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Resumen

La pancreatitis aguda (PA) es un padecimiento inflamatorio de la glandula
pancreatica, cuya etiologia es multifactorial, siendo la biliar y la alcohdlica, las
situaciones relacionadas mas frecuentemente con la enfermedad. Su presentacion
en México es relativamente frecuente y el prondstico de la misma depende de su
severidad. En este sentido, la PA tiene una forma autolimitada y leve, pero cerca
en aproximadamente 25% de los pacientes desarrollan la forma grave, que tiene
una mortalidad aproximadamente del 50%. La PA es un proceso inflamatorio que
puede desarrollar tres fases: la inflamacion local, la sistémica (que implica el
desarrollo del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica), y en algunas
ocasiones, la presencia de complicaciones, que corresponden a la falla organica
multiple y/o a la sepsis. Algunos pacientes con PA severa que sobreviven la
primera semana, pueden desarrollar necrosis pancreatica y peripancreatica. La
infeccién del tejido necroético pancreatico y peripancreatico, puede favorecer la
presencia de la sepsis. Un mecanismo de regulacién del SIRS es el sindrome de
respuesta anti-inflamatoria compensadora (CARS), que a nivel molecular se
caracteriza por la disminucién del nivel de expresion de MHCIlI en monocitos, el
incremento de citocinas anti-inflamatorias (IL-10) y en general, por la pérdida de la
funcion normal de los monocitos. A este estado se le denomina Paralisis
Inmunoldgica, y se plantea que favorece el establecimiento de infecciones y por lo

tanto, el desarrollo de sepsis.

El objetivo de este trabajo es analizar la evolucion molecular de pacientes
con PA a través de la expresion de MHCII en monocitos y la concentracion sérica
de IL-10, como indicadores de paralisis inmunolégica. Por otro lado, existen
moléculas que tienen un papel poco conocido en el desarrollo del proceso
inflamatorio, una de ellas es TREM-1, que puede fungir como indicador temprano

de infecciéon. TREM-1 es un receptor implicado en la amplificacion de la respuesta



inflamatoria y se localiza en células mieloides. La determinacion de este receptor
puede facilitar la identificacion de los casos que se encuentran en riesgo del
desarrollo de infeccién, incluso la posibilidad de predecir la evolucion de nuestro
paciente. A nivel clinico se evaluara la evolucion de los pacientes de acuerdo con
las escalas APACHE Il vy los criterios de Atlanta. Finalmente se analizara la
correlacion entre el comportamiento molecular y la evolucion clinica, con el objeto
de integrar un criterio clinico-molecular que permita reforzar el diagndstico
diferencial y oportuno entre el SIRS y el CARS derivado de procesos no
infecciosos y sepsis. También se evaluara si estos indicadores clinico-moleculares

son pronosticos de la evolucion de los pacientes.



Planteamiento del problema

Desde el punto de vista clinico, la definicion de SIRS, aunque reduccionista,
indica la presencia de un proceso inflamatorio. Sin embargo, aun no se han
identificado completamente los mecanismos moleculares que dan lugar a este
sindrome. Por el contrario, en el caso del CARS, la determinacion de las
moléculas que lo caracterizan no tienen correlacion con las manifestaciones
clinicas; de hecho, existen situaciones en las que los pacientes pueden presentar
datos clinicos del SIRS, pero con comportamiento molecular de CARS. La
presencia de CARS predispone a la infeccion, lo que puede dar lugar a la sepsis;
es decir, la presencia de CARS podria anteceder a la aparicion de sepsis en
ciertas situaciones. Si se demuestra una asociacion oportuna entre el CARS
(definido como el incremento del nivel sérico de IL-10, la disminucién en la
expresion de MHCIl en monocitos y la disminucién de la capacidad de los
monocitos para secretar TNF-o ex vivo ante el estimulo con LPS), y la
complicacion infecciosa, se obtendria una importante ventaja clinica. Con este
conocimiento se podrian tomar las medidas médico-quirurgicas necesarias para
prevenir la infeccion, o bien, para tratarla oportunamente. Lo anterior nos da la
pauta para analizar si el incremento en la expresion de TREM-1 en su forma
membranal, asi como la disminucion en la expresion MHCII, se pueden considerar
como sefiales tempranas del establecimiento de un proceso infeccioso durante la

evolucion de pacientes con PA.



Marco tedrico

La inflamacién es esencial para la sobrevivencia, pero también puede ser
una causa importante de morbilidad y mortalidad. Uno de los ejemplos mas
dramaticos del potencial patolégico de la inflamacién es la pancreatitis aguda M,
De los pacientes que desarrollan pancreatitis aguda, 20% a 31% desarrollan la
forma grave (PAG), que tiene mortalidad de 10% en el caso de necrosis
pancreatica no infectada y > del 25% en el caso de necrosis infectada % . En
México, la etiologia biliar es la causa mas frecuente y el alcoholismo la segunda
@, La activaciéon de enzimas digestivas en las células acinares es el primer paso
para el desarrollo de la enfermedad ®, y da lugar a una reaccién inflamatoria local.
Por causas no del todo comprendidas, el proceso inflamatorio local puede
convertirse en un evento sistémico, que en clinica se conoce como Sindrome de

© 7 Los pacientes con PAG pueden

Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS)
tener elevada mortalidad durante la primera semana, secundaria al desarrollo de
falla organica multiple (FOM), y los que sobreviven mas alla de esta semana
critica a menudo desarrollan necrosis extensa del tejido pancreatico y
peripancreatico ©); este tejido es susceptible de infectarse en 30% a 70% de los
casos, lo que lleva al desarrollo de sepsis. La sepsis también condiciona la

persistencia o aparicion de la FOM © 19

Aun no se conoce con certeza la fuente de infeccidn del tejido necrético en

" pero la translocacién bacteriana '? y las

los pacientes con pancreatitis aguda (
intervenciones médicas menores facilitan la presencia de microorganismos en
estos pacientes y el inicio de una segunda respuesta inflamatoria (“second-hit
response”) *'_ El evento inicial es la liberacién de Patrones Moleculares
Asociados a Patégenos (PAMPs) a la circulacién ('®, que son reconocidos por
Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs) en células presentadoras de
antigenos (APCs), como monocitos, macrofagos, células dendriticas, y células
endoteliales 2", El paradigma utilizado para estudiar la via de sefalizacién de
PAMPs a través de PRRs es el reconocimiento del lipopolisacarido (LPS) de

bacterias Gramnegativas a través del complejo CD14/MD2/TLR4 en el macréfago
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y su posterior activacion por la activacion sucesiva de MyD88, IRAK, TRAF-6,
MAPK y NF-kB ®%2%_|a translocacion de NF-kB al ntcleo inicia la transcripcion
de moléculas de adhesion, citocinas proinflamatorias (ej. TNF-a, IL-1 e IL-6),
proteinas de fase aguda, factores de transcripcion, oxido nitrico sintasa,

24; 25

cicloxigenasa-2 y HMGB1, entre otras ( ). Una vez en la circulacién, estas

citocinas activan, entre otras cosas, al endotelio vascular, cuya importancia en la

(26)

respuesta inflamatoria es trascendental La disfuncién endotelial causa

adhesion y migracion de leucocitos, activacion de especies reactivas de oxigeno,

vasodilatacién, mayor produccion de citocinas y activacion del complemento ¢7 28,

Todo lo anterior puede resultar en dafio tisular y falla organica ©% 9.

La respuesta pro-inflamatoria se compensa por mediadores anti-
inflamatorios (IL-4, IL-10, IL-13 y PGEZ2), que suprimen la sintesis y accion de los
mediadores pro-inflamatorios, y por receptores solubles que antagonizan o
neutralizan la accién de su ligando correspondiente ®". Toda esta actividad
molecular tiene una traduccion clinica en el SIRS, sin embargo, este sindrome es
hasta cierto punto inespecifico, por lo que Bone 32) acufié el término de “Sindrome
de respuesta anti-inflamatoria compensadora” (CARS), que no tiene una
traduccion clinica, pero se caracteriza desde el punto de vista molecular, por la
disminucién en la expresién de moléculas HLA-DR del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHCII) de las APC y por el incremento en el nivel sérico de
IL-10. En el CARS los pacientes son mas susceptibles a la infeccion,
probablemente por una hiporespuesta de los monocitos ante la presencia de
PAMPs, que se conoce como paralisis inmune y se caracteriza por la disminucién
de la capacidad del monocito para secretar TNF-a. ex vivo ante el estimulo con
LPS ®3. La disminucion en la expresion de MHCII en la superficie de monocitos
disminuye su capacidad para presentar antigenos. Estas alteraciones se pueden
presentar en pacientes posquirurgicos, en pacientes con trauma severo, pacientes
con quemaduras, y se relaciona con el desarrollo de infecciones oportunistas (34-
37)_Asi, tanto la expresién de MHCII como la disminucién en la sintesis de TNF-a
ante el estimulo con LPS ex vivo, son considerados como indicadores moleculares
del CARS @8,

11



La PA se considera un modelo para el estudio de la respuesta inflamatoria,
en el contexto del SIRS y, eventualmente en el de la sepsis si esta se desarrolla
(39 44) El andlisis de las citocinas en la pancreatitis ha intentado establecer
marcadores de gravedad (ej. IL-6 e IL-8) o mediadores de progresion de la
enfermedad (ej. TNF-a e IL-1B) “**®). Sin embargo, son pocos los estudios que
tienen como fin caracterizar la respuesta inmune temprana en este tipo de

pacientes 7).

Uno de estos trabajos ha concluido que la activacion
intrapancreatica de enzimas digestivas ocasiona una lesién tisular local en la que
los macroéfagos residentes liberan IL-13, TNF-a, IL-6, e IL-10. Las células acinares
del pancreas son otra fuente de mediadores inflamatorios (bradicininas, 6xido
nitrico y quimiocinas). La produccion de citocinas en el pancreas es seguida, horas
después, por una produccién adicional en 6rganos como el higado, pulmén y
bazo. Aun se desconocen los factores que inducen la expresion de citocinas en

estos sitios 9,

Los eventos moleculares que llevan al desarrollo del SIRS y CARS en
pacientes con PA no se encuentran del todo claros. Una de las posibles
consecuencias del CARS es la generacion de sepsis, que en muchas ocasiones
es imposible demostrar mediante cultivos, y esto causa una demora en el
tratamiento especifico. Por ello se han buscado mediadores enddégenos que

puedan ayudar al diagndstico temprano de sepsis.

Uno de estos mediadores es TREM-1 (Receptor Activador Expresado en
(49) (50) y

que se expresa de forma constitutiva en neutréfilos y monocitos. El estimulo con

Células Mieloides-1) ™, un receptor que amplifica la respuesta inflamatoria
bacterias Gramnegativas, Grampositivas y hongos, aumenta su expresion a nivel
de proteina en superficie, y la IL-10 regula negativamente su expresion ©?_ Aun
no se conoce su ligando, pero la activacion de neutréfilos y monocitos a través de
TREM-1 con un anticuerpo monoclonal agonista, induce la secrecidén de citocinas
pro-inflamatorias y quimiocinas, y la expresion de moléculas coestimuladoras, con
un efecto sinérgico con LPS ®3). La expresion de TREM-1 esta aumentada en los

(54

neutréfilos peritoneales de pacientes con choque séptico ) y en pacientes con

12



PA, el incremento de expresion del mMRNA de TREM-1, correlaciona con la
gravedad de la enfermedad ®% Los resultados de Isibasi y colaboradores indican
que la expresion de TREM-1 en la superficie de monocitos es mas alta en
pacientes sépticos, y que cuando esto se asocia con una disminucion en la
expresion de HLA-DR, la enfermedad es mas grave ©®. Existe una forma soluble
de TREM-1, que al parecer es una variante por corte alternativo. Esta forma
TREM-1 (sTREM) esta aumentada en los lavados broncoalverolares de pacientes
con neumonia por bacterias y hongos ©®” en el suero de pacientes con sepsis %
%) y también estd aumentada a nivel de mRNA en los monocitos de pacientes
sépticos. Existe evidencia de que el posible ligando de TREM-1 se encuentra en el

suero de los pacientes sépticos ©?).

Una de las causas mas frecuentes de muerte en PA es el desarrollo de
sepsis, por lo que seria de gran utilidad clinica la identificacion de marcadores que
permitieran detectar oportunamente a los pacientes con PA que desarrollaran

sepsis.

13



Objetivo General.

Determinar si la expresion de TREM-1 en forma temprana en pacientes
con pancreatitis aguda, puede servir como biomarcador del desarrollo de

infeccion en estos pacientes.

Determinar si la presencia del Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria
Compensadora, determinado a través del analisis de MHCII e IL-10 (dos
moléculas cuya disminucion e incremento, respectivamente), se asocia con el

desarrollo de infeccion en pacientes con pancreatitis aguda.

Hipotesis.

El incremento en la expresion de TREM-1 en forma temprana en
pacientes con pancreatitis aguda, servira como biomarcador del desarrollo de

infeccién en estos pacientes.

El desarrollo del Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria
Compensadora, determinado a través de MHCII e IL-10, dos de las moléculas
que lo caracterizan, se asocia con el desarrollo de infecciéon en pacientes con

pancreatitis aguda.

14



Metodologia.

Disefo del estudio:

Estudio de cohorte (prospectivo, longitudinal, comparativo)

Universo de trabajo.

Quedara constituido por pacientes con diagnostico de PA, que ingresen por los
servicios de urgencias de los siguientes hospitales: Hospital General de México
de la Secretaria de Salud (UHGM); Hospital General Regional “Gabriel
Mancera”, IMSS; Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricion,
“Salvador Zubirdn” y del Hospital de Especialidades “Dr. Bernardo Sepulveda
Gutiérrez”, del Centro Médico Nacional Siglo XXI, IMSS.

Descripcidn de las variables segun la metodologia

a.-Variables independientes:

a.1. Pancreatitis Aguda (PA)

a.2. Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria Compensadora (CARS).
a.2.1. Nivel sérico de IL-10.

a.2.2. Expresion de HLA-DR.

a.3. Expresion de TREM-1 de membrana.

b.- Variables dependientes:
b.1.- Sepsis.

c.- Variables demograficas.
c.1.- Edad.

c.2.- Sexo.

15



Definicién operacional de variables:

§ Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria Compensadora:

Se define desde el punto de vista molecular por una expresion inferior al 30%
de HLA-DR en monocitos (medida por citometria de flujo) y un incremento en el
nivel sérico de IL-10 (medido por ELISA).

§ 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.

§ TREM-1:

Receptor activador expresado en células Mieloides (Triggering Receptor
Expressed on Myeloid Cells). Es una proteina perteneciente a la superfamilia
de las inmunoglobulinas. Se expresa en neutrofilos y monocitos CD14+. No se
conoce su ligando y su activacion induce la liberacion de mediadores
proinflamatorios con un efecto sinérgico con LPS. Su determinaciéon se hara
mediante citometria de flujo y se reportara como intensidad media de

fluorescencia.

§ MHCII:

Molécula de clase Il del complejo principal de histocompatibilidad, también
conocida como HLA-DR, se encarga de la presentacion de antigenos exogenos
a las células T y se localiza en la superficie de las células presentadoras de
antigenos. Su determinacion es a través de citometria de flujo y se reportara

como porcentaje de expresion.

16



§ Sepsis:

Se define como el SIRS mas la demostracion de la presencia de algun agente
infeccioso. El Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS), segun el
American College of Chest Physicians y la Society of Crtitical Care Medicine
(61), se diagnostica cuando se reunen dos o mas de las siguientes
caracteristicas: temperatura >38°C o <36°C, frecuencia cardiaca >90
latidos/min, frecuencia respiratoria >20/min 'y cuenta de leucocitos
>12000/mm?, <4000/mm° 0 >10% de bandas.

§ Pancreatitis Aguda:

Es un proceso inflamatorio del pancreas, con involucro variable de otros tejidos
regionales u érganos remotos.

El diagndstico se realiza con base en el cuadro clinico, asociado a la evidencia
de la elevacion sérica de enzimas pancreaticas y hallazgos de imagen.

a. Manifestaciones clinicas que pueden presentarse:

e Dolor abdominal punzante localizado en epigastrio o de tipo
difuso irradiado generalmente a espalda, constante y que se
incrementa con la posicién supina.

¢ Nausea y vomito de contenido gastrico en poca cantidad que no
modifica el dolor.

e Fiebre de 38.3°C a 38.9°C que no necesariamente indica
infeccion.

o Taquicardia.

¢ Hipotensién por vomito y pérdida de liquidos al tercer espacio, al
retroperitoneo o intestinal, secundario al ileo y/o hemorragia.

e Exploracion fisica: distension abdominal, resistencia muscular
involuntaria, signo de rebote por irritacion peritoneal, disminucion
o ausencia de la peristalsis. Los signos de Grey Turner
(equimosis en los flancos) o el signo de Cullen (equimosis
periumbilical), son observados con poca frecuencia.

b. Laboratorio:
e Amilasa por arriba de 3 veces lo normal.

e Lipasa por arriba de 3 veces lo normal.

17



c. Imagen:

e Tomografia abdominal contrastada, con sensibilidad de 90% y
especificidad del 100% para la pancreatitis aguda. Reporta
tamano, disminucion de la densidad, dilatacion de conductos,
colecciones pancreaticas y peripancreaticas, asi como necrosis
de la grasa peripancreatica.

e Ultrasonido de pancreas con sensibilidad de 62% al 95% vy

especificidad hasta del 95%

Severidad de la pancreatitis.

Esta se clasificara en PA leve y PA grave.- Ver Anexo Criterios de Atlanta ©2.

§ Edad: expresada en afios en una escala cuantitativa discreta.

§ Sexo: expresado en una escala cualitativa nominal. Masculino, femenino.

Seleccion de la muestra

Se incluiran, en forma consecutiva, todos los pacientes con diagndstico de PA
que cumplan con los criterios de inclusion.

Tamano de la muestra.

Se incluiran a todos los pacientes que cumplan con los criterios de inclusion,
que se presenten en los servicios de urgencias de los hospitales antes

mencionados, con diagndéstico de PA (de acuerdo a los definido previamente).
Criterios de seleccion.

Criterios de inclusion:

Pacientes con diagnéstico de Pancreatitis Aguda.

Criterios de no-inclusion:
PA de mas de 72 horas de evolucion del inicio de los sintomas.
Laparotomia exploradora en las primeras 72 horas de evolucién de la PA.
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.
Hepatitis crénica por Virus de la Hepatitis By C.
18



Tratamiento de inmunosupresores.

Patologia neoplasica o autoinmune subyacente.

Quimioterapia por enfermedad neoplasica subyacente.

Pacientes que rehusen a participar en el estudio y/o que no acepten los

términos de la carta de consentimiento informado.

Criterios de exclusion:
Desear ser egresados del proyecto.
Pacientes cuyos datos clinicos se extravien.

Muestras de sangre no optimas para su procesamiento.

Procedimiento.

Procedimiento General.

Los pacientes con diagnostico de PA que ingresen a los hospitales
participantes, seran captados por el personal del propio hospital. El diagnostico
se realizara de acuerdo a los criterios diagnosticos ya establecidos y que se
enumeran en parrafos anteriores. El manejo inicial y subsecuente de cada
paciente, estara a cargo del propio servicio de urgencias y de los posteriores
servicios tratantes de cada uno de los hospitales. Antes de la primera toma de
muestra para el proyecto, se solicitara el consentimiento informado de cada
paciente para participar en él, o en su defecto, de la persona legalmente
responsable. Se explicara en qué consiste su participacion y le sera
proporcionada la carta de consentimiento informado para que la lea y autorice
(Ver Anexo de Carta de Consentimiento). Se seguira la evolucion de cada
paciente, desde su ingreso hasta su egreso. La toma de muestras se hara en el
momento del ingreso, a las 24 horas y, posteriormente, a las 48 horas y a las
120 hrs. El seguimiento clinico se registrara en hojas de recoleccion de datos
(Ver Anexo Hoja de Recoleccion de datos). Estas seran completadas por el
propio equipo de colaboradores. En este documento se tendra registro de los
datos demograficos, antecedentes patoldgicos, datos de laboratorio y gabinete,

asi como los procedimientos intervencionistas.
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Los pacientes se calificaran con la escala de APACHEII, para evaluar
gravedad de la enfermedad (Ver Anexos de APACHEIl), cuando asi lo
ameriten. Al final de su seguimiento, la clasificacion de la pancreatitis (leve o

grave), se determinara de acuerdo a los criterios de Atlanta.

Las cirugias en los pacientes con PA, cuando se realicen, seran
registradas en las hojas de recoleccién, con los hallazgos correspondientes a
cada uno de los procedimientos, sus indicaciones y el tipo de cirugia realizada.
Asi mismo, los procedimientos como la instalacién de catéteres por via central,
determinaciones hemodinamicas, hemodialisis, transfusiones, tomas de
cultivos, etcétera, también seran registrados en las hojas de recoleccion de

datos, con las fechas correspondientes de todos ellos.

Procedimiento en particular.

Para la obtencién de la muestra de sangre de pacientes que no cuenten
con catéter central, se tomara por puncion bajo el siguiente protocolo: asepsia
de la region con torundas alcoholadas, aplicacién de un torniquete con tubo de
latex en el tercio distal del brazo seleccionado, puncidon con aguja Vacutainer
0.8 x 38 en la vena mediana preferentemente y obtencion de 8 mL de sangre
por presion negativa, en un tubo sin anticoagulante (3 mL) y otro tubo con
heparina de litio (14.5 Ul/ml) (3 mL). Para aquellos que cuenten con catéter
central, se hara asepsia del conector del catéter, extraccion de 8 ml de sangre
y posteriormente lavado de catéter con 10 ml de solucion salina. En los casos
en los que el catéter central se encuentre cerrado, se heparinizara con 0.5 ml

de heparina de 1000 unidades.

Procedimiento de la muestra de sangre para determinacion de citocinas
séricas. Se determinara IL-10 como molécula asociada al CARS, sin embargo,
también se determinara IL-6, conocida como una molécula que se asocia al

pronéstico de la enfermedad.
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Tres mililitros de sangre del tubo sin anticoagulante seran centrifugados
a 2500 rpm durante 10 minutos a 8 grados centigrados. Se extraera el suero
con pipetas de precision y puntas desechables. Se haran alicuotas de 250 uL
en tubos Eppendorf de 0.5 mL. Posteriormente se congelaran a -20°C para su

posterior analisis.

Se llevara a cabo el método de ELISA para la deteccion IL-6 e IL-10. Se
utilizara el kit OptEIA™ (Pharmingen) correspondiente a IL-10. El procedimiento

en general se explica a continuacion:

Se utilizaran placas de 96 pozos y se cubriran con 50uL de anticuerpo
de captura diluido en solucién reguladora (la concentracién dependera de la
citocina, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante). Se incubaran toda
la noche a 4°C (en cuarto frio) y al dia siguiente se lavaran 3 veces con

solucion reguladora de lavado (PBS con Tween-20 0.05%).

Los pozos seran cubiertos con 200 pyL de solucion reguladora de
bloqueo (PBS con FBS 10%, pH 7.0) y permaneceran en incubacion por 1 hora
a temperatura ambiente y se lavaran 3 veces con solucién reguladora de

lavado.

Se prepararan diluciones seriadas del estandar de acuerdo al inserto de
la citocina correspondiente y por duplicado se colocaran 100 yL de cada
concentracién estandar y 100 uL por duplicado de cada muestra y controles.
Las placas permaneceran en incubacion por dos horas a temperatura ambiente

y se lavaran cinco veces con solucion reguladora de lavado.

Se afiadiran 100 pL de solucion de deteccion (Anticuerpo de deteccion
mas estreptavidina-HRP) a cada pozo y se incubara por una hora a
temperatura ambiente. Se lavara siete veces con soluciéon reguladora de

lavado.

Se afadiran 100 pL de solucion sustrato (tetrametilbenzidina mas

peroxido de hidrogeno) a cada pozo y se incubara por 30 minutos a
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temperatura ambiente protegido de la luz. Se afadiran 50 yL de solucién de
paro (acido sulfurico 2 N) y 30 minutos después se leera la absorbancia a 450

nm.

Procedimiento para la determinacion de las moléculas de superficie, HLA-DR y

TREM-,1 por citometria de flujo.

Se colocaran 50 (L de sangre total heparinizada en un tubo de
poliestireno (5 mL) en presencia de 3L de los siguientes anticuerpos: anti-
CD14 humano conjugado con ficoeritrina cianica 5(PCy5), anti-HLA-DR
humano conjugado con FITC y anti-TREM-1 humano conjugado con PE, y se

incubara por 20 min en oscuridad a temperatura ambiente.

Se agregaran 250 pL de solucidon comercial fijadora y de lisis

(FACSlysis) y se incubara por 10 min en oscuridad a temperatura ambiente.

Se agregaran 1-2 mL de solucion isotonica, se agitara y se centrifugara a
300 x g por 5 min. Se decantara y resuspendera el botén celular en 50-100 /L
de solucién isoténica. Las muestras asi procesadas se analizaran en el
citbmetro de flujo EPICS Altra del Centro de Instrumentos del Hospital de
Especialidades del CMN Siglo XXI.

Anticuerpos.

Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled anti-CD14 monoclonal
antibody se compré a BD Biosciences Pharmingen (CA, USA) (Cat. 555397,
clone M5E2, mouse 1gG2,,x). Phycoerythrin (PE)-cyanin dye Cy5-labelled anti-
HLA-DR (MHC-II) monoclonal antibody se le compré a BD Biosciences
Pharmingen (Cat. 555813, clone L243, mouse 1gG2,,x). PE-labelled anti-TREM-
1 monoclonal antibody se le compr6 a R&D Systems (MN, USA) (Cat.
FAB1278P, clone 193015, mouse IgG1). No ha encontrado reactividad cruzada

con otras moléculas humanas.
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Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados utilizando la prueba de ANOVA. De esta se
emplearon la prueba de Tukey’'s y la de Kruskal-Wallis, esta ultima con la
postprueba de Dunn. Se utilizé el programa GraphPad Prism versién 5.0
(GraphPad Software, CA, USA). Se consideraron los resultados con

significancia estadistica cuan se obtuvieron valores de P < 0.05.
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Resultados
Datos demogréficos.

Este trabajo fue multicéntrico y aprobado por los comités de ética de
cada uno de los hospitales participantes que incluyeron: Hospital General de
México, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion, Salvador Zubiran, el
Hospital General Regional “Carlos MacGregor Sanchez Navarro” y el Hospital
de Especialidades del CMN SXXI del IMSS. El analisis de las muestras se llevo
a cabo en la Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica del Hospital de
Especialidades del CMN SXXI del IMSS. Dado el caracter observacional del
estudio, el manejo de cada uno de los pacientes correspondié a los médicos
tratantes en cada hospital. Los pacientes o sus representantes legales
recibieron la informacion pertinente para poder otorgar o no, su consentimiento
a participar en el estudio, a través de la firma de la carta de consentimiento
informado. Se incluyeron pacientes del sexo femenino y del masculino, con
rango de edad de 18 a 80 afos con diagndstico de Pancreatitis Aguda (Ver
Anexo con los criterios diagnésticos de la Pancreatitis Aguda). La gravedad de
la enfermedad se determin6 de acuerdo a los criterios de Atlanta (Ver Anexo de
los Criterios de Atlanta). Los pacientes con pancreatitis aguda incluidos en el
presente estudio tuvieron menos de 72 horas de evoluciéon de iniciado el
padecimiento. Se excluyeron a los pacientes con mas de 72 horas de
evolucion, a embarazadas, pacientes conocedores de portar VIH o Virus de
Hepatitis B o C, pacientes en tratamiento con inmunosupresores y aquellos
pacientes que por razones técnicas no pudieron procesarse las muestras en
forma adecuada. Durante el periodo de abril a agosto de 2008 se incluyeron y
analizaron 29 pacientes con pancreatitis aguda. El promedio de edad fue de 43
afios con un rango de 17 a 79 afos. En relacion a su distribucion por sexo se
incluyeron 18 mujeres (62%) y 11 hombres (38%). En relacion a la etiologia 22
pacientes se clasificaron de origen biliar (75%), un paciente con pancreatitis de
origen alcohdlica (4%), un paciente con pancreatitis por hipertrigliceridemia
(4%) y cinco pacientes se catalogaron como pancreatitis aguda idiopatica
(17%). En cuanto a la gravedad de la pancreatitis, 18 pacientes se clasificaron
con pancreatitis aguda leve (PAL) (62%) y 11 pacientes con pancreatitis aguda
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grave (PAG) (38%). La mortalidad de nuestros pacientes fue de cinco (17%),
todos clasificados como PAG. Dentro de éstos, cuatro presentaron sepsis y uno
fallecié por insuficiencia respiratoria a las pocas horas de su ingreso. Dentro de
los pacientes con PAL no hubo fallecimientos. Se colectaron muestras de
sangre en tubos con y sin heparina, tomadas al ingreso, a las 48 horas y a las

120 horas de su internamiento.

TREM-1 se incrementa en pacientes con pancreatitis aguda,

independientemente de su gravedad o presencia de infecciones.

Estudios previos asocian el incremento de la expresiéon de TREM-1 con
procesos infecciosos, y algunos de ellos reportan que patologias no infecciosas
no generan incremento en la expresion de esta molécula (63; 63; 64). Isibasi y
colaboradores, demostraron que TREM-1 es una molécula que aumenta su
expresion en pacientes sometidos a procedimientos quirurgicos con patologia
abdominal gastrointestinal (65). En el presente trabajo se analiz6 la expresion
de TREM-1 en pacientes portadores de Pancreatitis Aguda. Se dividieron los
pacientes en dos grupos de acuerdo a la gravedad de la enfermedad,
Pancreatitis Aguda Leve y Pancreatitis Aguda Grave; y se analizd la expresion
de TREM-1. Los resultados se compararon con los valores de expresion de
sujetos sanos. La expresion de TREM-1 se incrementé de forma significativa en
ambos grupos de pacientes (PAL y PAG) con respecto al grupo de personas
sanas, sin embargo, no se encontraron diferencias entre grupos (PAL y PAG) ni
en relacion al momento de la toma (Fig. 1A). Cuando se analiz6 la expresion de
TREM-1 mas tarde en su evolucion, a las 120 horas de su internamiento (4ta
muestra), persistia la diferencia estadistica entre ambos grupos de pacientes
con respecto al grupo de sanos, sin embargo, tampoco se encontrd diferencia

entre grupos en relacion a la gravedad de de la enfermedad (Fig. 1B).

A continuacion se estudid la expresion de TREM-1 en pacientes con
PAG en relacion con la sobrevida. Aunque existe una tendencia hacia el
incremento de TREM-1 en pacientes con PAG que fallecen, el analisis
realizado no logra demostrar diferencias estadisticas en la expresion de esta

molécula entre pacientes que fallecieron con respecto a los que sobrevivieron
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(Fig. 1C). Lo mismo sucede cuando se analizan las muestras tardias de este

grupo de pacientes en el mismo contexto de la sobrevida (Fig. 1D).

Uno de los objetivos del presente analisis era demostrar que el
incremento de TREM-1 se asociaba con la presencia de infecciones en
pacientes con pancreatitis aguda. Sin embargo, los valores de TREM-1 en
pacientes que presentaron infeccion fueron similares a los que se presentaron
en pacientes sin infeccion, tanto en etapas tempranas (al ingreso), como a las

120 hrs. Lo mismo se observo a las 48 horas (dato no mostrado) (Fig. 1E).

Estos resultados indican que el incremento de TREM-1 se asocia con
padecimientos inflamatorios como la pancreatitis aguda, independientemente

de la gravedad de la enfermedad y de la presencia o no de infecciones.

La expresion de MHCII disminuye en pacientes con Pancreatitis Aguda

Grave.

Se sabe que la disminucién en la expresién de moléculas de clase Il del
Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHCII) puede asociarse con el
desarrollo de procesos infecciosos y en el periodo postoperatorio de pacientes
sometidos a procedimientos quirdrgicos que no presentan infecciones (66;67).
En nuestro estudio fue evidente que los pacientes con pancreatitis aguda leve
tuvieron diferente expresion de MHCIlI que aquellos con pancreatitis aguda
grave. La expresion de MHCII en pacientes con PAL en la primera muestra fue
menor que en personas sanas, con una diferencia estadisticamente
significativa, sin embargo, la expresiéon se incrementa en la segunda muestra y
se conserva para la cuarta muestra a las 120 horas (Fig. 2A y 2B). En el caso
de los pacientes con PAG la disminucion en la expresion de MHCIlI es mas
acentuada que en la primera muestra de los pacientes con PAL; diferencia que
aumenta en la segunda muestra y en la cuarta muestra. Encontramos una
diferencia estadisticamente significativa en la cuarta muestra de pacientes con
PAL y PAG (Fig. 2B).
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Se analiz6 la expresion de MHCII en pacientes con PAG en relacién con
la sobrevida. Pese a que existe diferencia en la expresion de MHCII en la
segunda y la cuarta muestra de pacientes con PAG que fallecen y personas
sanas (Fig. 2C y 2D), no fue evidente esta diferencia entre pacientes con PAG
vivos y muertos, en ninguna de las muestras analizadas al ingreso, a las 48
horas o a las 120 horas (Fig.2C y 2D).

Finalmente se analizé la expresion de MHCII en pacientes que
desarrollaron infeccidon y se observoé que aquellos pacientes que desarrollaron
procesos infecciosos mostraron valores inferiores de MHCIlI en la cuarta
muestra, comparado con aquellos pacientes no infectados y con el grupo de
sanos. Nuestros hallazgos reflejan que la expresion de MHCII disminuye en
relacion con la severidad de la enfermedad y en casos de pacientes que
desarrollan infecciones. Sin embargo, pese a la disminucién de la expresion en
pacientes que fallecen con respecto a los sanos, la reduccién de la expresiéon

no se asocia con el desenlace.

La pancreatitis aguda grave se asocia con el incremento de citocinas pro

y anti-inflamatorios de forma simultanea.

La pancreatitis aguda es un padecimiento inflamatorio que se
caracteriza, desde el punto de vista molecular, por la produccién de
mediadores proinflamatorios del tipo del TNF-a, IL-1B, IL-6 entre otras. Estas
mismas tienen efecto sobre la producciéon de mediadores con funciones anti-
inflamatorias, como IL-10. En nuestros pacientes fue evidente que el
incremento de IL-6 se asociaba con la presencia de la forma grave de la
enfermedad, especialmente en la primera toma, al ingreso del paciente;
encontrando diferencia estadisticamente significativa con respecto a los sujetos
sanos. También se encontr6 diferencia en la segunda muestra de este grupo
de pacientes (Fig. 3A). Llama la atencién que en forma simultdnea se muestran
incrementados los niveles de IL-6 e IL-10 en pacientes con PAG durante la
primera muestra, y un descenso en sus concentraciones para la segunda

muestra a las 48 horas (Fig. 3A 'y 3B).
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El incremento en las concentraciones de IL-6 en los casos de pacientes
con y sin infeccion también tiene un comportamiento interesante, ya que se
encuentra elevada la producciéon de IL-6 en la primera muestra de pacientes no
infectados, con diferencia estadisticamente significativa con respecto al valor
de las personas sanas, sin embargo, esta diferencia desaparece en el mismo
grupo de pacientes que no se infectaron, para la cuarta muestra. En el caso de
los pacientes que se infectaron el incremento en la concentracion de IL-6 es
persistente, aunque los valores que existen entre la primera muestra y la cuarta

muestra no hay diferencia estadisticamente significativa.
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Discusion.

El incremento en la expresion de TREM-1 en pacientes portadores de
pancreatitis aguda, refuerza los hallazgos reportados previamente por Isibasi y
colaboradores en pacientes con patologia abdominal sometidos a
procedimientos quirurgicos. En su trabajo, Isibasi reporta que la expresion de
TREM-1 fue mayor en pacientes portadores de Sindrome de Respuesta
Inflamatoria Sistémica (SIRS) que en los pacientes que no presentaban SIRS,
antes de la realizacion del procedimiento quirdrgico. Esta diferencia se hizo
mas aparente en el estadio postoperatorio (65). La pancreatitis aguda es una
enfermedad que representa un modelo clasico de inflamacion. Aunque se
tienen identificados algunos factores que predisponen al desarrollo de la
enfermedad (calculos, alcohol, etc.), la etiopatogenia de la misma aun esta por
definirse; sin embargo, uno de los eventos mas tempranos es la liberacion de
mediadores inflamatorios de las células acinares pancreaticas y la consecuente
generacion de la respuesta inflamatoria local. Cuando este proceso repercute
en forma sistémica se manifiesta clinicamente como SIRS, que se caracteriza
por la presencia de dos o mas de las siguientes condiciones de acuerdo al
American College of Chest Physicians y The Society of Critical Care Medicine:
temperatura >38°C o <36°C; frecuencia cardiaca >90 latidos/min; frecuencia
respiratoria >20 respiraciones/min o una PaCO, <32 torr (<4.3 kPa); leucocitos

>12,000 cel/mm3, <4000 cel/mm3 o >10% de formas inmaduras ©.

Los actuales resultados muestran congruencia con otros reportes en
cuanto a la incidencia de la pancreatitis aguda leve y la grave. También en
relacion con la etiologia de la enfermedad y lo mismo en relacion con la
mortalidad de la misma. En el aspecto molecular, nuestros resultados sugieren
que TREM-1 es un receptor involucrado en situaciones de estrés como es el
caso de los pacientes portadores de pancreatitis aguda. Llama la atencion que
el incremento de este receptor sea similar en los casos de pancreatitis aguda
leve que en aquellos con pancreatitis aguda grave. Este hecho es importante,
ya que actualmente uno de los objetivos en el estudio de la inflamacién desde

el punto de vista molecular, es la busqueda de marcadores bioldégicos que nos
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ayuden a identificar en forma temprana el tipo de evoluciéon que los pacientes
tendran, concretamente identificar aquellos pacientes que desarrollaran la
forma grave de la enfermedad. En este sentido, Wang y cols. cuantificaron el
RNAmM de TREM-1 en pacientes con pancreatitis aguda y encontraron mayor
cantidad del mensajero en pacientes portadores de la enfermedad que en
sanos, sin embargo, si encontraron mayor cantidad del RNAm en aquellos que
presentaban la forma grave de la enfermedad, concluyendo que este

%8) Nuestros

incremento correlacionaba con la gravedad de la pancreatitis (
resultados contrastan con los de Wang y colaboradores, pues aunque
encontramos incremento en la expresion del receptor, no logramos establecer
una diferencia en relacion con la severidad. Cabe mencionar que en el
presente trabajo no se determindé el RNAm, y que el incremento de éste no
implica necesariamente el incremento de la proteina en la superficie de los
monocitos estudiados en nuestros pacientes. También se ha observado que la
fraccion soluble de TREM-1 ha sido propuesta como un biomarcador
pronéstico. Yasuda y cols. reportaron recientemente que el incremento en las
concentraciones seéricas del receptor soluble de TREM-1 correlaciona con la
severidad de la pancreatitis aguda y con la deteccion oportuna de la disfuncion
organica (69). Nuestros resultados sin embargo, muestran que esta molécula

no es util en la diferenciacion entre la forma leve de la grave de la enfermedad.

El incremento en la expresidon de TREM-1 en pacientes con pancreatitis
aguda es esperado, ya que una de las funciones conocidas de TREM-1 es
amplificar la respuesta inflamatoria a través de su ligando, aun desconocido,
pero que puede ser una molécula endégena que se libera durante el dafio
celular asociado a la pancreatitis aguda. Este tipo de moléculas endogenas
conocidas como Alarminas, alertan al organismo sobre la presencia de dafo
celular o tisular y amplifican la respuesta inflamatoria. En el caso de la
pancreatitis aguda en donde se sabe que existe dano de células acinares por la
accion de enzimas proteoliticas, es posible que también pueda liberarse el
ligando de TREM-1, que al unirse al receptor, amplifica la respuesta

inflamatoria.

Una de las complicaciones mas temidas por la magnitud del dafio que

puede representar en los pacientes con pancreatitis aguda, es la contaminacién
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del paciente por agentes infecciosos. TREM-1 se ha propuesto como
biomarcador temprano de la presencia de complicaciones infecciosas. En los
pacientes analizados con la presencia de infecciones, la expresion de TREM-1
no fue diferente de aquellos pacientes que no presentaron complicaciones
infecciosas. Estos resultados también van en concordancia con lo reportado
por Isibasi y Adib Conquy. Este ultimo y su grupo, evaluaron los niveles de
TREM-1 soluble y Procalcitonina en pacientes con SIRS sin sepsis. Pacientes
sometidos a cirugia cardiaca a través de la colocacion de puentes coronarios y
pacientes con infarto cardiaco, fueron estudiados durante tres dias. Como
grupos control se incluyeron a pacientes con sepsis severa y personas sanas,
controles positivos y negativos, respectivamente. Los niveles de TREM-1s y
procalcitonina resultaron elevados en pacientes con sepsis y en pacientes que
sobrevivieron al infarto o que fueron operados del corazén. En conclusion,
TREM-1 soluble y la procalcitonina no resultaron ser especificos para infeccion
y pueden estar elevados de forma significativa en procesos inflamatorios

6570) Recientemente Radsak y colaboradores publicaron

agudos sin infeccion ¢
sus resultados en relacion a la fraccion soluble de TREM-1 en pacientes con
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Esta es una enfermedad
pulmonar que se considera sistémica y se asocia con el incremento de

marcadores de inflamacion a nivel sérico 7"

La disminucion en la expresion de MHCIl es una condicién que
predispone al desarrollo de infecciones. Lo anterior, como se explicd antes,
esta en relacién con la incapacidad de las células presentadoras de antigenos
para presentar los antigenos patégenos a los linfocitos T. La inmunosupresion
en pacientes con pancreatitis aguda se desarrolla en forma rapida, temprana e

2 La mortalidad asociada con la pancreatitis aguda grave en

inesperada
estadios tardios se asocia con la presencia de infecciones. Satoh vy
colaboradores evaluaron la expresion de HLA-DR (MHCII) en monocitos de
sangre periférica para tratar de predecir el desarrollo de sepsis durante la
pancreatitis aguda. Las determinaciones se hicieron al séptimo y al
decimocuarto dia del inicio de la enfermedad. La disminucion persistente de
MHCIl se asocid con la presencia de sepsis en etapas tardias de la

enfermedad, mientras que aquellos que recuperaron las cifras normales no
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desarrollaron sepsis ("3)En nuestros pacientes la disminucion de la expresién
de MHCII fue evidente con respecto a los sujetos sanos. Ademas se
presentaron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
MHCII entre pacientes con PAL y la PAG, situacion que puedo observarse
especialmente cuando se evalud la expresion de las moléculas a las 120 horas
del internamiento entre pacientes con la forma leve con respecto a la grave. No
existe un parametro adecuado para predecir la mortalidad tardia de pacientes
portadores de pancreatitis aguda. Sin embargo, se ha establecido la asociacién
entre la disminucion en la expresiéon de MHCII y la forma grave de la
pancreatitis aguda. Pese a lo anterior, la relacion entre la expresiéon del MHCII y
la mortalidad tardia en pacientes con pancreatitis aguda, no esta clara. Ho YP y
colaboradores encontraron una asociacion entre la persistencia en la
disminucién de las MHCIl y la mortalidad tardia en pacientes con la forma
grave de la enfermedad; mas aun, establecen un punto de corte de 52.3% de
expresion en los monocitos en el décimo dia de internamiento, como un buen

379 Pese a lo anterior,

predictor de mortalidad tardia en estos pacientes (
nuestros resultados no pueden mostrar diferencia en la expresién de MHCII
entre pacientes con PAG que viven con respecto a los que mueren. Esta
incapacidad para encontrar diferencias en la expresion de MHCII entre los que
sobreviven con respecto a los que fallecen, lo observan Mentula vy

colaboradores en pacientes con falla organica ).

El receptor antagonista de IL-1, IL-6 e IL-10, son citocinas que
correlacionan inversamente con la disminucién en la expresiéon de MHCII (7).
En la presente serie de pacientes observamos que los niveles séricos de IL-6 e
IL-10 se encuentran incrementados de forma significativa en pacientes con la
forma grave de la enfermedad con respecto a los sanos. Este incremento se
hizo mas evidente en la primera muestra que en la segunda. IL-6 se induce
junto con citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-1B en situaciones de
alarma. Es también importante en la induccién de proteinas de fase aguda, sin
embargo, ademas de sus propiedades pro-inflamatorias, IL-6 es una citocina
que puede considerarse anti-inflamatoria (") En nuestros pacientes, IL-6 e IL-
10 se encontraron incrementadas desde el ingreso en los pacientes con

pancreatitis aguda grave, pero no en la forma leve. La falla organica puede ser
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predicha por la combinacion de IL-6 e IL-10 con una sensibilidad del 95% y una
especificidad de 88% (7). Aunque el objetivo de nuestro estudio no fue valorar
la presencia de falla organica, si fue evidente que solo los pacientes con la
forma grave de la enfermedad presentaron este patrén comentado. También la
disminucién de la expresion de MHCII puede formar parte de un patrén anti-
inflamatorio, por lo que una reaccion anti-inflamatoria desde las primeras
etapas de internamiento de pacientes con pancreatitis aguda grave, podrian
predecir el desarrollo de complicaciones en estos pacientes. Esto se puede ver
en nuestros pacientes que desarrollaron infecciones, que fue evidente cuando
MHCII en la cuarta determinacion se encontraba con cifras francamente bajas
con respecto a los pacientes no infectados. Estos mismos pacientes
complicados con infecciones presentaron incremento en las concentraciones
de IL-6 e IL-10, con respecto a los sanos, tanto en la primera como en la cuarta

muestra.
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Conclusiones.

La presencia del CARS en nuestros pacientes se observo desde la
primera muestra al ingreso. Lo anterior observado por el incremento de IL-10.
Es probable que la elevacién sérica de IL-10 desde tempranas etapas de la
enfermedad en pacientes con la forma grave, pudiera explicar la reduccidén en

el porcentaje de expresién de MHCII para la cuarta muestra.

El incremento en la expresion de TREM-1 en pacientes con Pancreatitis
aguda, estd en relacion con un mecanismo regulatorio de la respuesta
inflamatoria, sin embargo, este incremento no se asocié con la presencia de

infeccion ni con el desenlace.

El incremento de las concentraciones de citocinas como IL-6 e IL-10 se

asocia con la gravedad del padecimiento.

La disminucién en la expresion de MHCII puede estar en relacion con la

presencia de infeccion.
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Figura 1. TREM-1 se incrementa en pacientes con pancreatitis aguda,

independientemente de su gravedad o presencia de infecciones.

Se analiz6 la expresion de TREM-1 en pacientes portadores de
Pancreatitis Aguda. Se dividieron los pacientes en dos grupos de acuerdo a la
gravedad de la enfermedad, Pancreatitis Aguda Leve y Pancreatitis Aguda
Grave y se analiz6 la expresion de TREM-1. Los resultados se compararon con
los valores de expresion de sujetos sanos. La expresion de TREM-1 se

incrementd de forma significativa en ambos grupos de pacientes (PAL y PAG)
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con respecto al grupo de personas sanas: PAL 12 y 22 muestra vs Sanos
P<0.001; PAG 1% vs Sanos P<0.001, PAG 22 vs Sanos P<0.01; sin embargo,
no se encontraron diferencias entre grupos (PAL y PAG) P>0.05 (Fig. 1A). La
expresion de TREM-1 a las 120 horas de su internamiento (4ta muestra),
persistia la diferencia estadistica entre ambos grupos de pacientes (PAL y
PAG) con respecto al grupo de sanos, sin embargo, tampoco se encontro
diferencia entre grupos en relacion a la gravedad de de la enfermedad: PAL 42
y PAG 4% vs Sanos P<0.001 y P<0.01 respectivamente. PAL 42 vs PAG 42
P>0.05 (Fig. 1B). ANOVA con prueba de Kruskal-Wallis y posprueba de Dunn.

La expresion de TREM-1 en pacientes con PAG en relacién con la
sobrevida. Aunque existe una tendencia hacia el incremento de TREM-1 en
pacientes con PAG que fallecen, el analisis realizado no logra demostrar
diferencias estadisticas en la expresion de esta molécula entre pacientes que
fallecieron con respecto a los que sobrevivieron PAG vivos (12 y 2%) vs PAG
muertos (12 y 2%) P>0.05 (Fig. 1C). Lo mismo sucede cuando se analizan las
muestras tardias de este grupo de pacientes en el mismo contexto de la
sobrevida P>0.05 (Fig. 1D). ANOVA con prueba de Kruskall-Wallis y posprueba

de Dunn.

TREM-1 en pacientes con infeccion fue similar a los valores de TREM-1
sin infeccion, tanto en etapas tempranas ( 12 al ingreso), como a las 120 hrs.
(4®). Lo mismo se observo a las 48 horas (dato no mostrado) P>0.05 (Fig. 1E).

ANOVA con prueba de Kruskal-Wallis y posprueba de Dunn.

* P<0.05 *P<0.01 **P<0.001
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Figura 2. La expresion de MHCII disminuye en pacientes con Pancreatitis

Aguda Grave.

La expresion de MHCII en pacientes con PAL en la primera muestra fue
menor que en personas sanas P<0.05. Se encontré diferencia en la cuarta
muestra de pacientes con PAL y PAG, P<0.01 (Fig. 2B). ANOVA Prueba de

Kruskal-Wallis y posprueba de Dunn.

Se analizé la expresion de MHCII en pacientes con PAG en relacion con

la sobrevida. No fue evidente esta diferencia entre pacientes con PAG vivos y
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muertos, en ninguna de las muestras analizadas al ingreso, a las 48 horas o a
las 120 horas P>0.05 (Fig.2C y 2D). ANOVA Prueba de Kruskal-Wallis y

posprueba de Dunn.

MHCII e infeccién. Se observé que pacientes que desarrollaron procesos
infecciosos mostraron valores inferiores de MHCIl en la cuarta muestra,
comparado con aquellos pacientes no infectados y con el grupo de sanos
P<0.05 y P<0.001 respectivamente. ANOVA Prueba de Kruskal-Wallis y

posprueba de Dunn.

* P<0.05 **P<0.01 **P<0.001
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Figura 3. La pancreatitis aguda grave se asocia con el incremento de

citocinas pro y anti-inflamatorios de forma simultanea.

Fue evidente que el incremento de IL-6 se asociaba con la presencia de
la forma grave de la enfermedad, en la primera toma P<0.001 PAG 12 vs Sanos
y PAG 22 vs Sanos P<0.001 (Fig. 3A). IL-10 se incrementd en la 12 muestra de
los pacientes con PAL y PAG respectivamente, PAL 12 vs Sanos P<0.05 y PAG
12 vs Sanos P<0.01. ANOVA Kruskal-Wallis con posprueba de Dunn.

IL-6 con infeccion se elevd en la primera muestra de pacientes no
infectados (P<0.01 PA no infectados 12 vs Sanos), esta diferencia desaparece

en el mismo grupo de pacientes que no se infectaron, para la cuarta muestra
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(P>0.05 PA no infectados 42 vs Sanos). En el caso de los infectados la
concentracion de IL-6 es persistente (P<0.01 PA infectados 12 vs Sanos;
P<0.05 PA infectados 42 vs Sanos; P>0.05 PA infectados 12 vs 42) (Fig. 3C). En
el caso de IL-10, se encontré diferencia entre la 12 muestra de pacientes
infectados con respecto a sanos P<0.05 (Fig. 3D). ANOVA Prueba de Kruskal-

Walllis con posprueba de Dunn.

* P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001
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Anexos

Escala de APACHE Il
Variable fisioldgica +4 +3 +2 | # 0 +1 +2 +3 +4
38.5| 36- 34- 32- <29.
Temperatura rectal °C >41 |39-40.9 30-31
-38 | 384 | 359 | 33 9
130- | 110- 70- 50-
Presion arterial media mmHg. >160 <49
159 129 109 69
140- | 110- 70- 55-
Frecuencia cardiaca >180 40-54 | <39
179 139 109 69
25- | 12-
Frecuencia respiratoria >50 | 35-49 10-11 | 6-9 <5
34 24
Oxigenacion: A-aDO, 6 PaO, (
350- | 200-
mmHg.) >500 <200
499 | 349
a FiO, >0.5 con A-aDO»,
) PO,> | PO, PO, | PO,
b FiO, <0.5 con PaO,
70 |61-70 55-60 | <565
7.6- 7.5- | 7.33- 7.25-| 715-| <
pH arterial >7.7
7.69 7.59 | 7.49 732 | 724 | 715
160- | 155- | 150- | 130- 120- | 111- <
Sodio sérico mMol/L > 180
179 159 | 154 | 149 129 | 119 | 110
5.5- | 3.5- 2.5-
Potasio sérico mMol/L >7 6-6.9 3-34 <2.5
59 | 54 29
Creatinina sérica (mg/100ml) 1.5- 0.6-
>35 | 2-34 <0.6
Doble puntuacién con (IRA)* 1.9 1.4
50- | 46- | 30- 20-
Hematocrito > 60 <20
59.9 1499 | 459 29.9
] 3 20- | 15- 3-
Leucocitos (mm®~) >40 1-2.9 <1
39.9 1199 | 14.9
Escala Glasgow: 15-valor
actual
APS= suma de las 12 variables
32- | 22- 18-
HCQO3 sérico >52 |41-51.9 15-17 | <15
409 | 3 21.9

*IRA= Insuficiencia renal aguda.

B: Asignacién de la puntuacién por edad: <44-0 puntos, 45 a 54-2 puntos, 55 a
64-3 puntos, 65 a 74-5 puntos, > 75-6 puntos.

C: Asignacién de la puntuacion por enfermedad crénica: Paciente con

antecedentes de falla organica sistémica severa o inmunocomprometido:

41




a) para pacientes no operados o bien operados de emergencia 5 puntos.

b) para pacientes postoperados de forma electiva 2 puntos.

Definiciones: Antecedentes previos hospitalarios de insuficiencia organica o
inmunosupresion, adecuarse a los siguientes criterios.

Higado: cirrosis corroborada por biopsia e hipertension portal documentada
(antecedentes de sangrado gastrointestinal, falla hepatica o encefalopatia
hepatica).

Cardiovasculares: De acuerdo a la NYHA Clase IV.Respiratorio: Enfermedad
obstructiva cronica, restrictiva o enfermedad vascular, que condicionan
restriccion estricta de ejercicio.Renal: didlisis crénica.lnmunocompromiso:
Antecedente de haber recibido terapia supresiva o enfermedad con disminucion
en la resistencia a la infeccion.

APACHE SCORE Il es la sumatoria de A + B + C (A= APS; B= edad; C=

enfermedad crénica)
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HOJA DE RECOLECCION DE DATOS.

“Andlisis del comportamiento molecular de TREM-1, MHCII y citocinas anti-inflamatorias,

en la pancreatitis aguda.”

Nombre.

Filiacion

Iniciales Paciente

Fecha ingreso Hospital

Fecha primera toma

Edad

Teléfono

Antecedentes personales no patologicos

Peso

Talla

1 Hombre

2 Mujer

1 Tabaco

2 Alergias

3 Alcohol

4 Transf.

5 Toxicom.

6 Ninguno

Otros

Antecedentes personales patologicos

Diabetes M

Hipertension Arterial

Cardiopatia isquémica

Cirugias

Padecimiento actual

Diagndstico de Ingreso

Fecha de Pancreatitis

Con SRSI

Si

No

Con Sepsis Si

No
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Resumen estancia hospitalaria del paciente

Dias de estancia

Fecha de alta

Motivo del alta

1 Recuperacion

2 Defuncion

Medicamentos.

No. Dosis Fecha Observaciones
Nutricion.
Tipo de nutricion Observacion Fecha de inicio
Transfusiones.
Fecha Plasma Paquete Plaquetas Otros

Laboratorio: producto/dia

Producto

Hemoglobina

Calcio

Glucosa

Urea

Creatinina

Prot C reac.

44




Plaquetas

TP

TTP

BUN

Leucocitos

Linfocitos

Monocitos

Neutrofilos

Temperatura

FC

FR

Pa 02

Pa CO2

ALT

AST

GGT

Fosf Alc

Lipasa

Amilasa

Procedimientos y estudios

Tipo de procedimiento

Fecha

Observaciones/Motivo

Tomografia

Catéter central

Ultrasonido
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Cultivos

Parametros del paciente.

13

26 33 4a 56

APACHE

SOFA

SIRS

Cirugias realizadas

Procedimiento Fecha Observaciones referentes al procedimiento
Complicaciones
Tipo Fecha Observaciones referentes al procedimiento
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Criterios de Atlanta.
Pancreatitis aguda:

Definicidn: La pancreatitis aguda es un proceso inflamatorio del pancreas, que

involucra otros tejidos regionales u 6rganos distantes.

Manifestaciones clinicas: inicia de forma subita con dolor en abdomen
superior, de intensidad variable. Se acompafa de vomito, fiebre, taquicardia

leucocitosis y elevacion de enzimas pancreaticas en orina y sangre.
Pancreatitis Aguda Grave:

Definicion: pancreatitis asociada con falla organica y/o complicaciones locales,

como necrosis, abscesos o0 seudoquistes.

Manifestaciones clinicas: los hallazgos abdominales incluyen, aumento en la
sensibilidad, rebote abdominal, distension, disminucion o ausencia de ruidos

intestinales.

La PA grave se caracteriza por tres 0 mas criterios de Ranson u ocho 0 mas de
APACHE II.

La falla organica se define como choque (presion sistélica menor a 90 mmHg),
insuficiencia pulmonar (Pa02 < 60 mmHg), falla renal (creatinina mayor a 2
mg/dl, después de rehidratacion) o hemorragia gastrointestinal (mas de 500 mi
en 24 horas). Puede haber complicaciones sistémicas como coagulacion
intravascular diseminada (plaquetas < 100,000, fibrindgeno < 1.0 g/L, productos
de degradacién de la fibrina = 80 ug/ml) o alteraciones metabdlicas severas
(calcio = 7.5 mg/dl).

Pancreatitis Aguda Leve:

Definicion: PA asociada a falla organica minima, con una recuperacion

favorable.

Manifestaciones clinicas: los pacientes responden a la administracién de

fluidos con una normalizacion de signos fisicos y valores de laboratorio. El
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parénquima pancreatico es normal en la tomografia computada dinamica
(TCD).

Coleccion Liquida Aguda:

Definicion: Colecciones liquidas durante el curso de la pancreatitis aguda,
localizadas en el pancreas o cerca de el. Son usualmente descubiertas por

técnicas de imagen.
Necrosis Pancreatica:

Definicion: La necrosis pancreatica es un area focal o difusa de parénquima

pancreatico no viable, que se asocia con necrosis grasa peripancreatica.
Manifestaciones clinicas: la TCD es el estandar de oro para el diagnostico.

Zonas focales o difusas de margenes no bien definidos de parénquima
pancreatico, mayores a 3 cms de largo o0 que involucran mas del 30 % del

pancreas son criterios para el diagnostico por tomografia computada (TC).
Seudoquiste:

Definicidon: un seudoquiste es una coleccidon de jugo pancreatico limitado por
una pared de tejido fibroso o de granulacion, el cual se presenta como una

consecuencia de pancreatitis aguda, trauma pancreatico o pancreatitis cronica.

Manifestaciones clinicas: El seudos quiste en pacientes con pancreatitis aguda
es ocasionalmente palpable, pero se descubre mas frecuentemente por
técnicas de imagen, como TC y ultrasonido (USG), en los cuales se observa

una imagen redonda u ovalada con una pared bien definida.
Absceso Pancreatico:

Definicién: un absceso pancreatico es una coleccion de material purulento
intra-abdominal, circunscrita usualmente en la proximidad al pancreas, con o
sin necrosis pancreatica, que resulta de la PA o trauma pancreatico y la

presencia de pus con un cultivo positivo para bacterias u hongos.
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México, D. F., a de de 200

Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica, Hospital de Especialidades CMN SXXI, Hospital

General SSA e Instituto Nacional de Ciencias Médicas y la Nutricion.

Carta de consentimiento informado

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado:

“Andlisis del comportamiento molecular de TREM-1, MHCII y citocinas anti-inflamatorias, en la pancreatitis

aguda.

El objetivo del estudio es comprender mejor la respuesta inflamatoria en pacientes con
pancreatitis aguda. Esto se logrard mediante la determinacién de citocinas en suero (IL-10) y otras
moléculas en la superficie de las células sanguineas (TREM-1, HLA-DR). Se me ha explicado que mi
participacion consistira en la donacion de 30 mL de sangre venosa, distribuidas en 5 tomas e 6 mL cada
una, con intervalo de cada 48 horas, entre una y otra. 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 puncion en venas periféricas, pero que,
finalmente, no pondran en riesgo mi vida. Podran hacer tomas de los catéteres intravenosos que me han
sido puestos para el manejo rutinario de mi enfermedad. Yo no obtendré beneficio al participar en este
protocolo, en cambio, el conocimiento generado a través del presente estudio, podra retribuir en mejorar
algunos aspectos terapéuticos de mi enfermedad que, finalmente, podran ser beneficiosos para los

pacientes en similares circunstancias.

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 atencién médica que recibo de la Institucion. Asi mismo,

podré ser 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
informacion 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 del Dr. Armando Isibasi.

Nombre y firma del paciente Dr. Armando Isibasi Araujo

Testigo Testigo
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México, D. F., a de de 200

Carta de consentimiento informado de la persona legalmente responsable. Por medio de la

presente acepto que participe , Ccuyo

parentesco conmigo es , en el proyecto de investigacion

titulado: “Analisis del comportamiento molecular de TREM-1, MHCII y citocinas anti-inflamatorias,

en la pancreatitis aguda.

El objetivo del estudio es comprender mejor la respuesta inflamatoria en pacientes con pancreatitis
aguda. Esto se lograra mediante la determinaciéon de citocinas en suero (IL-6 e IL-10) y otras
moléculas en la superficie de las células sanguineas (TREM-1, HLA-DR). Se me ha explicado que
la participacion consistird en la donacién de 30 mL de sangre venosa, distribuidas en 5 tomas de 6
mL cada una, con intervalo de 48 horas, entre una y otra. La sangre se obtendrd mediante puncion

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 puncidn en venas periféricas, pero sin
que esto pueda poner en riesgo la vida. Se podran hacer tomas del catéter intravenoso que fue
instalado para el manejo rutinario de la enfermedad. No se obtendra beneficio econémico al
participar en este protocolo, en cambio, el conocimiento generado a través del presente estudio,
podra retribuir en mejorar algunos aspectos terapéuticos de la enfermedad que, finalmente, podran

ser beneficiosos para los pacientes.

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 el tratamiento.

Entiendo que conservo el derecho de retirar del estudio a mi paciente, en cualquier momento en
que lo considere conveniente, sin que ello afecte la atencién médica que recibo de la Institucion.
Asi mismo, mi paciente podra ser 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 identificara a mi paciente en las
presentaciones o publicaciones que deriven de este estudio, y de que los datos relacionados con
su privacidad seran manejados en forma confidencial. También se ha comprometido a
proporcionarme la informacion actualizada que se obtenga durante el estudio aunque esta pudiera

hacerme cambiar de parecer respecto a su permanencia en el mismo.

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

Nombre y firma del paciente Dr. Armando Isibasi Araujo
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