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RESUMEN

Objetivo: El propoésito del estudio fue medir interleucinas y determinar si hay
un patron especifico de las mismas en los diferentes estadios de la sepsis tanto en
suero como en orina.

Pacientes y métodos: Se incluyeron 19 pacientes que ingresaron a la
unidad de cuidados intensivos de adultos y 5 sanos con un total de 36 muestras.

Resultados: No se encontré un patrén especifico de interleucinas y no hubo
una correlacion significativa, pero si se encontré un correlacion estadisticamente
significativa entre el nivel de TNF-a/IL-10 con una p<0.05.

Conclusiones: El TNF-a se encuentra mas elevado en los primeros estadios
de sepsis y la IL-10 en los estadios tardios con una correlacion estadisticamente
significativa con una p<0.05, pudiendo tener IL-10 un efecto protector como
Interleucina antinflamatoria.

SUMMARY

Objective: The intention of the study was to measure interleucinas and to
determine if there is a pattern | specify as much of the same ones in the different
stages from the sepsis in serum as in it tinkles.

Patients and methods: 19 patients who entered the unit of intensive cares of
adults and 5 healthy ones with a total of 36 samples included themselves.

Results: Was not a pattern | specify of interleucinas and there was no a
significant correlation, but if were a statistically significant correlation between the
level of TNF-a/IL-10 with one p<0.05.

Conclusions: The TNF-a is in the first stages of sepsis and the IL-10 in the
delayed stages with a statistically significant correlation with one higher p<0.05,
being able to have IL-10 a protective effect like Interleucina antinflamatoria.



La sepsis es un serio problema clinico que se ha definido como una

INTRODUCCION

respuesta sistémica a la infeccion 2. La sepsis grave se ha definido como Ia

relacionada con disfuncién aorganica, hipoperfusion e hipotension y el chbque

séptico como un estado de falla circulatoria caracterizado por persistente

hipotension arterial después de una adecuada reposicién de volumen 22, Los

criterios de sepsis se basan en las condiciones clinicas y se han definido de
manera un poco arbitraria en los Consensos Internacionales, estos fueron
definidos desde 1992 por el American College of Chest Physicians (ACCP) y la

Society of Critical Care Medicine (SCCM) en un “Consenso-Conferencia” (Tabla 1

y 2) (1,2 d)‘

Tabla 1 . Definiciones de la Conferencia Internacional de Sepsis

SRIS Respuesta inflamatoria ocasionada por proceso
infeccioso o no infeccioso Se caracteriza por:
Temperatura >38°C 6 < 36°C
FC > 90 Ipm
FR > 20 rpm 6 PaCO2 < 32 mmHg
Leucocitos > 12 000/ml 6 < 4 000/ml 6 mas de 10% de
bandas

Sepsis SRIS mas de 2 criterios, secundario a infeccion®

Sepsis grave

Sepsis complicada con disfunciéon organica

Choque
séptico

Sepsis con falla circulatoria con hipotension persistente
definida como PAS <90mmHg y PAD <40 mmHg 6 PAM de
<60mmHg

# Un proceso patol6gico inducido por microorganismos




Tabla 2. Criterios diagnodsticos para sepsis

Infeccion,® documentada o sospechada y alguno de los siguientes datos:

1.

Variables generales:

- Fiebre (temperatura > 38.3°C})»

- Hipotermia (temperatura <36° C)

- Frecuencia cardiaca > 90lpm ¢ >2 desviaciones estandar sobre
el valor normal para la edad.

- Taquipnea

- Alteracion del estado mental

- Edema significativo o balance de liquidos positivos (>20 mL/Kg
en 24 horas)

- Hiperglucemia (glucosa en plasma >120 mg/dL 6 7.7 mmol/L) en
ausencia de diabetes.

. Variables inflamatorias:

- Leucocitosis (Leucocitos >12,000/ml)

- Leucopenia (Leucopenia <4,000/ml)

- Conteo de Leucocitos normal con >10% de formas inmaduras
- Proteina C Reactiva en plasma >2 SD sobre el valor normal.
- Procalcitonina en plasma >2 SD sobre el valor normal.

. Variables hemodinamicas

- Hipotension arterial (PAS <90 mmHg, MAP <70 mmHg y

DAP <40mmHg en adulto 6 <2 SD del valor normal para la edad.
- SvO02 >70%
- Indice cardiaco > 3.5 L/min

. Variables de disfuncién organica:

- Hipoxemia arterial (PaQ2/FiO2 < 300)

- QOliguria aguda (volimenes urinarios <0.5 mli/Kg/h 6 45 mmol/L al
menos en 2 horas)

- Aumento de la creatinina sérica >0.5 mg/dL

- Anormalidades en la coagulacion (INR >1.5 6 TPT >60 seg)

- lleo (ausencia de sonidos intestinales)

- Trombocitopenia (conteo de plaquetas <100,000 mL.

-Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total en plasma >4mg/di
6 70 mmol/L).

. Variables de perfusion tisular:

- Hiperlactatemia (>1 mmol/L)
- Disminucion del llenado capilar




Tabla 3. Sistema de estadificacion PIRO para sepsis

Dominio Presente Futuro Caracteristicas
En el presente
factores de
Polimorfismo genético | premorbilidad tiene
como componente de | un impacto potencial
S:nf?;?;?ﬁﬁ grl::?li-d ad la respuesta en la morbilidad y
. " inflamatoria (ej. TIR, mortalidad durante el
con reduccion en la ]
Predisposicion | probabilidad de TNF, IL-1, CD14) estimulo agudo, con
supervivencia rela_cionéndnlo entre deletéreas
Cultura reil gié.n las interacciones de consecuencias que
costumbres ad.ad y sexo patogence y Glpancen de s
: ' | enfermedades del intensidad del
huésped estimulo y de la
predisposicion
geneética (futuro)
Cultivos y sensibilidad de - Terapias especificas
los patogenos infectantes, Bl.;sdqu?da Id ?ecta . dirigidas contra el
Estimulo deteccion de la F{PSUCD??A" estimulo que requiere
Infeccion enfermedad y bacte:riano)' el demostrar y
susceptibilidad a transcr%pcic‘:h enétice caracterizar el
controlarse g estimulo
Riesgo de mortalidad
y respuesta potencial
Marcadores no a la terapia variando
especificos de de acuerdo a la
activacion de la severidad de la
inflamacion (PCT o IL- | enfermedad con
Respuesta SIRS, ofros datos de 6), respuesta del medicion de
sepsis, choque, CRP huésped (HLA-DR), marcadores no
deteccion especifica especificos, la terapia
de la terapia inicial con mediadores
(Proteina C, TNF, especificos es
PAF) precisa en presencia
y actividad del
mediador
Respuesta a la
terapia (inicio de
Disfuncion como numero | Medida dinamica de la | terapia al
Disfuncién dg fallas a 6rganos con respuesta celular a la microorganismo y
organica diversas escalas (MODS, | agresion (apoptosis, mediador temprano)

SOFA, LODS, PEMOD,
PELOD)

hipoxia citopatica,
estrés celular)

no es posible en el
presente iniciar
terapias al proceso
de dario celular
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En la activar;ic'm de las vias inflamatorias se incluyen las citoquinas, las
cuales juegan un papel muy importante en la patogénesis de la sepsis, estas se
dividen en proinflamatorias y antinflamatorias, el concepto de que algunas
citoquinas funcionan en forma primaria produciendo inflamacién mientras otras las
suprimen es fundamental, este se basa en que los genes codifican la sintesis de
mediadores que mantienen la regulacién durante la inflamacion. Las citoquinas
proinflamatorias incluyen el Factor de Necrosis Tumoral (TNF-o), Interleucina-1
(IL-1) y la Interleucina 8 (IL-8), otras citoquinas que pueden tener un papel
importante son la Interleucina 6 (IL-6), Interleucina 12 (IL-12), las cuales tienen
propiedades inflamatorias y antinflamatorias. Las Interleucinas que tienen
propiedades antinflamatorias son la Interleucina 2 (IL-2), 1ﬁ (IL-10), 4 (IL-4) y la 3
(IL-3) ya que estas suprimen los genes de las citoquinas proinflamatorias,
bloqueando el proceso inflamatorio o bien su intensidad ® * ® ElI TNF-a tiene un
peso molecular de 17Kd es soluble, tiene 3 polipéptidos, 2 receptores, el tipo |
(CD120c) produce actividades de citotoxicidad, asi como expresion de las
moléculas de adhesion en la células endoteliales y queratinocitos, y el tipo Il
(CD120p) tiene efectos de célula cooperadora ®. Ademas se ha encontrado que
existe un sinergismo entre el TNF-a e IL-1. La IL-8 es un factor quimioatrayente el
cual activa la degranulacién de los neutréfilos y causa dafio tisular © ' Clearly
reporto que ambas citoquinas producen inflamacion local e incrementan el dolor
por un incremento en la prostaglandina E-2 (PGE-2), cuando las citoquinas
proinflamatorias se han administrado en humanos producen fiebre, inflamacion,

destruccién celular, choque y muerte . La IL-6 y el TNF-a se han evaluado



como factor pronostico y de gravedad de la sepsis, sin embargo todavia no se
sabe que niveles son necesarios para intervenir con la terapia de anti-TNF LS
Fisher et al, encontraron que los pacientes con >50 pg/ml respondieron al
tratamiento con anticuerpo monoclonal de TNF ©. Casey et al, mostraron un
aumento en la mortalidad en pacientes con sepsis cuando los niveles de TNF
excedieron 40 pg/ml, ademas de encontrar una correlacién positiva de los niveles
de IL-6 con la mortalidad, tal y como se reporta en otros articulos, este articulo
también reporto los valores de IL-6 en pacientes con sepsis siendo estos de >500

pg/mi (10

. La IL-6 es producida por varios tipos celulares, incluidos monocitos,
macrofagos y células endotelliales y sus actividades biologicas son muy diversas e
incluyen la induccion de la sintesis de proteinas de fase aguda, incluyendo el
Amiloide A, glicoproteina acida a-1, a1-antitripsina y fibrinogeno, produccion de
inmunoglobulinas, proliferacion y diferenciacion de las células T, aumento de la
accion de las células Natural-Killer, maduracion de magacariocitos, y activacion
selectiva del sistema de coagulacion, sus receptores se encuentra en las
membranas celulares 6 bien en forma libre '"'> 3.

La IL-8 es una Interleucina quimiotactica para los neutréfilos y los linfocitos,
los estudios de los pacientes sépticos han demostrado que sus altas
concentraciones en suero representan una mortalidad y una incidencia mas alta
de disfuncion organica miiltiple (MOD) 1019,

Las citoquinas antinflamatorias como la IL-4, IL-10, IL-13 y Factor de

crecimiento p (TGF-p) suprimen la produccion de IL-1, TNF-a asi como

quimiocinas y encontrando que la inhibicién del gen para IL-10 la cual es una




Interleucina inhibitoria en ratones da lugar a una reaccién inflamatoria intestinal
fatal y la inhibicion del gen para TGF-p1 da lugar a una reaccion inflamatoria
espontanea. &4 13, l

La IL10 es una citoquina inhibitoria producida por una variedad de células,
incluyendoe monacitos y macréfagos, linfocitos T, células B, neutrofilos, y células
mesangiales, la evidencia experimental sugiere que IL-10 desempefia un papel
critico en la proteccion contra la lesién del 6rgano y de la muerte en sepsis,
estudios muestran que los animales que reciben |L-10 intravenoso o
intraperitoneal estan protegidos contra mortalidad LPS-inducida ¥, esta ejerce
sus ar.*;":iuidades protectoras mediante la inhibicion de mediadores inflamatorios
(TNF-o. e IL-1B, IL-8. IFNy, NO, IL-6) y metabolitos de las prostaglandinas vy
funciona como un regulador importante de la inmunorespuesta @ 1315

La IL-4 es una citoquina altamente pleiotropica que influye en la
diferenciacién de la células cooperadoras (Th), es producida por las células
maduras Th2 y estimula la produccion de los anticuerpos de IgE via diferenciacion
de las células B y teniendo importantes efectos sobre la expresion y el bloqueo de
las citoquinas proinflamatorias, incluyendo IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8, y la proteina
inflamatoria del macrofago (MIP)-1a, también suprime la actividad citotoxica del
macréfago (19 .

Estudios han mostrado un pico en las concentraciones de todas las
citoquinas, estadisticamente significativo entre sepsis y chogue séptico, siendo
mas alto en el choque séptico, pero tienen diferentes perfiles las concentraciones.

De esta manera, una pobre caracterizacion inmunolégica a contribuido a las fallas



a la terapia de inmunomodulacion en sepsis, y pudiera ser necesario identificar los
niveles de citoquinas para el inicio del tratamiento y asi fratar solamente a
pacientes que presentan una caida de los niveles el rango deseado "' '7.

Algunos estudios han medido las concentraciones de citoquinas
encontrando que los picos de concentracion de las mismas fueron diferentes entre
sepsis grave y choque séptico, el TNF-a fue la primera citoquina encontrada en
este proceso, seguida por la IL-6 y la IL-8 y la IL-1 en forma inconstante, la sepsis
grave se caracteriza por una alta concentracion de IL-6, la IL-8 se ha
correlacionado con ciertas caracteristicas como lactatemia, coagulacion
intravascular diseminada.- hipoxia se\;era y mayor mortalidad. Incluso se han
reportado las concentraciones de citoquinas en algunos estudios (Tabla 4)

Asi se ha demostrado que las interleucinas son un importante componente
en la respuesta inmune a las infecciones y la homeostasis, tanto en forma
proinflamatoria, antinflamatoria e inmunoreguladora. Por lo tanto, un "equilibrio"
entre los efectos de citoquinas proinflamatorias y antinflamatorias se piensa es
importante para determinar el resultado de la reaccién, tanto a largo y corto plazo.
De hecho, algunos estudios tienen datos que sugieren que la susceptibilidad
genética es determinada por el equilibrio o la expresion de citoquinas
proinflamatorias 6 antinflamatorias, sin embargo, los estudios del acoplamiento de
genes son dificiles de interpretar ',

Tabla 4. Concentraciones de citoquinas

Concentracion de citoquinas Sepsis Grave Choque Séptico
TNF (ng/L) 7-207 15-4770

IL-6 (ng/L) 114-15,670 60-721,510
IL-8 (ng/L) 3-1763 7-31,560




JUSTIFICACION

La sepsis es una enfermedad frecuente tratada en la unidad de cuidados
intensivos de nuestro hospital y su mortalidad se estima alrededor del 30 a 40%.
Aun con los avances médicos la mortalidad de los pacientes sépticos sigue siendo
elevada. Se sabe que las citoquinas juegan un papel importante como mediadores
inmunoldgicos capaces de modificar la patogénesis de la sepsis asi como de los
cambios hemodinamicos y metabolicos que ocurren en la misma.

Actualmente se carece de informacion suficiente que permita establecer el
estado inmunoldgico de los pacientes por lo que se han publicado definiciones de
Sepsis que son algo arbitrarias ya que solo incluyen las caracteristicas clinicas.

La respuesta inmune juega un papel fundamental, por lo cual las
definiciones de sepsis pueden llegar a tener un cambio si se encuentran
biomarcadores especificos en cada etapa (sepsis, sepsis grave y chogue séptico).

Nosotros planteamos que la medicion de Interleucinas tanto
proinflamatorias, inmunoreguladoras y antinflamatorias puede llegar a tener
trascendencia para encontrar si existe un patron especifico en cada etapa de la
sepsis y de esta manera realizar una caracterizacion inmunologica de cada etapa
y por consiguiente a futuro dar una posible explicaciéon a los tratamientos

experimentales de inmunoregulacion.

15



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las citoquinas son mediadores inmunoldgicos capaces de modificar la
patogénesis de la sepsis, sin embargo hasta el momento se ha caracterizado
parcialmente los niveles de estas en los pacientes, sin considerar cambios que se
dan a lo largo del proceso séptico. Por lo que proponemos:

1. Medir los niveles de citoquinas en pacientes con sepsis.

2. Medir los niveles de citoquinas a lo largo del proceso séptico.

3. Definir si existe un patrén de citoquinas especifico para cada estadio clinico

de la sepsis.

16



OBJETIVOS GENERALES

1. Determinar los niveles de citoquinas al ingreso de los pacientes con
sepsis y sus cambios durante los diferentes estadios clinicos de la
misma (sepsis, sepsis grave y choque séptico) a partir de sueros y

orinas.

2. Definir las variantes de los perfiles de citoquinas durante los

diferentes estadios clinicos de desarrollo del proceso séptico.

3. Buscar una posible asociacion entre el perfil de citoquinas y el

estadio clinico de los pacientes con sepsis.

17



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Medir los niveles de citoquinas al ingreso de los pacientes con
sepsis, y sus cambios durante los diferentes estadios clinicos de la

misma (sepsis, sepsis grave y choque séptico) en sueros y orinas.

2. Medir los niveles de citoquinas en pacientes con sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) y sanos para realizar un
comparativo con los pacientes en los diferentes estadios clinicos de

sepsis.

3. Establecer si existe un perfil de citoquinas (perfil inmunologico) que

corresponda a un estadio clinico del proceso séptico (sepsis, sepsis

grave y choque séptico) en especifico.

18



1.

HIPOTESIS ras

Es probable encontrar un nivel de citoquinas preferentemente
proinflamatorias (TNFa, IFNy, IL-1, IL-6, IL-8 y receptores solubles de TNF)
en el SRIS (sindrome de respuesta inflamatoria sistémica) y en los estadios

tempranos de la sepsis.

Es posible que se observe un perfil de citoquinas anti-inflamatorio (IL-10) en
las estadios tardios de la sepsis (sepsis grave) o en un estado de

inmunoparalisis (chogque séptico).

A medida que va progresando la sepsis en estadios tardios va progresando

la respuesta antinflamatoria.

Los niveles de citoquinas suero tienen una relacién similar a los niveles de

Interleucinas en orina



MATERIAL Y METODOS

DISENO

a) Diseiio del estudio y duracidn:
1. Se realizé un estudio piloto evaluando 5 grupos
1) Pacientes con Sepsis
1)) Pacientes con Sepsis Grave
)] Pacientes con Choque séptico
V) Pacientes con SRIS
V) Personas sanas
2. Estudio comparativo, prospectivo, descriptivo, longitudinal.
3. Realizado en el periodo del 01 de Marzo del 2005 a 31 de Julio del

2005.



b) Poblacion y muestra:

1. Se tomaron 5 grupos de estudio, 4 grupos clasificados de acuerdo a
las definiciones propuestas en el Consenso de Sepsis de 1992 de
acuerdo a SRIS, sepsis, sepsis grave y choque séptico (Tabla 1, 2),
atendidos en el servicio de Unidad de Cuidados Intensivos de
Adultos del Hospital Regional Lic. Adolfo Lopez Mateos del ISSSTE.

2. Pacientes de 20 a 80 arios de edad de ambos sexos.

3. Se incluyeron 4 pacientes con SRIS y 5 personas sanas para realizar
el comparativo.

4. Tamarfio de la muestra: 19 pacientes y 5 personas sanas dando un
total de tamario de muestra de 24.

5. Asi el grupo problema incluyé pacientes en los diferentes estadios
de la sepsis (sepsis, sepsis grave, choque séptico), y con SRIS.

6. El grupo testigo incluyo sanos, se incluyeron personas de edades de
20 a 80 afios. En este grupo se realizé examen clinico para verificar
que no existia alguna causa que modificara su respuesta inmune y

se dejo la seleccién de acuerdo a criterio de los investigadores.



¢) Criterios de seleccion:

1.

Pacientes ingresados a la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos
del Hospital Lic. Adolfo Lopez Mateos del ISSSTE con el diagnostico
de SIRS, sepsis, sepsis grave y choque séptico, clasificados de
acuerdo a las definiciones propuestas en el Consenso de Sepsis de

1992 (Tabla 1y 2).

d) Criterios de Inclusién:

1.

2.

Pacientes de 20 a 80 afios de edad de ambos sexos.

Pacientes con datos clinicos y examenes de laboratorio necesarios
para realizar su clasificacion en pacientes con SIRS, sepsis, sepsis
grave y choque séptico.

Pacientes con SRIS, sepsis, sepsis grave y choque séptico
clasificados y que cumplieron los criterios propuestos en el
Consenso de Sepsis de 1992 (Tabla 1y 2).

Pacientes en los cuales se pudo tomar de muestras de sangre para
obtener suero y toma de muestras de orina.

Personas sanas con consentimiento informado en los cuales se

obtuvo muestra de sangre para obtener suero y muestra de orina.
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e) Criterios de exclusion:

1. Pacientes con uso de esteroides en dosis altas y uso de
inmunosupresores via sistémica.
2. Pacientes con cancer.

3. Pacientes con algun tipo de inmunodeficiencia (HIV, hepatitis B y C).

f) Criterios de eliminacion:

1. Pacientes en los que no fue posible obtener muestras de suero.

2. Pacientes en los que no fue posible obtener muestras de orina.

3. Pacientes con insuficiencia renal en didlisis.



g) Procedimiento de realizacion:

1. Se identificaron los pacientes candidatos de acuerdo a los
criterios de inclusion y exclusion.

2. Se realizo la recoleccién de datos en la hoja de recoleccion
(Anexo 1) en donde se obtuvieron las caracteristicas clinicas y
examenes de laboratorio necesarios para la clasificacion de los
pacientes en los 4 grupos (SIRS, Sepsis, Sepsis grave y Choque
septico).

3. Se realiz6 un estudio piloto evaluando los 5 grupos (SIRS, sepsis,
sepsis grave, chogue séptico y sanos), incluyendo a los pacientes
sanos para realizar estudio comparativo.

4. Se incluyeron 24 pacientes, 9 pacientes con muestras seriadas 2
6 mas, asi se incluyeron en total 36 muestras:

a) 12 pacientes con sepsis.

b) 8 pacientes con sepsis grave.
c) 7 pacientes con choque séptico.
d) 4 pacientes con SRIS.

e) 5 personas sanas.

5. Se tomaron muestras de sangre las cuales se centrifugaron para
la obtencion de suero y mediante prueba de ELISA se realizo la

cuantificacion de Interleucinas en suero.



6. Se tomaron al mismo tiempo que las muestras de suero, las
muestras de orina de 24 horas y mediante prueba de ELISA se
realizo la cuantificacion de Interleucinas en orina.

7. Las muestras seriadas se tomaron cada tercer dia, o cuando
cambio el estadio clinico (cambio de estadio de sepsis).

8. Las muestras se analizaron en el laboratorio de inmunologia del
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”

9. A cada grupo se les medié mediante prueba de ELISA:

a) Interleucinas proinflamatorias (TNFa, IFNy, IL-1, IL-6, IL-8) en
suero y orina.

b) Receptores solubles para TNF en suero y orina.

c¢) La Interleucina antinflamatoria (IL-10) en suero y orina.

10.Se realizo la concentracion de datos del estudio en formato un
formato anexo (Anexo 2)

11.Se realizo el analisis de resultados de acuerdo a tablas y graficas
de la medicion de Interleucinas en los diferentes estadios de la
sepsis.

12. Realizacion de la prueba estadistica (ANOVA) ¢ analisis de
varianza para realizar el estudio comparativo.

13. Analisis de los resultados obtenidos.

14. Se obtuvieron las conclusiones del estudio.



HOJAS DE RECOLECCION DE DATOS

Anexo 1.

Hoja de recoleccion de datos de pacientes con SIRS y Sepsis en la Unidad de

Cuidados Intensivos de Adultos. Hospital Lic. Adolfo Lopez Mateos, ISSSTE.

NO|:|

Infeccion documentada o sospechada

5|[:|

Variables generales:

Si

NO

Fiebre (T > 38.3° C)

Hipotermia (T<36° C)

Frecuencia cardiaca > 90lpm

Taquipnea > 20rpm

PaCO2 <32mmHg

Leucocitosis >12,000/ml

Leucopenia <4,000/mi

Ofras variables generales:

Si

NO

Alteracion del estado mental

Edema significativo &
balance de liquidos
positivos (>20 mL/Kg en 24 horas)

Hiperglucemia
(glucosa en plasma >120 mg/dL)
en ausencia de diabetes.




Otras variables inflamatorias: Sl NO

Formas inmaduras
de leucocitos >10%

Proteina C Reactiva en plasma
>2 SD sobre el valor normal

Variables hemodinamicas: SI NO

Hipotensién arterial (PAS <80 mmHg,
MAP <70 mmHg y DAP <40mmHg

Sv02 >70%

Variables de disfuncién organica: Sl NO

Hipoxemia arterial (PaO2/FiO2 < 300)

Oliguria aguda (VU <0.5 mi/Kg/h en
2 horas 6 mas)

Aumento de Creat Ser >0.5 mg/dL

INR >1.5 6 TPT >60 seg

ileo

Trombocitopenia (<100,000 mL)

Bilirrubina total en plasma >4mg/d|

Variables de perfusion tisular: Sl NO

Hiperlactatemia (>1 mmol/L)

Disminucion del llenado capilar

Disfuncién organica s E, NO D
ks R

Clasificacion

de Estadio Clinico  SIRS I:!Sopsis |:l S. Grave E' S. Séptico I:I




Anexo 2.

Hoja de recoleccion de datos de cuantificacion de Interleucinas de pacientes
seleccionados para el estudio. Hospital Lic. Adolfo Lopez Mateos, ISSSTE.

Cuantificacién de Interleucinas en suero en ng/lL

Estadio Clinico
de Sepsis

No. | Sris'6 TNF-a | IFN=y | TNFR | IL-1 | IL-8 | IL-8 | IL-10
Sanos

1.

2.

3.

Cuantificacion de Interleucinas en orina en ng/L
Estadio Clinico
de Sepsis

No. | srise TNF- | IFN=y | TNFR | IL-1 | IL-6 | IL-8 | IL-10
Sanos

1.

2

3.




Las caracteristicas de los pacientes incluidos fueron las siguientes:

Tabla 6. Caracteristicas clinicas de importancia de los pacientes incluidos

No. | Edad | Sexo | Diagnostico Principal Clasificacion de | Desenlace
estadio clinico de | Clinico
Sepsis 6 SRIS

1 42 M Pancreatitis edematosa SRIS Mejoria

2 30 F Neumonia comunitaria SRIS Meijoria

3 57 M Infarto Agudo al miocardio | SRIS Mejoria

4 51 M Pancreatitis edematosa SRIS Mejoria
Sepsis abdominal . :

5 29 F Apendicitis IV Sepsis Muestra seriada
Sepsis Abdominal ; =

6 78 F Plocalecisio Sepsis Mejoria

7 29 F Neumonia nosocomial Sepsis Muestra seriada

8 29 F Neumonia nosocomial Sepsis Mejoria

9 63 F Absceso pancreatico Sepsis Muestra seriada
Absceso : .

10 |63 F pancreatico Sepsis Mejoria
Sepsis abdominal . ;

11 53 M Apendicitis IV Sepsis Muestra seriada
Sepsis abdominal ; ’

13 |53 M Apendicitis IV Sepsis Mejoria

14 | 59 F Pielonefritis enfisematosa | Sepsis Defuncion
Sepsis abdominal } :

15 69 M Absceso pancrestico Sepsis Defuncion
Sepsis abdominal i .

16 51 M Perforacién intestinal Sepsis Muestra seriada
Sepsis abdominal F -

17 | 29 F Apendicitis IV Sepsis Grave Muestra seriada
Sepsis abdominal X -

18 |29 F Apendicitis IV Sepsis Grave Muestra seriada

19 | 61 F Neumonia comunitaria Sepsis Grave Muestra seriada

20 |61 F Neumonia comunitaria Sepsis Grave Mejoria
Sepsis abdominal F :

21 51 M Perforacién intestinal Sepsis Grave Muestra seriada

22 75 F Neumonia comunitaria Sepsis Grave Muestra seriada

23 75 F Neumonia comunitaria Sepsis Grave Mejoria

24 51 F Neumonia comunitaria Sepsis Grave Meijoria
Sepsis abdominal : -

25 |29 F Apendicitis IV Choque Séptico Defuncion
Sepsis abdominal i :

26 |51 M Perforacién intestinal Choque Séptico Mejoria

27 74 M Escara Sacra Choque Séptico Meijoria

28 39 F Sx. Fournier Choque Séptico Mejoria

29 30 F Corioamnioitis Choque Séptico Muestra seriada

30 |30 F Corioamnioitis Choque Séptico Mejoria

31 70 M Neumaonia comunitaria Choque Séptico Defuncion

30




De los pacientes 19 pacientes incluidos, fallecieron 4 el 21% de los

pacientes:

Tabla 6. Numero total y % de pacientes que sobrevieron y fallecieron en el

estudio.
Numero totaly | Nuamero total y % de Numero total y % de pacientes
% de pacientes pacientes que fallecidos
sobrevivieron
19 (100%) 15 (79%) 4 (21%)

Grafica 1. Numero total y % de pacientes que sobrevieron y
fallecieron en el estudio el estudio

Fallecidos
21%

Sobrevivientes
79%

15 sobrevivientes

4 fallecidos




Se clasificaron en 5 grupos los pacientes incluidos, con un recoleccién total

de 36 muestras, en los cuales se incluyeron (Tabla 7):

Tabla 7. Grupos de incluidos en el estudio de 36 muestras
recolectadas

Pacientes con SRIS 4 muestras
Pacientes con Sepsis 12 muestras
Pacientes con Sepsis Grave 8 muestras
Pacientes con Choque séptico 7 muestras
Sanos 5 muestras

Ld
(8]



Se realizo la mediciéon de Interleucinas en suero en las 36 muestras

obtenidas encontrando los siguientes resultados de la medicion por prueba de

ELISA en ng/L (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de niveles de Interleucinas en suero por grupos de
grave, Choque séptico y Sanos en ng/L

pacientes con SRIS, Sepsis, Sepsis

NO | Edad | sexo | ES3dio | rnpg | EN. | TNFR | ILt IL-6 L8 | 110

1 42 M SRIS 0 0 201 0 0 0 50
2 30 F SRIS 9 0 242 0 0 0 262
3 57 M SRIS 36 60 245 16 15 0 1017
4 51 M SRIS 0 0 293 133 0 0 0
5 29 F Sepsis 0 0 191 0 42 0 250
6 78 F Sepsis 0 0 192 0 0 0 272
7 29 F Sepsis 14 0 250 ] 0 0 74
8 29 F Sepsis 0 0 252 0 66 0 31
9 63 F Sepsis 0 0 41 0 0 0 79
10 | 63 F Sepsis 0 0 56 0 0 0| 0
11 | 53 M Sepsis 0 0 146 0 0 0 0
12 |53 M Sepsis 0 0 278 0 0 0 0
13 | 59 F Sepsis 0 0 446 0 0 0 0
14 | 59 F Sepsis 0 0 0 0 0 0 0
15 | 69 M Sepsis 13 0 365 0 268 0 904
16 | 51 M Sepsis 343 0 347 42 0 74 2953
17 | 29 F S. Grave 0 0 99 0 8 0 Q9
18 |29 F S. Grave 272 0 176 0 0 0 2928
19 | 61 F S. Grave 0 0 222 0 0 0 0
20 |61 F S. Grave 0 0 288 0 0 0 0
21 | 51 M S. Grave 366 17 132 0 0 0 1822
22 |75 F S. Grave 32 0 326 0 0 0 0
23 |75 F S. Grave 22 0 182 0 0 0 0
24 | 51 B S. Grave 216 0 163 0 0 0 150
25 |29 F S. Séptico 329 0 0 0 0 85 310
26 51 M S. Séptico 322 21 288 15 0 135 2489
27 |74 M S. Séptico 11 0 220 0 0 0 353
28 | 39 F S. Séptico 11 0 218 0 0 0 136
29 |30 3 S. Séptico 0 0 246 0 0 0 42
30 |30 F S. Séptico 0 0 127 0 0 0 74
a1 | 70 M S. Séptico 32 0 408 0 0 0 304
32 |38 M Sano 5 0 0 0 0 0 0
33 | 32 M Sano 525 0 124 50 0 0 2634
34 | 3 I Sano 0 0 45 ] 0 0 37
35 | 37 F Sano 0 0 60 0 0 0 0
36 |38 M Sano 0 0 32 0 0 0 345

33




obtenidas encontrando los siguientes resuitados en ng/L (Tabla 9).

Se realizo la medicién de Interleucinas en orina en las 36 muestras

Tabla 9. Resultados de Niveles de Interleucinas en orina por grupos de

acientes con SRIS, Sepsis, Sepsis

No

Estadio

grave, Choque séptico y Sanos en ng/L

) Edad | Sexo Clinico TNF-a IFN-y TNFR IL-1 IL-6 IL-8 IL-10
1 42 M SRIS 19 0 0 48.5 0 269 122
2 30 F SRIS 0 0 0 13 0 223 279
3 57 M SRIS 0 0 0 0 0 0 91
4 51 M SRIS 25 0 0 79.5 0 8 0
5 29 F Sepsis 180 0 0 0 25 22 792
6 78 F Sepsis 0 0 0 0 0 0 194
7 29 F Sepsis 0 0 0 7 0 0 107
8 29 F Sepsis 8 0 0 0 66 0 1037
9 |63 |F Sepsis 6 0 0 0 0 94 0
10 |63 F Sepsis 0 0 0 0 0 0 0
11 |53 M Sepsis 0 0 0 0 0 28 261
12 |53 M Sepsis 75 0 0 0 0 0 273
13 | 59 F Sepsis 0 0 0 0 0 0 0
14 | 59 F Sepsis 0 0 0 0 0 0 0
15 | 69 M Sepsis 15 0 0 0 0 0 0
16 | 51 M Sepsis 20 0 0 0 0 0 52
17 | 29 F S. Grave 22 0 0 91 0 413 110
18 |29 F S. Grave 29 0 0 8 0 149 0
19 |61 F S. Grave 0 0 0 0 0 50 698
20 | 61 F S. Grave 21 18 0 0 0 0 0
21 |51 M S. Grave 5 0 0 0 0 0 360
22 |75 F S. Grave 0 0 0 0 0 0 0
23 |75 B S. Grave 0 0 0 58 0 0 64
24 |51 F S. Grave 0 0 0 0 0 0 203
25 |29 F S. Séptico 0 0 0 97.5 0 83 0
26 |51 | M S. Séptico 4 0 0 0 0 0 0
27 |74 M S. Séptico 9 0 0 105 0 37 0
28 |38 F S. Séptico 0 0 0 0 191 0 0
29 |30 F S. Séptico 0 0 0 0 0 0 43
30 |30 F S. Septico 104 0 0 0 0 0 342
31 |70 M S. Séptico 15 0 0 0 0 0 64
32 |38 M Sano 0 0 0 0 0 0 0
33 |32 M Sano 0 0 0 0 0 0 0
34 |3 3 Sano 0 0 0 0 0 0 472
35 | 37 F Sano 58 0 0 0 0 0 0
36 |38 M Sano 0 0 0 0 0 0 0

34




Al realizar las graficas se encontré que los valores promedio mas altos de
TNF-a en suero se encontraron en el grupo de sepsis y los valores mas bajos en

el grupo de SRIS (Grafica 2).

Grafica 2. Valores promedio de TNF-a en los pacientes del estudio
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0
Estadios Clinicos
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Los valores promedio de receptores de TNF mas altos se encontraron en el

grupo de SRIS y mas bajos en el grupo de sepsis grave (Grafica 3).

Grafica 3. Valores promedio de RTNF en los pacientes del estudio
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Los valores promedio de IFN-y en suero mas altos se encontraron en el
grupo de SRIS y mas bajos en sepsis practicamente similares al grupo de sanos

(Grafica 4)

&

Grafica 4. Valores promedio de IFN-y en los pacientes del estudio
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Los valores promedio de IFN-y en suero mas altos se encontraron en el

grupo de SRIS y mas bajos en sepsis practicamente similares al grupo de sanos

(Grafica 4)

Grafica 4. Valores promedio de IFN+y en los pacientes del estudio
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Los valores promedio de IL-1 en suero mas altos se encontraron en

el grupo de SRIS y mas bajos en el grupo de sepsis grave (Grafica 5)

Grafica 5. Valores de IL-1 en los pacientes del estudio
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Los valores promedios de IL-6 en suero mas altos de encontraron en

el grupo de Sepsis, llegando a tener un valor promedio similar al TNF-

a. (Grafica 6)

Grafica 6. Valores de IL-6 en los pacientes del estudio
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Los valores de IL-8 no fueron significativos en ningtin grupo (Grafica 7)

Grafica 7. Valores de IL-8 en los pacientes del estudio
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Los valores mas elevados de Interleucinas fueron de los IL-10 en
todos los grupos encontrandose valores altos en Sepsis Grave y Chogue
Séptico pero de manera muy similar que el grupo de sanos probablemente

por el pequerio tamano de muestra (Grafica 8).

Grafica 8. Valores en Suero de IL-10 en los pacientes del estudio
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Los valores de IL-10 se correlacionaron con el TNF-a encontrando
una relacién inversa de los valores en los pacientes con sepsis por lo
podemos asumir que la IL-10 tiene un factor protector encontrandose una

correlacion mayor en los estadios mas agresivos de la sepsis. (Grafica 9 y

10).
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Grafica 9. Relacion de TNF e IL-10 en los pacientes del estudio
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Grafica 10. Relacion entre TNF/IL-10 en los pacientes del estudio
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En la siguiente grafica se muestra la relacion inversa lo cual puede

mostrar esta relacion protectora (Grafica 11).

Grafica 11. Relacion entre IL-10/TNF en los pacientes del estudio
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De los valores de Interleucina en orina no se midieron receptores para
TNF, y el INF-y no se excreta por orina, la cantidad excretada de IL-1, IL-6 e IL-8
es muy baja y no se correlaciono con los niveles de la mismas en suero.

Los niveles de TNF-a e IL-10 se encontraron mas altos en suero sin

encontrar correlacién con los niveles en orina (Grafica 12 y 13).
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Grafica 12. Correlacion de niveles de TNF-a
pacientes del estudio.
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Grafica 13. Correlacion de niveles de IL-10 en suerolorina en los
pacientes del estudio.
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Para realizar la comparacién estadistica entre los grupos se realizo la
prueba estadistica ANOVA (Analisis de Varianza) pero no existid ninguna

diferencia estadisticamente significativa (Tabla 10).

Tabla 10. Resultados de Analisis estadistico de la comparacién entre

los grupos
cfr;“p‘;"rg ;gn ANOVA F Nivel de significancia
TNF-cLz= 0.7504 0.565
TNFR™ 2.569 0.057
INF-ysx 1.728 0.169
IL-1** 2.099 0.105
IL-6** 0.8643 0.496
IL-8** 1.637 0.190
IL-10* 0.1324 0.969

*Nivel significativo p<0.05. Estadisticamente significativo
** Estadisticamente no significativo

Por otra parte cuando se compararon los valores de TNF/IL-10 con t- Student se

determino una diferencia significativa tanto en suero como en orina (Tabla 11).

Tabla 11. Resultados de Analisis estadistico de TNF/IL-10 en suero y

orina.
Grupos de comparacion p-valor
TNF/IL-10 en suero* p< 0.0068
TNF/IL-10 en orina* p< 0.0016

*p< 0.05 nivel estadisticamente significativo



CONCLUSIONES

. Se encontré6 un porcentaje de mortalidad del 21% en general de los
pacientes del estudio.

. Los valores mas altos de TNF-a. se encontré en el grupo de sepsis vy los
valores mas bajos en el grupo de SRIS.

. Los valores mas altos de TNFR se encontraron en el grupo de SRIS y los
mas bajos en sepsis, similar al grupo de sanos.

. Los valores mas altos de IL-1 se encontraron en el grupo de SRIS y mas
bajo en sepsis y sepsis grave.

. Los valores mas altos de IL-6 se encontraron en el grupo de sepsis y mas
bajos en choque séptico.

. Los valores mas altos de IL-8 se encontraron en el grupo de sepsis y un
valor similar en el resto de los grupos.

. Los valores mas altos de IL-10 se encontraron en el grupo de sepsis grave,
seguido de choque séptico y los valores mas bajos en SRIS.

. Los valores de TNF-a e IL-10 se correlacionaron encontrando una relacién
inversa en las etapas clinicas mas agresivas de la sepsis en donde se
encontré un correlacion mas alta.

. Las valores de TNF-a, INF-y, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10 fueron bajos en orina y

no se correlacionaron con los niveles de los mismos en suero.

10.Los niveles de IL-10 fueron los mas altos en orina, encontrandose en

niveles mas altos en suero que en orina.

45



11. La comparacion estadistica por ANOVA de los grupos, mostré que a pesar
de encontrase TNF-a, IFN-y e IL-1 mas altos en las primeros estadios del
proceso septico y la IL-10 mas alta en los estadios tardios de la sepsis, no
hubo diferencia significativa con una p>0.05.

12. Al comparar TNF-a/IL-10 por separado con t-Student si hubo diferencia

significativa tanto en suero como en orina con una p<0.05
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DISCUSION

Los criterios de sepsis se basan en las condiciones clinicas y se han
definido de manera un poco arbitraria en los Consensos Internacionales, estos
fueron definidos desde 1992 por el American College of Chest Physicians (ACCP)
y la Society of Critical Care Medicine (SCCM) en un “Consenso-Conferencia”
(Tabla 1y 2) %% y tomando en cuenta estos conceptos las definiciones de
sepsis pueden tener un cambio en el futuro al caracterizar la respuesta del
huésped a la infeccién y basandose en los biomarcadores % * 7. En la sepsis se
ha reportado una primera fase que suele ser corta caracterizada por un estado
inflamatorio con concentraciones elevadas de citoquinas proinflamatorias, (¢ 17 '8
en el caso de este estudio nosotros medimos TNF-c, IFN-y e IL-1 y una segunda
fase 6 fase antinflamatoria, en el cual hay liberacion de citoquinas antinflamatorias,
en la cual la células inmunocompetentes son incapaces de liberar mediadores
inflamatorios al estimulo antigénico, la cual puede ser refractaria y mas larga % 1"
'® y en este estudio se midié la IL-10 como marcador antinflamatorio. Estudios
han mostrado un pico en las concentraciones de todas las citoquinas,
estadisticamente significativo entre sepsis y choque séptico, siendo mas alto en el
choque séptico, pero tienen diferentes perfiles las concentraciones 7' )

Algunos estudios han medido las concentraciones de citoquinas

encontrando que los picos de concentracion de las mismas fueron diferentes entre

sepsis grave y choque séptico, el TNF-o. fue la primera citoquina encontrada en
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este proceso, seguida por la IL-6 y la IL-8 y la IL-1 en forma inconstante, la sepsis
grave se caracteriza por una alta concentracion de IL-6, y la IL-8 con aumento en
la mortalidad.

Nosotros encontramos en el estudio de acuerdo a los datos reportados en
la literatura que el TNF-a tiene una concentracién mas alta en las primeras etapas
de la sepsis en este caso se eleva en forma importante en el grupo de sepsis sin
embargo no lleva una relacién lineal con el estadio clinico. Sin embargo los
valores de los TNFR no se elevaron en correlacion a esta fase, siendo mas
elevados en la respuesta inflamatoria inicial de cualquier proceso que cause
inflamacion es decir en SRIS.

La IL-1 como lo que se ha reportado en la literatura se encontré mas
elevada en SRIS en las fases iniciales del proceso inflamatorio vy a diferencia de
los reportado los valores mas altos de IL-6 se encontraron en sepsis y no en
sepsis grave, la IL-8 mostro valores mas altos en sepsis pero en general presento
valores inconstantes, lo cual puede ser esperado ya que en la revisiones de la
literatura tampoco han mostrado un caracterizacion especial en alguna etapa
siendo sus valores inconstantes.

La IL-10 se encuentro mas elevada en la etapas tardias de la sepsis como
se reporta en las diferentes series ya que se frata de una Interleucina
antinflamatoria.

Sin embargo no se encuentro una relacion estadisticamente significativa
entre los grupos, probablemente por el tamafio pequefio de la muestra, y solo la

relacién entre TNF-a e IL-10 mostraron una correlacion significativa al momento
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de realizar el andlisis mayor en los estadios tardios de la sepsis, por lo que
podemos suponer que la IL-10 si tiene la accion antiflamatoria reportada e incluso
actta como factor protector en estos estadios.

Los niveles de Interleucinas en orina fueron bajos en relacién a los niveles
en suero, por lo que concluimos que no hay correlacion entre los niveles de
interleucinas en orina y suero.

Como sabemos las interleucinas son un importante componente en la
respuesta inmune a las infecciones y la homeostasis, tanto en forma
proinflamatoria, antinflamatoria e inmunoreguladora. Por lo tanto, un "equilibrio”
entre los efectos de citoquinas proinflamatorias y antinflamatorias se piensa es
importante para determinar el resultado de la reaccion, tanto a largo y corto plazo.
Por el momento no es posible caracterizar un patrén especifico de Interleucinas
que corresponda a alguna etapa de la sepsis en especial solo concluyendo que
TNF-a se eleva en estadios iniciales e IL-10 en estadios tardios, sin embargo es la
primera fase del estudio por lo que se pueden modificar los resultados al aumentar
el tamaiio de muestra.

Continuamos con la investigacion para enfocar a acciones para restaurar
las funciones inmunes en pacientes que sobreviven a la fase inicial de la sepsis

con terapia de inmunomodulacion.

ESTA TESIS NO SALE
!,}E LA BIBLIOTECA
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