliodigestiva
Varices esofagicas Gastro-gastro anastomosis
Hernias Plastia con malla
Cancer Pancreas Pancreatectomia
Colon Reseccion intestinal
Colangiocarcinoma Derivacion biliodigestiva
Drenaje de quiste hepatico con cistoyeyu- Cierre de yeyunostomia
no anastomosis
Urgencias Patologia vesicular: Colecistitis litiasica Colecistectomia
Piocolecisto Colecistectomia
Lesion via biliar Colédoco duodeno anastomosis
Cancer Colangiocarcinoma Colédoco duodeno anastomosis
Adenocarcinoma de Colédoco duodeno anastomosis
Ampula de vater
Patologia intestinal ~ Trombosis mesentérica Reseccion intestinal
Diverticulitis Sigmoidectomia/colostomia
Apendicitis aguda Apendicetomia
Oclusioén intestinal Liberacion de adherencias

Las complicaciones se presentaron en 29.5% (n=18), correspondientes a ambos
grupos, clasificadas en aquellas de tipo infeccioso con 19.6% (n=12), y las no
infecciosas 9.8% (n=6) (Tabla Ill).

Dentro del grupo de cirugia electiva, las complicaciones se presentaron en 23.9%
(n=11) y en los pacientes con cirugia de urgencia en 15.2% (n= 7). En relacion a la
presencia de complicaciones de tipo infeccioso, representaron 33.3% (n=5) del
grupo con cirugia de urgencia y 15.2% (n=7) en el grupo de pacientes con cirugia
programada (p=0.041). La mortalidad en el grupo quirurgico, tanto de pacientes
con cirugia programada como aquellos con cirugia de urgencia, fue de 9.8% (n=6).
La mortalidad en los pacientes que presentaron complicaciones (18 pacientes) de
ambos grupos, fue de 33.3% (n=6); distribuida en 22.2% (n=4) para los electivos y

11.1% (n=2) para los pacientes con cirugia de urgencia (Tabla I).
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Tabla lll Complicaciones en pacientes quirirgicos

Tipo de complicacion Frecuencia %
Sin complicaciones 43 70.5
Infecciosas Infeccién de herida quirdrgica 1 1.6
Neumonia 4 6.6
Infeccién abdominal 6 9.8
Infeccion sistémica 1 1.6
No infecciosas Hematoma de herida quirurgica 1 1.6
Sangrado de tubo digestivo alto 2 3.3
Oclusion intestinal 2 3.3
Complicaciones cardiovasculares 1 1.6
Total 61 100

En el grupo de pacientes sépticos se incluyeron aquellos que reunieron los
criterios diagndsticos de sepsis, de acuerdo a la definicion de la American
Association of Chest Physicians (AACP) ', con un promedio de 5.6 dias de
evolucién desde el momento del diagndstico hasta el momento de la toma de la
primera muestra. La mortalidad para este grupo fue de 68% (n=17) (Tabla 1),
distribuida en dos grupos de acuerdo a la severidad: sepsis 16% (n=4), sepsis

severa y choque séptico de 52% (n= 13) (Tabla I).

Comportamiento de HLA-DR y TREM-1 en sanos, quirurgicos y
sépticos.

Se analizé y comparé el comportamiento de moléculas de Clase Il del Complejo
Principal de Histocompatibilidad (MHC-Il) en los tres grupos. Debido a que no
todos los pacientes contaron con las cinco determinaciones que se habian
propuesto en forma inicial en el proyecto, sea por alta por mejoria, muerte
prematura, exclusién voluntaria del paciente o problemas técnicos para el
procesamiento de las muestras, se decidio utilizar la primera determinacion para el
andlisis de los resultados, de todas las moléculas involucradas, con la intencion de

evaluar, en una primera aproximacion, el comportamiento molecular de nuestros
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pacientes y, eventualmente, realizar el andlisis del resto de las muestras. En
sanos el promedio de expresion de MHC-II fue de 80%, en pacientes quirurgicos,
la determinacion pre-operatoria fue de 72% y en el grupo de sépticos de 41.6%,
existiendo diferencias estadisticamente significativas al comparar los tres grupos
(Figura 7).
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Figura 7. Comparacion de los niveles de HLA-DR. Los datos se
presentan en mediana (lineas negra), percentiles (25-75%) y valores
extremos, de los niveles de expresion obtenidos para los grupos
quirdrgico, séptico y controles sanos.

Al hacer la misma comparacion, pero con respecto a TREM-1, el promedio de
expresion en controles sanos fue de 35 unidades de intensidad media de
fluorescencia (IMF) y en los pacientes quirurgicos y sépticos, los promedios fueron
50.4 IMF y 50.07 IMF respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Comparacion de los niveles de TREM-1. Grafica de cajas y
brazos. Los datos se presentan en mediana (lineas negra), percentiles
(25-75%) y valores extremos, de los niveles de expresion obtenidos para
los grupos quirdrgico, séptico y controles sanos.

Comportamiento de citocinas en sanos, quirurgicos y sépticos.

Se analizé la primera determinacion de IL-6, IL-10 e IL-12. Con respecto a IL-6,
los controles sanos tuvieron un promedio de 34 pg/ml, mientras que el grupo de
pacientes quirtrgicos fue de 104.53 pg/ml y en sépticos de 418.11 pg/ml (p< 0.01)
(Figura 9).

Al analizar el comportamiento de IL-12 encontramos que los controles sanos
tuvieron un promedio de 400 pg/ml, el de pacientes quirdrgicos fue de 200 pg/ml y
en el grupo de pacientes sépticos fue de 100 pg/ml (p < 0.05) (Figura 10).

En cuanto a IL-10, el promedio en controles sanos fue de 16.9 pg/ml, en
pacientes quirdrgicos de 25 pg/ml y en pacientes sépticos de 91.52 pg/ml, con

diferencias significativas entre los tres grupos (p = 0.001) (Figura 11).
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Figura 9. Niveles séricos de IL-6. Los datos se presentan en mediana
(lineas negra), percentiles (25-75%) y valores extremos, de los niveles de
expresion obtenidos para los grupos quirdrgico, séptico y controles sanos.
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Figura 10. Niveles séricos de IL-12. Los datos se presentan en mediana
(lineas negra), percentiles (25-75%) y valores extremos, de los niveles de

expresion obtenidos para los grupos quirtirgico, séptico y controles

<8



100 Levene
0 — ; ANOVA

P <0.05

N= 14 50 24
control sano quirirgico séptico

gupo

Figura 11. Niveles séricos de IL-10. Los datos se presentan en mediana
(lineas negra), percentiles (25-75%) y valores extremos, de los niveles de

expresion obtenidos para los grupos quirirgico, séptico y controles

Comportamiento de Moléculas de Clase Il , TREM-1 y citocinas en

relacion a morbi-mortalidad de pacientes quirurgicos.

Se compar6 la expresiéon de MHC-Il y TREM-1 en los pacientes con base a su
evolucion final, es decir aquellos que vivieron y aquellos que fallecieron.

El promedio de edad del grupo quirirgico entre aquellos que sobrevivieron de
aquellos que fallécieron fue heterogéneo, debido a que el promedio de edad en
estos ultimos fue mayor (p< 0.05).

Se aplicaron pruebas estadisticas no paramétricas para identificar diferencias en
los promedios de valores obtenidos para la expresion de MHC-II en los pacientes
del grupo quirdrgico que sobrevivieron, asi como en los que fallecieron,
encontrando niveles estadisticamente mas bajos en los fallecidos con promedio de
45.8%, mientras que en los pacientes que sobrevivieron el promedio fue de 74.8%,
(Figura 12).
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Figura 12. Expresion de HLA-DR. Grafica comparativa del nivel de expresién
en pacientes quirdrgicos que vivieron y aquellos que fallecieron.

Respecto a TREM-1, con el mismo tipo de comparacion, en estos mismos
pacientes, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos (Figura 13).
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Figura 13. Expresiéon de TREM-1. Grafica comparativa del nivel de expresion en
pacientes quirdrgicos que vivieron y aquellos que fallecieron.

En relaciéon a citocinas, encontramos que para IL-6 los pacientes que fallecieron

tuvieron niveles mas altos con un promedio de 150 ng/ml, mientras que en los
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pacientes que sobrevivieron el promedio fue de 20 ng/ml, existiendo diferencias

significativas (Figura 14).
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Figura 14. Niveles séricos de IL-6. Grafica comparativa de niveles sericos en
pacientes quirurgicos que vivieron y aquellos que fallecieron.

En cuanto a las citocinas IL-12 e IL-10 no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los pacientes que fallecieron y aquellos que
sobrevivieron (Graficas no mostradas).

Respecto a MHC-II considerandolas como factor de exposicién, se realizd la
exploracion de los datos para encontrar puntos de corte con mejor significancia
estadistica, encontrando que con el punto de corte de < 60%, presento un valor de
p= 0.012, siendo ain mejor con el punto de corte de < 55 %, representando por p=
0.001. Es pertinente para su relevancia clinica, el identificarlo como riesgo, y dado
que se identificd el punto de corte post estudio, se considera casos y controles, y
se identifica mediante OR (odds ratio, razén de momios, etc), siendo para el punto
de corte de < 55 %, OR = 13.7 p= 0.006, IC al 95% (2.1 - 89.2), con poder
muestral del 85.3 %. Queriéndonos decir lo anterior que tenemos el 85.3 % de
certidumbre que cuando se presentan valores de MHC-Il en la evaluacion

preoperatorio iguales o menores a 55 %, el paciente tendra 13.7 veces mas la
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probabilidad de morir después del evento quirtirgico para el que esta programado
(Tabla 1V).

Tabla IV. Asociacion de valores en primera muestra
con muerte (n = 61)

Sobrevida Total
Muertos Vivos

Cll n % n % n %
< 55 4 (6.5) 7 (11.4) 11 (18)
> 55 2 (3.3) 48 (78.6) 50 (82)
Total 6 (9.8) 55 (90.2) 61 (100)
TREM-1

> 70 3 (4.9) 8 (13.2) 11 (18)
< 70 3 (4.9) 47 (77) 50 (82)
Total 6 (9.8) 55 (90.2) 61 (100)

Respecto A TREM-1 a pesar de que no se encontraron diferencias también se
exploraron los datos, encontrando un comportamiento muy similar, pero con un
punto de corte = 70 IMF, con un riesgo de 5.8 veces y con menor significancia
estadistica, debido al poder muestral obtenido en el presente estudio (Tabla IV).
Se analizé y comparo la expresion de MHC-Il y TREM-1 en los pacientes del
grupo quirdrgico, con base al desarrollo de complicaciones infecciosas durante su
estancia hospitalaria, para lo cual se dividieron los pacientes en aquellos que
desarrollaron (n=12) o no (n=49), alguna infeccién durante su estancia en el
hospital.

En cuanto a la expresion de MHC-II tomando como punto de corte < 55%, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos.
Respecto a la expresion de TREM-1 en estos mismos pacientes, pero tomando
como punto de corte valores promedio = 70 IMF, tampoco encontramos

diferencias estadisticamente significativas en ambos grupos.
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7. DISCUSION

La principal causa de muerte en pacientes sometidos a cirugias mayores es la
presencia de falla organica, generalmente asociada a la presencia de un micro-
organismo. Esta asociacion involucra la respuesta inflamatoria dependiente de
diferentes tipos celulares y de multiples mediadores inflamatorios. Los monocitos
juegan un papel fundamental como células efectoras, a través de la secrecion de
mediadores inflamatorios y la expresion de diferentes moléculas en su superficie
celular. Su funcién puede afectarse por diversas situaciones, entre otras, los casos
de cirugia mayor *. Esta alteracién depende de la disminucion de la capacidad
para presentar antigenos, para la adherencia y transmigracion y para la
fagocitosis; todas fundamentales para la protecciéon del organismo en caso de
invasion por algin micro-organismo. Aunque es comun encontrar disminucion en
la expresion de MHC-II en pacientes sometidos a procedimientos quirurgicos
mayores, sin que ello implique la presencia de complicaciones % hay reportes que
asocian la disminucién en la expresion en monocitos periféricos, con la presencia
de infecciones o incluso con mal prondstico %%, Aparentemente la disminucion de
la expresion de MHC-II esta en relacion con la severidad % incluso hay quienes
reportan que la expresion del MHC-II no parece tener correlacion con la evolucion
postoperatoria®®. Sin embargo, este resultado contrasta con el de Gogos y
colaboradores, en el que reporta como mejor predictor de mortalidad en pacientes
sépticos, la expresion de MHC-II al momento de la admisién, encontrando que el
100% de los pacientes que sobrevivieron tuvieron valores de MHC Il > 30 %°°. En
nuestro estudio el promedio de la expresion de MHC-II en sujetos sanos fue mayor
del 80%; en los pacientes quirdrgicos, en la primera muestra antes de la cirugia, el
promedio fue de 72%. Pero el promedio en la expresién en pacientes sépticos fue
de 41.6%. Nuestros resultados apoyan algo similar a lo observado por Gogos en lo
referente al comportamiento de MHC-II como predictor de mortalidad, pero en el
grupo de pacientes quirurgicos, y aportando algo nuevo, un punto de corte
diferente. Los pacientes con valores < 55 % de MHC-II antes de la cirugia tuvieron

13.7 veces mayor riesgo de morir después del evento quirurgico en el transcurso
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de la evolucion postoperatoria. Aunque nuestros resultados tienen significancia
estadistica, habra que ser cautos en su interpretacion, ya que existe un reporte
previo que demuestra que la expresion de MHC-Il tan baja como de 0.1% fue
suficiente para la estimulacién de células T (por lo que estrictamente hablando, no
existiria un fendmeno de inmunoparalisis). Este dato sugiere que la capacidad de
presentacion antigénica y activacién de los monocitos y de las células T % no se
encuentra suprimida después de cirugia, a pesar de la disminucion en la expresion
de estas moléculas; por lo que la correlacion entre la disminucién en su expresion
y el mal prondstico reportado en diferentes estudios, puede estar basado en otros
mecanismos. Sin embargo, ya que existen evidencias bien documentadas de la
correlacion entre complicaciones infecciosas y mal prondstico con la disminucion
en la expresion de MHC-Il en monocitos circulantes, proponemos que la
disminucion, con este nuevo punto de corte, esta en relacion a mal prondstico en
pacientes quirirgicos. Como se sefalé previamente, la disminucion en la
expresion de moléculas del MHC-II predispone al desarrollo de infecciones, sin
embargo, nuestros resultados no apoyan lo anterior.

TREM-1 es un receptor de células mieloides involucrado en la respuesta
inflamatoria, y su incremento se asocia a la presencia de micro-organismos
patégenos *'. En nuestro grupo de individuos sanos, los valores de TREM-1 son
inferiores a los encontrados en pacientes quirurgicos y sépticos, pero sin
diferencia estadistica entre estos dos ultimos. Una de las intenciones de incluir un
grupo con pacientes sépticos, fue para corroborar que la expresion de TREM-1 en
pacientes con una infecciéon corroborada y de reciente inicio, se encontraba
incrementada con respecto a los grupos control y quirdrgico. Sin embargo, su
expresion no fue mayor que en el grupo de pacientes quirurgicos. Gibot y
colaboradores, reportaron que el incremento en la expresion de TREM-1 en
pacientes con choque séptico fue mayor en pacientes que fallecieron, con
respecto al mismo tipo de pacientes, con choque séptico, pero que sobrevivieron.
En nuestros pacientes con sepsis no logramos encontrar esta relacion. En cuanto
a nuestros pacientes quirdrgicos, el incremento en la expresion de TREM-1 270

IMF en la primera muestra pre-operatoria, se asocié con incremento en la

-98 -



A Vi

mortalidad, comparado con aquellos pacientes que sobrevivieron y que
expresaron valores < 70 de IMF, sin embargo, el numero de pacientes no permite

que el resultado se estadisticamente significativo.

Este comentado estado de inmunosupresion de los pacientes quirurgicos se ha
visto asociado con la concentracién sérica de citocinas, que a su vez esta en
relaciéon a la activacion de diferentes tipos celulares. Sin embargo, es importante
comentar que, ademas de las citocinas, existen otros mediadores inflamatorios
involucrados en situaciones de estrés, tal es el caso de los eicosanoides. El
incremento en los niveles de estos, a expensas de prostaglandinas y leucotrienos,
se observa al poco tiempo de producido el estimulo, y como en lo referente a las
citocinas, también existen eicosanoides que favorecen la respuesta inflamatoria y
aquellas que favorecen la respuesta anti-inflamatoria *? . Experimentalmente se ha
visto que las primeras citocinas liberadas son el TNF-a, la IL-1B y la IL-6; y aunque
son diferentes los tipos celulares que las producen, parece que los macroéfagos del
higado, las células de Kuppfer, son de los principales productores de estas. El
incremento de IL-6 obedece al incremento de TNF-a e IL-1B. Estas dos ultimas
citocinas no se determinaron en nuestro trabajo, ya que su vida media es muy
corta y la identificacion sérica, a través del método de ELISA, es dificil, de acuerdo

a nuestras propias observaciones.

De la misma forma que las moléculas previas (MHC-Il y TREM-1), se analizé la
primera determinacién de citocinas en todos los pacientes. Los valores de IL-6 en
nuestros pacientes quirdrgicos se encontraron incrementados con respecto a los
valores de los controles sanos, mientras que los pacientes sépticos presentaron
los valores mas altos con respecto a los grupos quirurgico y controles sanos. La
unica diferencia estadisticamente significativa se encontré en los pacientes que
fallecieron, ya que presentaron valores superiores de IL-6 con respecto aquellos
que sobrevivieron. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
con respecto a IL-10 e IL-12. IL-6 es una citocina que tradicionalmente se ha
considerado pro-inflamatoria, y la responsable de la produccion de proteinas de

fase aguda. Quiza por eso, entre otras factores que comentaremos mas adelante,
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puede considerarse ademas como una citocina anti-inflamatoria; ya que estas
proteinas estan destinadas a unirse a diferentes componentes de micro-
organismos, con el fin de controlar la infeccién. Xing y colaboradores, reportaron el
papel anti-inflamatorio local y sistémico de IL-6 utilizando células presentadoras de
antigenos de ratones IL-6" estimuladas con LPS. Encontraron incremento
evidente en la produccion de TNF-a, MIP-2, GM-CSF e INFy, en el grupo de
ratones dobles negativos, en comparacion con la disminucion en su expresion en

los ratones IL-6"+3,

En pacientes sépticos los valores de IL-10 fueron superiores que en los otros
grupos estudiados. IL-10 por su parte, tiene un papel anti-inflamatorio™, y uno de

sus efectos es la regulacion negativa en la expresion del MHCII*®

, probablemente
a través de la induccién de la endocitosis de estas ultimas*®. Sin embargo,
Hiesmayr en pacientes sometidos a cirugia cardiaca/toraccica, no encontr6 tal
correlacién, ya que la disminucion en la expresion de MHC-II fue simultanea al
incremento en la produccion de IL-10. En nuestros pacientes quirurgicos,
aparentemente se encuentra esta correlacién, por lo que es probable que la
disminucion en la expresion de MHC-II en pacientes quirdrgicos, se encuentre en
relacion con diferentes factores que tendran que analizarse posteriormente (ej.
Anestésicos) *'.

Aunque el andlisis de los resultados de citocinas se hizo con la primera
determinacion, se revisaron las tendencias en cuanto a la produccion de citocinas
de todas las determinaciones, en los tres grupos de pacientes. Los pacientes del
grupo quirurgico electivo que presentaron un SIRS preoperatorio mostraron
incremento postoperatorio de IL-6 e IL-10, con disminucion de IL-12. Los pacientes
del mismo grupo, pero sin SIRS, la respuesta de estas citocinas fue similar pero
menor en intensidad y duracién. Estos resultados llaman la atenciéon por dos
razones, la primera es que podemos decir que los pacientes que presentan un
estado de sensibilizacidon pre-operatorio, fundamentado por la presencia de SIRS,
tuvieron una reaccion mas intensa en relaciéon con la produccién de citocinas que
aquellos del grupo quirurgico electivo sin SIRS. Esta situacion pudiera estar en

relacion con el desenlace de la evolucion del paciente. Segundo, la asociacion de
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la disminucion en la expresion de MHC-II, junto con el incremento de IL-6 e IL-10 y
la disminucion de IL-12, puede hablar de un ambiente anti-inflamatorio o CARS
temprano postoperatorio, como resultado del SIRS preoperatorio en el que se
encontraban. Estos resultados tendran que someterse a un andlisis estadistico
con un mayor nimero de pacientes, sin embargo, parece que estan en el mismo
sentido que lo propuesto por Cavallion, que propone la teoria de la
compartamentalizacion, en la que la presencia de SIRS y CARS es practicamente
simultanea, sin embargo, la primera se encuentra localizada en el sitio de agresion

y la segunda se encuentra a nivel sistémico 2.

il =



8. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos concluir lo
siguiente:

Los pacientes que presenten valores < 55% de MHC-II en la primera muestra pre-
operatoria tendran 13.7 veces mas riesgo de fallecer después del evento
quirargico para el que han sido programados. MHC-II es una molécula que
predispone a la presencia de infecciones, sin embargo, en pacientes quirurgicos,
la disminucién en su expresién se asocid a mal pronostico, con un punto de corte
de < 55%, superior a lo que otros autores habian propuesto para definir CARS

(30%), pero sin relacién al prondstico del paciente.

Los pacientes que presenten valores de TREM-1 = 70 IMF en la primera muestra
pre-operatoria tendran 5.8 veces mas riesgo de fallecer después del evento
quirargico, pero se requiere un mayor numero de pacientes para que estos datos
puedan ser estadisticamente significativos, sin embargo, al igual que con MHC-II,
no se pudo encontrar asociacion de esta con la presencia de infecciones, ni

siquiera en pacientes sépticos.

9. PERSPECTIVAS

Actualmente se esta realizando la caracterizacion de las moléculas del MHC-Il y
de TREM-1 en controles sanos mayores de 60 anos, para tener un punto de
comparacion con nuestro grupo de pacientes quirurgico mayores de 60 anos.

Se realizaran estudios prospectivos, con otro tipo de pacientes y con mayor
numero de ellos, para corroborar que la disminucién en la expresion de moléculas
MHC-Il y el incremento de TREM-1, en los puntos de corte establecidos, se

asocian con mal prondstico.
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11. ANEXOS

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.

“PARTICIPACION DE TREM-1 COMO SENAI,. DE INFECCION TEMPRANA EN
LA EVOLUCION DE PACIENTES QUIRURGICOS CON RESPUESTA
INFLAMATORIA SISTEMICA”

Hoja 1
Identificacion

Nombre.

Filiacion

Iniciales Paciente | Apellidos y nombre |

Fecha ingreso Hospital | Fecha primeratoma |

L
Edad ] Teléfono | ]

Cama | |

Antecedentes personales no patoldgicos

Peso ] | Talla | [1 Hombre [2 Mujer |
1Tabaco [2 Alergias [3 Alcohol |4 Transf. |5 Toxicom. |
6 Ninguno Otros

Antecedentes personales patolégicos

Diabetes M

Hipertension Arterial

Cardiopatia isquémica

Cirugias Extra-gastrointestinales

Cirugias gastrointestinales

Grupos Tipo de cirugia

Quirdrgico 1) Cirugia gastrica

Septico (2) Cirugia esofagica

' Qx. No Complicado (1a) Cirugia l. Delgado

' Qx. Complicado (1b) Cirugiacolon

Qx. Con Rl Preop. (1.1) Cirugia Vesicula y VB

Qx sin Rl Preop. (1.2) Cirugia Pancreas
Cirugia bazo

Qx Vivo (C) Cirugia higado

Qx. Fallecido (D) | Cirugia hernias
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Padecimiento actual

Diagnéstico de Ingreso

1.

2

3

Fecha de inicio del padecimiento actual

Diagnéstico pre-operatorio

1.

2.

3

Fecha de cirugia

Diagnostico Post-operatorio

1.

2

3.

4.

SIRS Pre op. Fecha inicio | | I |

SIRS Post op. Fecha inicio | I | |
Sepsis post op. | Fecha de inicio Sepsis | |
APACHE Il (en cuatro determinaciones)

Ingreso | Primera | Segunda Tercera  |Cuarta |
Procedimiento anestésico.

Técnica Anestésica

Parametros Transop. Preoperatorio Transoperatorio | Fin de cirugia

Frecuencia Cardiaca

pH

Saturacion arterial

Exceso de Base

Bicarbonato

Saturacion Venosa

Hemoglobina

Hematocrito

Uso esteroides

<5 .




Resumen estancia hospitalaria del paciente

Dias de estancia hospitalaria

Fecha de alta

Motivo del alta | 1Recu

eracion |

2 Defuncion

J

Diagnéstico egreso

1.

2
3
4
]
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Hoja 2. Medicamentos. Nombre del paciente

Numero de expediente

Numero de paciente

Medicamentos.

Dosis

Fecha de inicio

F. de termino

Observaciones

Antibioticos

Analgésicos

Aminas
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Hoja 3. Transfusiones. Nombre del paciente

Numero de expediente
Numero de paciente.

Nutricion.

Tipo de nutricion.

Observacion

Fecha de inicio

Fecha de terminacion

Nutricién parenteral

Nutricién enteral artificial

Nutricién enteral normal

Transfusiones.

Fecha

Plasma (volumen)

Paquete globular (vol)

Plaquetas (concent.)

Otros (especificar)
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Hoja 4. Laboratorio. Nombre del paciente.

Numero de expediente.

Nimero de pacien

C.

Laboratorio: producto/dia

Producto

Hemoglobina

Hematocrito

Glucosa

Urea

Creatinina

Prot C reac.

Plaguetas

TP

TTP

Linfocitos

Monocitos

Neutrdfilos

Temperatura

G

FR

TA

Pa O2

Pa CO2

Leucocitos

Na * serico

K* serico

pH arterial

HCOS{serico

BT

BD

Bl
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Hoja 5. Parametros. Nombre del padiente.

Numero de expediente.
Numero de paciente.

Procedimientos invasivos

¥/

Tipo de procedimiento

Fecha
instalacion/inicio

F. retiro

Observaciones/Motivo

Hemodialisis

Catéter central

Ultrasonido

Tomografia

Cultivos

Cultivos

Cultivos

Parametros del paciente por dia/valor
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Hoja 6. Nombre del paciente
Numero de expediente
Numero de paciente

Cirugias realizadas

Procedimiento quirargico
realizado

Fecha

Observaciones referentes al procedimiento

Nombre del médico que cumplimenta la hoja de recoleccion de datos.
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Hoja 7. Complicaciones. Nombre del paciente

Numero de expediente

Numero de paciente

Complicaciones

Tipo de
complicacién

Fecha

Tratamiento

Observaciones
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Disfuncion organica (SOFA)

Disfuncion
i 0 1 4
organica a 4
’ . < 200 <100
Respiratoria " N . e
. > 400 <400 <300 mas ventilacion mas ventilacién
Pa02/ Fi02 (torr) g s
mecanica mecanica
Coagulacién
Plaquetas (103 di
q ( ) > 150 <150 <100 <50 <20
Hepatica
Bilirrubina total (m .
d) (mg/ <12 1.2-1.9 20-59 6.0-11.9 12.0 o mas
<20 - - 101 - > 204
wmall L 20- 32 33-10 102 - 204
Cardiovascular Dopamina < : ]
Hi g Cp : = Dopamina > 5 Dopamina > 15
ipotensién o drogas . .. o~ TAM > 70 o Dobutamina en AL gz
S Sin hipotension e cualauior dosts Epinefrina < 0.1 Epinefrina > 0.1
9 quie Norepi < 0.1 Norepi > 0.1
Nurolégica
Escala de Glasgow
9 15 13- 14 10- 12 6-9 <6
Renal
Creatinina sérica
3.5-4.9 <5.0
(mg/dl) <1.2 1.2-1.9 2.0-3.4 <500 <200
Flujo urinario (ml/dia)
Variable fisiolégica +4 +3 +2 +1 0 +1 +2 +3 +4
Temperatura rectal °C >41 39-40.9 38.5-38 | 36-38.4 34-35.9 32-33 30-31 <29.9
Presion arterial media mmHg >160 130-159 | 110-129 70-109 50-69 <49
Frecuencia cardiaca >180 140-179 110-139 70-109 55-69 40-54 <39
Frecuencia respiratoria >50 35-49 25-34 12-24 10-11 6-9 <5
Oxigenacion: A-aDO, 6 PaO,(mmHg)
>500 350-499 | 200-349 <200
a FiO, >0.5 con A-aDO,
b FiO, <0.5 con PaO, PO,>70 | PO,61-70 PO, 55-60 | PO, <55
7.33- 7.25-
pH arterial ST 7.6-7.69 7.5-7.59 715724 | <7.15
7.49 7.32
Sodio sérico mMol/L > 180 160-179 | 155-159 | 150-154 | 130-149 120-129 | 111-119 | <110
Potasio sérico mMol/L =7 6-6.9 5.5-5.9 3.5-5.4 3-3.4 2.5-2.9 <2.5
Creatinina sérica (mg/100ml)
>3.5 2-3.4 1.5-1.9 0.6-1.4 <0.6
Doble puntuacién con (IRA)*
Hematocrito > 60 50-59.9 | 46-49.9 | 30-45.9 20-29.9 <20
Leucocitos (mm’) >40 20-39.9 | 15-19.9 [ 3-14.9 1-2.9 <1
Escala Glasgow: 15-valor actual
APS= suma de las 12 variables
HCO3 sérico >52 41-51.9 32-40.9 22-31 18-21.9 15-17 <15
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Carta de consentimiento informado

México, D. F., a de de200 ___

Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI.
Unidad de Investigaciéon Médica en Inmunoquimica, Servicio de Gastrocirugia.

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado
“PARTICIPACION DE TREM-1 COMO SENAL DE INFECCION EN LA EVOLUCION EN
PACIENTES POST-QUIRURGICOS CON SINDROME DE RESPUESTA INFLAMATORIA.

El objetivo del estudio es comprender mejor la respuesta inflamatoria en pacientes operados en
forma electiva y en pacientes portadores de Sepsis, secundaria a procedimientos quirdrgicos
realizados previamente, por patologia gastrointestinal. Esto se logrard mediante la determinacion
de citocinas en suero (IL-6, IL-10, INF-y) y otras moléculas (TREM-1, HLA-DR) en la superficie de
las células sanguineas. Se me ha explicado que mi participacion consistira en la donacién de 8 mL
de sangre venosa cada 48 horas durante los primeros dias de mi estancia en el hospital. La sangre
se obtendra mediante puncién en vena periférica o a través de catéter central.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes, y
molestias, que se reducen a la incomodidad derivada de la puncién en venas periféricas. Yo no
obtendré beneficio al participar en este protocolo.

El investigador principal se ha comprometido a responder cualquier pregunta y aclarar cualquier
duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los riesgos, beneficios o
cualquier otro asunto relacionado con la investigacién o con mi tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo del Instituto. Asi mismo,
podré se retirado del estudio en caso de que cumpla con alguno de los criterios de exclusion.

El investigador principal me ha dado seguridades de que no se me identificara en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi
privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a proporcionarme
la informacién actualizada que se obtenga durante el estudio aunque esta pudiera hacerme
cambiar de parecer respecto a mi permanencia en el mismo.

Podré contactar al investigador responsable en el teléfono 56-27-69-15 a nombre del Dr. Armando
Isibasi A.

Nombre y firma del paciente Dr. Armando Isibasi Araujo

Testigo Testigo
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