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“Concentraciones plasmaticas de Lactato en sujetos con Pénfigo Vulgar en el

servicio de Dermatologia del Hospital General de México”

Resumen Estructurado

I.I Antecedentes
El pénfigo vulgar (PV) es una enfermedad autoinmune, ampollosa que afecta la

piel y/o mucosas, de caracter cronico y severidad variable.

Su fisiopatologia no esta aun completamente determinada, por lo que sigue siendo
objeto de estudio. Una linea de estudio en el PV es la inmunoldgica, basada en la
presencia de auto anticuerpos IgG contra diferentes antigenos del queratinocito,
de tipo desmogleina y no — desmogleina, planteada en la “hipotesis del golpe
multiple” y que se requeriria para producir el fenomeno histolégico caracteristico
del PV, la acantolisis. En la practica clinica, es la cuantificacion de anticuerpos anti
desmogleina, la que se utiliza mas ampliamente para evaluar la actividad del PV,
aunque sus valores no siempre se correlacionan en forma directamente

proporcional con la severidad clinica.

Otra linea de estudio en el PV, es la teoria metabdlica, la cual evidencia un
predominio del metabolismo anaerdbico en la piel de sujetos con PV, con
implicaciones aun desconocidas, pero cuya valoracién podrian ser reflejo del
grado de afectacion. Estudios previos han mostrado que el dano tisular genera un

incremento en el metabolismo anaerdbico como primera respuesta hacia el mismo



y adicionalmente en heridas de piel de conejos blancos de Nueva Zelanda, como
reflejo del metabolismo anaerdbico, se encontraron niveles incrementados de
lactato tanto a nivel tisular como en sangre periférica (plasma).

Por lo anterior se esperaria encontrar en PV, una relacion directa entre el grado de
afectacion cutanea y el incremento del metabolismo anaerdbico y por ende en los
niveles de lactato, como parametro del mismo, inicialmente a nivel intracelular y
posteriormente extracelular, a nivel intravascular, con la finalidad de tratar de

preservar la homeostasia a nivel epidérmico.

LIl Justificacion

El encontrar niveles incrementados de lactato plasmatico en sujetos con PV
plantearia la posibilidad de utilizarlo como biomarcador del dafio epidérmico
estableciéndose una correlacion clinico — bioquimica. De ser asi, se constituiria
como una técnica medible, accesible, econémica y facil de realizar, que permitiria

evaluar objetivamente el dafo epidérmico,

LIl Hipoétesis
Si la concentracion plasmatica de lactato esta elevada en el PV entonces podria

constituirse como biomarcador bioquimico del dafio epidérmico.

L.IV Objetivo General
Determinar el valor de las concentraciones plasmaticas de lactato en sujetos con

PV.



.V Diseio y Duracién
Se realizé un estudio prospectivo, observacional, transversal y descriptivo en
sujetos sanos y con PV que acudieron a consulta externa del servicio de

Dermatologia, del Hospital General de México O.D.

I.VI Material y Métodos
Se incluyeron 46 sujetos: 28 sujetos sanos y 18 sujetos con PV que cumplieron
con los criterios de seleccidén y aceptaron participar en el estudio autorizandolo a

través del consentimiento informado.

Se recolectdé la siguiente informacion: edad, género, porcentaje de superficie
corporal afectada (basado en la regla del 9), presencia de infeccion, uso de
inmunosupresor sistémico y finalmente mediante puncién periférica se obtuvo 3mL

de sangre venosa para la determinacién plasmatica de lactato.

I.VII Variables
Las variables que se determinaron fueron: edad, género, concentracion plasmatica
de lactato, porcentaje de superficie corporal afectada, presencia de infeccion y uso

de inmunosupresor sistémico.

L.VIIl Procedimiento
Los sujetos del estudio, a través de los criterios de seleccién, fueron elegidos de la

consulta externa de Dermatologia y posterior a su aceptacién y autorizacién a



participar en el estudio, se realizé la captura de datos, exploracion fisica y toma de
muestra de 3mL de sangre periférica.
En los sujetos con PV se realiz6 adicionalmente la medicion del porcentaje de

superficie corporal afectada, mediante la regla del 9.

I.IX Cronograma de actividades
La seleccidén, recopilacion de datos y analisis de los resultados, se llevaron a cabo

de Agosto 2011 a Enero 2012.

IX. Andlisis de resultados

Para determinar las concentraciones plasmaticas de lactato en sujetos con PV se
realizo la comparacion de las variaciones de las concentraciones de lactato
plasmatico entre sujetos con PV y sanos mediante la prueba no paramétrica de
Mann Whitney y el programa SPPP version 17 para Windows, para el analisis

estadistico.

Adicionalmente mediante la prueba de correlacion de Pearson se determiné la
correlacidon encontrada entre los niveles plasmaticos de lactato y el porcentaje de

superficie corporal afectada, utilizada como parametro de severidad clinica del PV.

I.XI Resultados
Los sujetos con PV cursaron con niveles incrementados de lactato plasmatico, en

promedio de 3.52 + 0.41 mmol/L (Intervalo 0.5 — 6.02 mmol/L) o 31.75 + 3.7 mg/dL



(Intervalo 4.55-54.32 mg/dL) con una diferencia significativa (p = 0.001) respecto a
los valores normales encontrados en sujetos sanos y con una correlacion
importante, del 85%, entre los valores de lactato plasmatico y el porcentaje de

superficie corporal afectada (R = 0.851, p = 0.063).

I.XIl Conclusiones

El lactato plasmatico se encuentra incrementado en sujetos con PV como
expresion del dafno epidérmico y sugiere una buena correlacion, clinico —
bioquimica, entre el porcentaje de superficie corporal afectada y los niveles de

lactato plasmatico.

I.XIlI Palabras clave: Pénfigo vulgar, lactato, dano epidérmico, superficie

corporal afectada, severidad.



Parte I. Marco Teérico

1.1 Pénfigo Vulgar

El Pénfigo vulgar (PV) es una enfermedad autoinmune, ampollosa, cronica,
infrecuente, que puede asociarse a un incremento en la morbimortalidad del que la

padece’.

Su incidencia, es variable en relacion a la zona geografica. Reportandose una
incidencia, por 100.000 habitantes por afio, en Iran de 5 casos (en Isfahan, Iran
0.67); Estados Unidos 3.2 (en su poblacion Judia 0.42); Grecia 0.8, Reino Unido
0.7, Tunez 0.67, Serbia, Montenegro y Sur de Voivodina 0.66, Bulgaria 0.47,
Kuwait 0.46, Macedonia 0.44, Mali 0.29, Francia 0.27 al sur (0.17 en Paris), Italia
0.25, Turquia 0.24, Arabia Saudita 0.16, Rumania 0.4, Alemania 0.098 y Finlandia
0.0076 2. En México aln se desconoce tanto la prevalencia como la incidencia

exacta de la enfermedad.

Clinicamente el PV se manifiesta con vesiculas y ampollas flacidas de contenido
seroso o serohematico, exulceraciones con costras sanguineas y manchas

hiperpigmentadas residuales en piel y/o mucosas.

El diagnostico del PV se basa en criterios clinicos (cuadro clinico caracteristico),

histopatoldgicos (desarrollo de una ampolla suprabasal) e inmunoldgicos (depdsito



de anticuerpos de tipo IgG entre los queratinocitos supra-basales o bien

circulantes) dirigidos principalmente contra desmogleina 3.2

Antes del uso de los esteroides sistémicos, la evolucion del PV culminaba en
complicaciones que podian llevar a la muerte al paciente. En la actualidad, la
mortalidad del PV es del 8 al 10%, con variaciones relativas de acuerdo al pais
que lo reporte. El tratamiento va encaminado a la reduccién en la produccién de
auto anticuerpos a través del uso de esteroides sistémicos, en conjunto con
ahorradores de esteroides como la azatioprina, la ciclofosfamida, la ciclosporina, el
mofetil micofenolato y otros como la plasmaféresis, la Ig IV y la terapia biolégica

como es el caso del rituximab °.

La fisiopatologia de la enfermedad aun no esta del todo esclarecida, por lo que
sigue siendo objeto de exhaustivo estudio. El PV se caracteriza por la presencia
de auto anticuerpos IgG contra diferentes antigenos de los queratinocitos como las
moléculas de adhesién (desmogleinas), proteinas mitocondriales, receptores de
acetilcolina en queratinocitos, factores séricos y tisulares como el FasL, TNFa,

citoquinas, serinas, proteasas y 6xido nitrico.

La hipétesis de golpe multiple (“Multiple Hit hypothesis”) sehala que existe una
variedad de anticuerpos anti desmogleina y no - desmogleina necesarios para
producir el fenémeno histoldgico caracteristico del PV (acantolisis)*. El mecanismo

por el cual se producen estos auto anticuerpos, no esta aun esclarecido; se cree



que depende de la interaccion de factores genéticos (predisposicion familiar y/o

racial) con factores ambientales (ocupacional, farmacos, etc)>*,

Son principalmente los anticuerpos antidesmogleina 3 los que se han utilizado
para determinar la actividad en el PV, con una correlacion variable tanto en ésta

como en el grado de severidad de la dermatosis >°.

Otra linea de estudio que pretende explicar el desarrollo de la enfermedad, es
precisamente mediante el metabolismo celular de la piel en los pacientes con PV.
En condiciones normales el metabolismo de la piel es predominantemente
anaerdbico’ y se encarga de metabolizar a la glucosa, su principal fuente
energética, generando a través de la glicolisis (primera respuesta ante el dafo
tisular), el piruvato. Una vez que se forma, este producto puede seguir diferentes
vias metabdlicas. Asi, en condiciones anaerdbicas genera 2 moléculas de ATP, 2

lactato y 2 H+ y en condiciones aerdbicas generan 38 moléculas de ATP %72,

Especificamente en el queratinocito, el metabolismo anaerdbico se mantiene a
pesar de contar éste con toda la maquinaria necesaria para realizar un
metabolismo aerdbico, como son la mitocondria, enzimas mitocondriales e

inclusive saturaciones normales de oxigeno’ "%,

Esto se ha evidenciado en biopsias de piel, mediante técnicas histoquimicas,

histoenzimoldgicas y microscopia electrénica, de pacientes con PV'°.



Asi, el incremento del metabolismo anaerdbico se presenta a nivel de epidermis,
células de tejido conectivo, células inflamatorias, vasos sanguineos, fibras
nerviosas y corpusculos encapsulados. Especificamente en el queratinocito, éste
metabolismo anaerdbico incrementado, se corrobord por niveles bajos de NADH2
— citocromo —C reductasa (enzima mitocondrial), que participa en la fosforilacion
oxidativa y niveles altos de lactato deshidrogenasa (LDH) (enzima citoplasmatica y
mitocondrial) encargada de la formacion de lactato o piruvato, lo mismo que
niveles altos de la ATPasa pH 9.4, enzima de membrana, que correlaciona con
dafios a las mismas y finalmente la disminucion de las crestas mitocondriales,

estos dos Ultimos cambios, observados por microscopia electrénica’™.

La cuantificacion de lactato, mas que la LDH, es el parametro que mas se ha
correlacionado con el predominio del metabolismo anaerdbico, ya que persisten
sus niveles, aun en condiciones de hiperoxia leve, como se ha observado en

heridas de piel, in situ, en animales'®.

Por lo anterior, a mayor afectacion epidérmica (dafo tisular), sera esperado un
incremento en el metabolismo anaerdbico de la misma magnitud y por ende en los
niveles de lactato inicialmente intracelular y posteriormente extracelular, en sangre
periférica, estableciéndose asi una correlacion clinico — bioquimica de dafo

epidérmico en PV.



1.2 Lactato

El uso del lactato en la practica clinica como biomarcador en procesos bioldgicos
(normales o patologicos) o de respuesta terapéutica, se conoce desde hace

décadas'?.

El lactato sanguineo es un biomarcador de perfusién tisular, de la disfuncién
aerdbica mitocondrial y del metabolismo celular anaerébico'’; adicionalmente es
predictor de morbilidad y mortalidad en el paciente critico en estados de choque,
principalmente séptico'®, infarto agudo de miocardio'®, intoxicacion por cianuro® y
cancer’. En el paciente critico, el presentar niveles de lactato sanguineo >
4mmol/L y persistentes por mas de 24 horas, se asocian a mayor riesgo de
infeccion, disfuncién organica y muerte'"?. El lactato también se ha utilizado para
evaluar la respuesta terapéutica en pacientes en choque por otras causas distintas

a la infecciosa'®%324,

Estudios en PV y lactato, en base a la informacion revisada hasta la fecha, solo
esta el estudio realizado por Tirado y col., donde se plantea al lactato sérico como

predictor de muerte en sujetos con PV y sepsis severa®.

El lactato es un anion que se encuentra, en condiciones normales, tanto en el
espacio intracelular como extracelular. Su presentacién como acido lactico (acido
débil) se da cuando se une al hidrégeno, que es un catién''. El predominio de
lactato o acido lactico depende del pH del medio. En humanos habitualmente
predomina el lactato sobre el acido lactico por las limitaciones en su pH

sanguineo. Asi, en un pH fisiolégico de 7.4, la relacion lactato: acido lactico es
10



3.548:1, mientras que en un pH de 6.8 (pH minimo compatible con la vida), la

relacion lactato: acido lactico es de 891:1"2

En los fluidos bioldgicos el acido lactico se encuentra 99% disociado en lactato e
hidrégeno®'. A nivel de la piel, con un pH normal entre 4.5 - 5.9 se esperaria
también un predominio del lactato, sin embargo, sus niveles deben ser controlados
para evitar la acidificacion intracelular y consecuente muerte celular®’. La
concentracion normal de lactato en piel es de aproximadamente 1.74 mmol/L (1.63

-1.93 mmol/L)?%,

El lactato se forma a partir del piruvato a través de su conversion por la enzima
LDH', la cual se encuentra en la membrana celular y la membrana mitocondrial'.
Hay 5 tipos (isoformas) con predominio diferente en los distintos tejidos *’. Esta
conversion puede ser reversible y su direccion depende de las concentraciones
intracelulares de piruvato y lactato. El exceso de piruvato lleva a la saturaciéon de
la enzima piruvato deshidrogenasa para obtener acetil-CoA y adicionalmente
incrementa el NADH a niveles que exceden la capacidad oxidativa de la cadena
respiratoria, favoreciendo la reduccion de piruvato a lactato. La conversiéon de
piruvato a lactato depende de la enzima LDH-5, presente en forma variable en las
células y LDH-1, presente en todas las células. EI mecanismo de accién de las

otras 3 isoformas aun es desconocido?®.

Se han reportado hallazgos referentes a LDH y sus isoformas en el liquido de
ampollas y vesiculas en sujetos con eccema, dermatitis herpetiforme, penfigoide y

pénfigo. En PV se observd elevacidon de LDH con predominio de las isoformas

11



LDH-3, LDH-4 y LDH-5 pero no se realizo el estudio de LDH en sangre periférica
para correlacionar el hallazgo®®; sin embargo, esto mismo se observé en sujetos
con dermatitis exfoliativa, sin encontrar correlaciéon con los niveles séricos de LDH.
Lo anterior se puede explicar por la inestabilidad y el rapido aclaramiento en el
suero de ésta enzima®. Estos mecanismos explicarian el aumento del lactato
como producto del metabolismo anaerdbico con la enzima LDH como mediador

del proceso.

Glucosa + 2ADP + 2NAD+ |::> 2 Piruvato + 2 ATP + 2NADH
Piruvato + NADH + H+ ” Lactato + NAD+

CYTOSOL

AMITOCHONDRION|

Glucose
ATP

f

ADP
Glucose-6-phosphate

Fructose-6-phosphate
ATP

ADP
Fructose-1,6-biphosphate

R

2x(Glyceraldehyde-3-phosphate)
NAD*

1

NADH + H*
2x(1,3-diphosphoglycerate)
ADP

ATP
2x(3-phosphoglycerate)

R

2x(2-phosphoglycerate)

-~

2xphosphoenol pyruvate
ADP

ATP
2xPyruvate

Crit Care Clin 2011;27:299-326.

2xLactate

Figura 1. Via glicolitica (Izquierda) y Ciclo del Acido Tricarboxilico o Ciclo de Krebs

(Derecha)
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En condiciones fisiolégicas, el lactato es producido en el citosol de células de
tejidos altamente metabdlicos como la piel (25%), el musculo esquelético (25%), el
cerebro (20%), el intestino (10%) y los gldbulos rojos (20%). La produccion diaria
normal es de 1400mmol (0.8 mmol/kg por hora) *°. En condiciones patoldgicas
puede producirse inclusive en otros drganos como pulmén y érganos esplacnicos,

ademas de leucocitos'?.

Una vez producido el lactato, este se mueve por gradientes de concentracion tanto
de lactato como de H+ (pH), transportados en forma conjunta, en la misma
direccion®’, a través de transportadores: proteinas transportadoras
monocarboxilato (MCT), localizados en la membrana celular y en la mitocondria.
Asi, la funcion de estos transportadores de acuerdo a la “hipotesis de
transportadores de lactato,” es actuar como facilitador del intercambio de lactato
entre células y tejidos productores de lactato, con la finalidad de distribuir el
potencial energético de los carbohidratos, mediante la distribucion del flujo del
lactato hacia el interior de la mitocondria o fuera de la célula para ser transportado
por sangre a otros érganos’>'". Estos estudios de transportadores se han hecho
en musculo cardiaco y esquelético; se propone que estos mecanismos ocurren
también entre el citosol - la mitocondria, la piel - la sangre, el musculo - la sangre,
la sangre - el higado, el intestino - la sangre portal y entre zonas del higado'.
Adicionalmente transportan hidrogeno para mantener el pH intracelular®’,

exportando desde la célula el acido lactico?'.

13



Se han realizado algunos estudios de transportadores en las células tumorales,

cuyo modelo se aplicaria a los mecanismos de transporte de lactato en la piel asi:

glucose

— 30,

3H,0

18 ATP

— 3c0,

H*

l NADH +H*  NAD*
pyruvate
+H* LDH-1

MCT1 ‘ MCT4

Oxygenated/oxidative fumor cell Stromal celis

H*

g

glyceraldehyde-3-P

GAPDH l l
@.diphosphqglycerate

NADH+H- § ¢}
+

H
lactate &L pyruvate ——+

NAD-

LDH-5

Vi

~

=+ 2ATP

7 glycolysis

4

uncoupled
TCA cycle

AN

malate

Hypoxic/glycolytic tumor cell

Figura 2. Modelo de transportadores de lactato en Cancer
LDH: Deshidrogenasa lactica ME: enzima malica.
GLUT: transportador de glucosa MCT: transportadores monocarboxilato

Current Pharmaceutical Desian 2012: 18(10):1319-1330.

Los mecanismos de depuracion del lactato en la mitocondria son a través de su
MCT y LDH-1". Su metabolismo principalmente es en higado (60%), rifién (30%)
y corazdén (10%) para la formacion de glucégeno (gluconeogénesis), por ser
substrato gluconeogénico'?, glicogénesis y finalmente su transaminacion mediante
la formacion de cetoacidos (intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico) y
aminoacidos, siendo el predominante la alanina, la cual es un sustrato
gluconeogénico. Una pequeia porcion de lactato puede salir de la sangre a la piel

a través de las glandulas sudoriparas y el resto se queda circulando®.

El lactato se puede excretar en orina cuando se supera el umbral de 5-6 mmol/L,
por lo que no se excreta por esta via en condiciones fisiolégicas12.
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Es posible cuantificarlo en sangre; en piel mediante micro dialisis dérmica®; y en

sudor por cromatografia liquida®.

En sangre, las muestras pueden ser arteriales o venosa, ya que no se han
encontrado diferencias significativas en los valores de lactato en pacientes criticos,
sépticos, con lesion pulmonar aguda, insuficiencia respiratoria aguda, asi como en
pacientes con hipoxemia leve'?. Los valores normales de lactato, variables segun
el método de medicion, se pueden obtener del plasma con valores normales en
forma general inferiores a 2.5 mmol/L* o en suero con valores inferiores a 2

mmol/L"".

Hiperlactatemia se define como niveles de lactato entre 2-4 mmol/L, encontrados
en sangre en forma persistente y continua. Generalmente cuando los niveles de
lactato son >4 mmol/L el musculo esquelético se vuelve un consumidor avido de
lactato. La hiperlactatemia puede ocurrir con perfusion y oxigenacién adecuada de

los tejidos, y sistemas buffer intactos'".

La acidosis lactica se define como niveles de lactato > 5mmol/L'". Se presenta por
el incremento de lactato e hidrégeno que se forma por la disociacion del acido
lactico (Lactato + hidrégeno) al salir al espacio extracelular?’. No siempre que
existe acidosis lactica, se presenta acidemia ya que depende de los mecanismos
de compensacion buffer del organismo y de condiciones que produzcan alcalemia

y taquipnea.
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Asi la hiperlactatemia o acidosis lactica puede asociarse a pH normal, acidético o

alcalémico™.

Las elevaciones en el lactato se darian por alteraciones en el balance entre la
produccién y/o una disminucién de su depuracion/consumo '#"'. Lo anterior
principalmente relacionado a:

e Incremento de su precursor, el piruvato, saturando la capacidad de la
enzima piruvato deshidrogenasa, que ocurre en respuesta a la liberacién de
citoquinas, incrementos en los niveles de catecolaminas circulantes o
acumulacion de leucocitos en el sitio de inflamacion o infeccidn.

e Disfuncion mitocondrial que desviaria la entrada del piruvato al ciclo del
acido tricarboxilico.

e Alteracion de la actividad de la enzima piruvato deshidrogenasa, esencial
para la conversion de piruvato en acetil coenzima A.

e Hipo perfusion sistémica o regional 2.

Asi el lactato se ha encontrado elevado en condiciones fisiolégicas durante la
realizacion de ejercicio, por incremento en la produccion del mismo, reflejo del
incremento en el metabolismo anaerdbico ante el aumento en la intensidad de la
actividad fisica®, adicionalmente el consumo de bebidas alcohdlicas por alteracion
de la actividad de la enzima piruvato deshidrogenasa y el consumo de cigarrillo el

cual puede incrementar la produccién de lactato y su conversién a glucosa *’.
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El lactato se encuentra elevado en diversas patologias como:

e En el paciente critico, por alteracion en su metabolismo. En sepsis y
toxicidad por medicamentos (acetaminofén, hierro, beta adrenérgico, 5 FU,
isoniazida, salicilatos, sulfazalacina y metformina) debido a disfuncién
mitocondrial, que desviaria la entrada del piruvato al ciclo del acido
tricarboxilico.

e En alcoholismo y estados de deficiencia (beriberi), por alteracion de la
actividad de la enzima piruvato deshidrogenasa y en otras patologias: como
estados de cetoacidosis, enfermedad hepatica, malignidad, falla renal,

convulsiones, golpe de calor, pancreatitis entre otros'",

En los pacientes con PV, se esperaria un incremento en el lactato por las altas

concentraciones de piruvato y la disfuncién mitocondrial.

La primera como respuesta a la liberacion de citoquinas, como IL-1,IL-5,IL-6,IL-
8,IL-10, TNFa*®394% y en escasa proporcion por la acumulacion de leucocitos, que
se evidencian en estudios histopatolégicos, de pacientes con PV, a nivel peri
vascular, estos tienen poca capacidad (por la disfuncién mitocondrial) para la
generacion aerdbica de ATP', con lo que se desvia a la formacién a lactato y
finalmente, la disfuncion mitocondrial, por los hallazgos descritos en estudios

previos'®.
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INCREMENTO:

LACTATO

Liberacion de Citoquinas
IL-1, IL-5, IL-8, IL-10, TNFa
Disfuncién Mitocondrial
Mitocondria NADH2- CitC reductasa
Jgrestas mitocondriales
N

1‘ LDH (y en citoplasma)
ATPasa pH 9.4

Figura 3. Probables mecanismos de produccién de Lactato en el queratinocito de

ACIDO LACTICO:
LACTATO + H+

sujetos con Pénfigo Vulgar

Se desconoce si el lactato influye en el desarrollo y severidad del PV. Estudios del
lactato en heridas cronicas, han reportado que niveles incrementados de lactato,
favorecen la cicatrizacién mediante la estimulacion de la angiogénesis a través de
la secrecion aumentada de VEGF por parte de los macréfagos, incremento en la
migracion de células endoteliales progenitoras actuando en la morfogénesis
vascular. Adicionalmente, aumenta el depdsito de colageno, la produccion de

TGFB y la proliferacién de fibroblastos?”.

Estudios en queratinocitos in vitro de acido lactico han demostrado que induce la
apoptosis mediante vias dependientes de caspasas y de sustancias no caspasas y

produce un efecto anti proliferativo, mediante la inhibicién de G1/S 142,

En base a todo lo expuesto, la medicion de lactato en plasma, podria ser un
biomarcador del grado de piel denudada o dafo epidérmico, en pacientes con PV

y objeto de estudio por sus posibles implicaciones en la fisiopatologia del mismo.
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Parte Il. Material y Métodos

1. Planteamiento del problema

En estudios previos, se han encontrado niveles de lactato elevados tanto en piel
como en sangre periférica de conejos con ulceras cronicas, como reflejo del

metabolismo anaerdbico predominante.

Otros estudios en patologia no cutanea, han reportado elevaciones del lactato en
piel asociado a sindromes dolorosos, llegando a niveles de lactato en piel de
hasta 2.95 mmol/L, pero sin incrementos en sangre periférica aun sin explicacion

de una posible causa.

En sujetos con PV, se han realizado estudios del metabolismo epidérmico,
encontrandose un predominio del metabolismo anaerdbico, o que implicaria un
incremento hipotético del lactato a nivel de la piel y posiblemente en sangre
periférica. Recientemente, Tirado y col., realizaron un estudio de lactato sérico en
sujetos con PV y sepsis severa como predictor de muerte, observando que en
pacientes con PV puede servir como predictor de muerte en pacientes con sepsis

aun sin dafio organico irreversible.

Se plantea que el incremento tedrico del lactato en PV podria deberse a las altas
concentraciones de piruvato y la disfuncion mitocondrial, alteraciones conocidas
en la patogenia del PV. La primera por respuesta a la liberacién de citoquinas,

como IL-1,IL-5,IL-6,IL-8,IL-10,TNFa y en menor proporcion por la acumulacion de
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leucocitos, que se evidencian en estudios histopatoldgicos de pacientes con PV, a
nivel peri vascular. Estos se caracterizan por tener escasas mitocondrias y por
ende mayor produccién de lactato y finalmente la disfuncion mitocondrial del
queratinocito por disminucion de las crestas mitocondriales, encontradas en

biopsias de piel de pacientes con PV.

Adicionalmente, es importante resaltar que ante el dafo tisular, la primera

respuesta metabdlica es la glicolisis anaerdbica.

Por todo lo anterior, podria explicarse el incremento del lactato plasmatico, reflejo
del dafo epidérmico en sujetos con PV, sin embargo se desconoce si esta
elevacion se produce en sujetos con PV sin sepsis y si esta elevacion hipotética se
correlaciona con el dano epidérmico en la enfermedad, por lo que planteamos las
siguientes preguntas de investigacion: ;Se encuentra elevado el lactato
plasmatico en sujetos con PV? Y ¢ se correlacionan estos niveles con la severidad

cutanea de la enfermedad?.

2. Justificacion

El encontrar niveles incrementados de lactato plasmatico en sujetos con PV
plantearia la posibilidad de utilizarlo como biomarcador del dafio epidérmico

estableciéndose una correlacion clinico — bioquimica.
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Actualmente la determinacion de anticuerpos antidesmogleina 3 vy
antidesmogleina 1 por inmunofluorescencia indirecta o ELISA (Enzyme — Linked
Immuno Sorbent Assay) son utilizados para valorar la actividad e indirectamente la
severidad del PV, pero no se realiza de rutina por controversias en cuanto a su
correlacion clinico — inmunologica, pudiéndose encontrar niveles elevados del
anticuerpo a pesar de la mejoria clinica ademas de su alto costo, lo que limitan

aun mas su aplicacion especificamente en nuestra poblacion.

Por lo anterior, el lactato plasmatico, se constituiria como una técnica medible,
accesible, econémica y facil de realizar, que permitiria evaluar objetivamente el

dafo epidérmico.

3. Hipotesis

Si la concentracion plasmatica de lactato esta elevada en el PV podria
constituirse como biomarcador bioquimico del dafo epidérmico y si se
correlaciona con el porcentaje de superficie corporal afectada, severidad del PV,

podria utilizarse como biomarcador de la misma.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general
Determinar el valor de las concentraciones plasmaticas del lactato en sujetos

con PV.
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4.2 Objetivos especificos
A) Comparar las variaciones en la concentracion plasmatica de lactato en PV y
en sujetos libres de la enfermedad.

B) Determinar si los niveles plasmaticos de lactato correlacionan con la

severidad de la enfermedad.

5. Diseno del estudio

5.1 CLASIFICACION DEL ESTUDIO
Prospectivo.
5.2 TIPO DE INVESTIGACION
Observacional
5.3 CARACTERISTICAS DEL ESTUDIO
5.3.1 Con relacién al Método de Observacion
Transversal
5.4 TipO Y DISENO DEL ESTUDIO GENERAL

Descriptivo.

La duracion del estudio, de acuerdo con el cronograma de actividades, fue de 6

meses contados a partir de la autorizacion del proyecto de investigacion por el

comité de Investigacion y Etica de nuestra Institucion.
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6. Metodologia

6.1 Lugar donde se realiz6 el estudio

Consulta externa del Servicio de Dermatologia del Hospital General de México
O.D.

Laboratorio de Inmunologia del Instituto de Diagndstico y Referencia

Epidemioldgicos (INDRE)

6.2 Universo, muestra y tamafno de la muestra

El universo de estudio fueron los sujetos que acudieron a la consulta externa
del servicio de Dermatologia del Hospital General de México O.D. sanos y con
diagndstico previo de PV cuya seleccion final se realizé en base a criterios de
seleccion.

Los datos, mediante la unidad de analisis y observacion fueron pareados por

edad y sexo entre los sujetos sanos y los sujetos con PV.

Para el tamafio de la muestra se aplicd la formula de diferencias de medias
considerando una probabilidad de aumento en las concentraciones de lactato
en pénfigo en 3 veces la medida de la varianza en relacion a la poblacién

mundial, con un valor 3 de 10% y un valor o. de 5%. Estimando lo siguiente:
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P1=75%, 0.75.
P2= 25%, 0.25.
Zo= 1.96 (0.05)
ZB=1.28 (0.1)

n = [ Za \[ 2.Po(1-P,)] — ZB V[ P1.(1-P4) + P, (1-P,)

(P1—P2)

n = 1.96 \[ 2 (0.25)(1-0.25)] — (- 1.28) ¥ [0.75 (1-0.75) + (0.25 (1-0.25)]]?

(0.75-0.25)
n = (1.20024997 + 0.783836718)°

7 0.25
n = 3.93659995

0.25
n = 15.74= 16 sujetos por grupo

6.3 Método de seleccidn de los sujetos
Se llevé a cabo un método de muestreo no probabilistico, a conveniencia,
de casos consecutivos que cumplieron con los criterios de seleccién, hasta

alcanzar el tamano de la muestra.

6.4 Criterios de seleccién
6.4.1 Criterios de inclusion de casos
6.4.1.1 Sujetos con PV diagnosticados por criterios clinicos, histolégicos e
inmunoldgicos (IF).
6.4.1.2 Sujetos que acudieron a la Consulta Externa del Servicio de
Dermatologia del Hospital General de México durante el periodo de
estudio.

6.4.1.3 Género masculino o femenino.
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6.4.1.4 Mayores de 18 afos de edad.

6.4.1.5 Los sujetos que aceptaron incluirse en el estudio, previa informacion
detallada del mismo, confirmandose su decision mediante la firma
del Consentimiento Informado que se les proporciond por escrito,

ya sea al sujeto o su representante legal.

6.4.2 Criterios de no inclusion de casos

6.4.2.1 Sujetos que no aceptaron participar en el estudio.

6.4.2.2 Sujetos que de forma concomitante cursaban con otra enfermedad
autoinmune (Lupus eritematoso generalizado, psoriasis, artritis
reumatoide, liquen escleroso y atréfico, dermatitis herpetiforme,
artritis reumatoide juvenil, dermatomiositis, etc.).

6.4.2.3 Sujetos con choque o estado de salud critico (datos de hipoperfusion
tisular que no revierte adecuadamente a medidas de reposicion de
fluidos o aminas vasoactivas).

6.4.2.4 Sujetos que 12 horas previas al estudio hubieran practicado ejercicio,

fumado cigarrillo o consumido bebidas alcohdlicas.

6.4.3 Criterios de inclusion de controles
6.4.3.1. Acompanantes que acudian a la consulta externa del servicio de
Dermatologia del Hospital General de México.
6.4.3.2. Pareados por edad y sexo con los casos de PV.
6.4.3.3. Autorizacion del consentimiento informado por escrito del

Sujeto o su representante legal.
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6.4.4 Criterios de no inclusion de controles
6.4.4.1. Individuos que no aceptaron participar en el estudio.
6.4.4.2. Sujetos que de forma concomitante cursaban con alguna
enfermedad o tenian antecedentes familiares de alguna enfermedad
autoinmune (Pénfigo vulgar, lupus eritematoso sistémico, psoriasis, artritis
reumatoide, liquen escleroso y atrofico, dermatitis herpetiforme, artritis
reumatoide juvenil, dermatomiositis, etc.).
6.4.4.3. Sujetos que 12 horas previas al estudio hubieran practicado

ejercicio, fumado cigarrillo o consumido bebidas alcohdlicas.

6.5 Procedimientos
6.5.1 Enrolamiento de sujetos
Los sujetos fueron seleccionados de la consulta externa del
Servicio de Dermatologia del Hospital General de México O.D. en base a
los criterios de seleccion.
6.5.2 Interrogatorio, Toma de muestra y procesamiento de la misma.
A todos los sujetos captados en la consulta externa de Dermatologia del
Hospital General de México O.D., se verificd que cumplieran con los
criterios de seleccién. Solo los sujetos que cumplieron estos criterios fueron
invitados a participar en el estudio, el cual se explicé verbalmente y por
escrito mediante el consentimiento informado (Anexo 1). Unicamente a los
sujetos que aceptaron participar en el estudio mediante la firma del
consentimiento informado se les realizé la toma de sangre para determinar

el lactato (Anexo 3).
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La muestra de sangre, fue venosa y se obtuvo por puncion periférica, de
manera aséptica. Se extrajeron 3mL, los cuales se centrifugaron en un
lapso inferior a 15 minutos, obteniendo el plasma. Este se almacend y
transporté a una temperatura entre 2-8°C para la determinacién de los
niveles de lactato plasmatico en el laboratorio de Inmunologia del Instituto

de Diagndstico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE).

6.5.3 Valoracién de los sujetos
Se llevo a cabo mediante el interrogatorio y el examen fisico.
En sujetos con PV se realizé adicionalmente la medicidon de la superficie

corporal afectada segun regla del 9 (Anexo 2)

6.5.4 Determinacion del lactato plasmatico

A los sujetos seleccionados que aceptaron participar en el estudio y
posterior a la firma del consentimiento informado se les realizo la puncion
periférica venosa para la obtencién, por sujeto, de 3mL de sangre venosa
que se recolecté en un tubo heparinizado. La muestra fue centrifugada para
la obtencion del plasma y almacenada a 2-8° C hasta su analisis en el
Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos (InDRE) donde se
procedid con la determinacion de lactato plasmatico, por un método
enzimatico colorimétrico  cuantitativo mediante el wuso de un
espectrofotometro (longitud de onda de 490-550nm). Este midio los niveles
de lactato, a través de la cuantificacion del producto que se forma por

reacciones enzimaticas asi: El lactato se oxida por la lactato oxidasa (LO) y
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forma el peroxido de hidrégeno (H,O,) este reacciona posteriormente con

las enzimas peroxidasa (POD), 4-aminofenazona (4-AF) y 4-clorofenol
formando la quinona, que es de color rojo y cuya intensidad es proporcional
a la concentracion de lactato. Los niveles de lactato se reportaron en

mmol/L, con valores de referencia normales de 0.5 — 2.2 mmol/L.

6.6 Variables del estudio
6.6.1 Concentracién plasmatica de lactato.
v Categoria.- Cuantitativa.
v' Escala de medicion.- continua, de razon.
v Unidad de medicion.- mmol/L
v' Operacionalizacién.- La determinacion del lactato en plasma se

realiz6 en mmol/L

6.6.2 Severidad cutanea del Pénfigo vulgar.
v' Categoria.- Cuantitativa.
v Escala de medicién.- Discreta.
v" Unidad de medicién.- Porcentaje.
v' Operacionalizaciéon.- porcentaje de la superficie corporal

afectada mediante la regla del 9. (Anexo 2)

6.6.3 Presencia de infeccion.
v Categoria.- Cualitativa.

v' Escala de medicion.- Nominal.
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v" Unidad de medicion.- Dicotémica.

v' Operacionalizacion.- Si/No. En base a reporte de cultivos.

6.6.4 Uso de inmunosupresor sistémico.
v' Categoria.- Cualitativa.
v' Escala de medicion.- Nominal.
v" Unidad de medicioén.- Dicotomica.
v' Operacionalizaciéon.- Si el paciente tiene ingesta de

inmunosupresor sistémico (Si/No).

6.7 Técnicas de analisis estadistico
Para determinar diferencias entre las concentraciones plasmaticas de
lactato en sujetos con PV y sanos se utilizd la prueba no paramétrica de
Mann Whitney. Se utilizé el programa SPSS version17 para Windows para

el analisis estadistico.

Adicionalmente se determiné la correlacion encontrada entre las
concentraciones plasmaticas de lactato y el porcentaje de superficie corporal
afectada, como indicador de severidad del PV, mediante la prueba de

correlacion de Pearson que evalud la relaciéon entre los dos parametros.
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7. Recursos

Los recursos (el reactivo y materiales de recoleccion de la muestra de
sangre como jeringas, tubos de Vacutainer y resto de material para toma de
muestra de sangre y papeleria necesaria para las hojas de coleccién de
datos, lapices y plumas), fueron financiados por el Investigador
responsable. El procesamiento y almacenamiento de las muestras, requirié
de la centrifuga y refrigerador del laboratorio de micologia ubicado en la
unidad de dermatologia y para el analisis final de la muestra del
espectofotdmetro del Instituto de Referencia Epidemioldgica (InDRE).

Adicionalmente se requirio la exencion del pago, por paciente, de una
consulta, para la toma de la muestra, por parte del Hospital General de

México.

8. Aspectos éticos y de bioseguridad

Se garantiz6 la autonomia del sujeto solicitando la firma de una carta de
consentimiento, asi como la confidencialidad de los datos obtenidos y su
derecho a no participar en el estudio sin que esto redundara en la calidad

de su atencion.

La investigacion se clasific6 como de riesgo minimo. La venopuncion se
efectud con técnica de asepsia para evitar contaminacion e infecciones; El
proyecto se sometié a consideracion y fue aceptado tanto por el Comité de

Investigaciéon como por el Comité de Etica del Hospital General de México.

30



Las muestras de sangre fueron tomadas con material subsidiado por el
investigador garantizando su uso una sola vez, asegurando ademas la
correcta eliminacion del material punzocortante de acuerdo a las normas de

higiene en salud vigentes.

9. Relevancia y expectativas

De encontrarse elevado el lactato plasmatico en sujetos con PV se
plantearia el uso de lactato como biomarcador de dafno epidérmico con
correlacion clinico —bioquimica.

Adicionalmente si se encontrara correlacion entre sus niveles y el
porcentaje de superficie corporal afectada, severidad del PV, se plantearia
su utilizacion como biomarcador de severidad y adicionalmente podria
estudiarse su correlacién con la de anticuerpos anti-desmogleina 3 que

determinan actividad en PV.

10.Resultados
Sujetos Sanos y con PV

Se incluyeron en total 46 sujetos, 28 sanos y 18 con PV, con las siguientes
caracteristicas:
Sujetos sanos: edad promedio de 33.38 *+ 11.33 afos (intervalo 19-79
afos), con predominio del género masculino 13 sujetos vs 11sujetos del
femenino. Niveles plasmaticos de Lactato, en promedio, 1.33 +

0.1mmol/L.(Tabla 1) (Gréafico 1)
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Sujetos con PV: edad promedio de 30.95 + 6.95 afios (intervalo 22-67
afos), con un predominio del género femenino de 13 sujetos vs 9 sujetos

del masculino. Niveles plasmaticos de Lactato, en promedio, 3.52 + 0.41

mmol/L. (Tabla 1) (Grafico 1)

Tabla 1. Variables evaluadas tanto en sujetos con PV como en Sanos.

Sujetos (n = 46)
Variable PV (n=18) Sanos(n= 28)

Edad (afos + EE) 30.95 + 6.95 (22-67) | 33.38 + 11.33 (19-79)
Género (Masc/Fem) 9/13 13/11
Lactato plasmatico 3.52 + 0.41 mmol/L 1.33 £ 0.1 mmol/L
(mmol/L o mg/dL + EE) (0.5-6.02) (0.39 -2.28)

31.75 + 3.7 mg/dL 12.05 £ 0.92mg/dL

(4.55-54.32 mg/dL) (3.6-20.6 mg/dL)

Grafico 1. Niveles de lactato plasmatico (mg/dL) en sujetos con PV y Sanos

60.00=

50.00

40.004

30.009

actato plasmatico (mgldL)

A 20004 —|_

T T
Pénfigo wulgar Sujetos sanos

Grupo de pacientes

Conversion mg/dL a mmol/L = mg/dL x 0.1109
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Se observé un predominio de niveles de lactato en plasma de sujetos con PV con
una media de 3.52 £ 0.41 mmol/L (Intervalo 0.5 — 6.02 mmol/L) o 31.75 £ 3.7
mg/dL (Intervalo 4.55-54.32 mg/dL) en comparacién con los sujetos sanos cuya
media fue de 1.33 £ 0.1 mmol/L (Intervalo 0.39 — 2.28 mmol/L) o 12.05 *

0.92mg/dL (Intervalo 3.6-20.6 mg/dL) (p= 0.001).

Se compararon las concentraciones plasmaticas entre sujetos con PV y sanos,
encontrando una diferencia estadisticamente significativa, con lo que se corrobora
un incremento en los niveles de lactato plasmatico en sujetos con PV, superior al

de la poblacién sana.

Otras caracteristicas encontradas y evaluadas en sujetos con PV fueron el
porcentaje de superficie corporal afectada, utilizada ésta como parametro de
severidad clinica, cuyo promedio encontrado fue de 41.11 £ 6.31% (15-74%), en
ningun paciente se encontrd clinicamente infeccién. La afeccidn a mucosas
encontradas fue de 66% y de piel cabelluda del 34%.La edad de inicio del PV, en
afnos, fue en promedio de 30.4 + 8.26 anos, con un tiempo desde el inicio de los
sintomas hasta el diagndstico en promedio de 6 £ 5.33 meses y con una evolucion
de la enfermedad en promedio de 10.11 meses + 3.73 (intervalo 3-24 meses).

(Tabla 2)

Todos los sujetos con PV estaban en tratamiento inmunosupresor sistémico,
durante un tiempo promedio de 10.1meses (3 - 24 meses) y con una dosis

promedio de prednisona acumulada hasta alcanzar el control de 6.39 g (5.2 — 8.8
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g). Sin embargo no se encontré correlacion entre el uso de inmunosupresor y

niveles de lactato plasmatico (R= 0.222, p=.215).

Tabla 2. Variables evaluadas en sujetos con PV

Variable PV n=18
Superficie corporal afectada SCA (% + EE) 41.11 £ 6.31 (15-74)
Infeccion Ningun paciente
Con afeccion inicial a mucosa 12 (66 %)
Con afeccion inicial a piel cabelluda 6 (34 %)
Uso de inmunosupresor sistémico (%) 18 (100)
Edad de inicio (afos) 30.4 £ 8.26
Tiempo de inicio de sintomas hasta el diagnostico | 6 £ 5.33 meses
(meses)
Evolucion de la enfermedad (meses + EE) 10.11 £ 3.73 (3-24)

La superficie corporal afectada, calculada mediante la regla del 9, fue utilizada,
como se describioé anteriormente, como parametro de severidad clinica en sujetos
con PV y se establecié una graduaciéon de la misma de acuerdo al porcentaje de

superficie corporal afectada. (Grafico 2, Tabla 3,).

Con una distribucion de sujetos de acuerdo al porcentaje de superficie corporal
afectada de 3 sujetos con PV leve, 8 sujetos con PV moderado y 7 sujetos con PV

severo. (Grafico 2, Tabla 3)
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Grafico 2. Porcentaje de sujetos con PV distribuidos segun el porcentaje de

superficie corporal afectada

B <5%5SCA
B 5-30%SCA

>30%SCA

Los niveles de lactato plasmatico promedio encontrados para PV Leve fueron de
12.67 + 2.33 mg/dL (1.40 £ 0.25 mmol/L), para el PV moderado de 32.55 + 2.87
mg/dL (3.6 £ 0.31 mmol/L) y para el PV severo de 49.79 + 1.66 mg/dL (5.52 %

0.18 mmol/L). (Tabla 3)

Tabla 3. Grados de severidad del PV y niveles de lactato plasmatico

Leve Moderado Severo
<5% de SCA 5-30%de |>30% de SCA
(n = 3 sujetos, SCA (n=7
Variable 17%) (n=8 sujetos,
sujetos, 39%)
44%)
Lactato plasmatico
minimo mg/dL o 8 (0.88) 19(2.10) 45(4.99)
(mmol/L)
Lactato plasmatico
maximo mg/dL o 15 (1.66) 45(4.99) 54(5.98)
(mmol/L)
Promedio mg/dL o 12.67 £ 2.33 32.55 +2.87 49.79 + 1.66
(mmol/L) (1.40 £ 0.25) (3.6 £ 0.31) (5.52 £ 0.18)
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Los valores minimos de lactato plasmatico para PV leve fueron de 8 mg/dL (0.88
mmol/L) para PV moderado de 19 mg/dL(2.10 mmol/L) y de PV severo de 45
mg/dL(4.99 mmol/L) y los valores maximos de lactato plasmatico para PV leve
fueron de15 mg/dL (1.66 mmol/L), para PV moderado de45 mg/dL (4.99 mmol/L) y

de PV severo de 54 mg/dL (5.98 mol/L). (Tabla 3, Grafico 3)

Grafico 3. Grados de severidad del PV y niveles de lactato plasmatico (mg/dL)
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Conversién mg/dL a mmol/L = mg/dL x 0.1109

Al determinar la correlacion entre los niveles de lactato plasmatico y la severidad
(porcentaje de superficie corporal afectada) del PV, se encontr6 una buena

correlacion del 85% (R = 0.851, p = 0.063).

Lo anterior significa que hay una correlacion cercana al 100% o R = 1, con
tendencia a relacionarse linealmente es decir, con un incremento en el grado de

severidad (porcentaje de superficie corporal afectada) se espera que haya un
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aumento en el lactato plasmatico. Sin embargo el valor de p no fue
estadisticamente significativo (p < 0.05%), probablemente explicados por
limitaciones en el tamano de la muestra, ya que ésta fue calculada para encontrar
diferencias en los valores plasmaticos de lactato entre sujetos con PV y sanos.

(Figura 1)

Figura 1. Coeficiente de correlacion de Pearson entre Severidad del PV y niveles

de lactato plasmatico
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11. Discusion

El PV es una enfermedad autoinmune ampollosa, crénica, poco frecuente que

afecta la calidad de vida de los sujetos que la padecen y en casos extremos puede

ser fatal.
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Su érgano blanco de afectacion es la piel y/o mucosas, donde el dafno epidérmico,
clinicamente se manifiesta con vesiculas y ampollas flacidas de contenido seroso

o serohematico, exulceraciones con costras sanguineas y manchas residuales.

Su curso es variable e impredecible, puede estar activo 6 en remision 6 cursar con
recaidas (reciente actividad posterior al cese de la misma)'y con diferentes grados

de severidad.®

En PV se ha encontrado un incremento en el metabolismo anaerdbico a nivel
epidérmico '°, lo que implica un incremento hipotético del lactato a nivel de la piel y

posiblemente en sangre periférica.

El lactato es un biomarcador, ampliamente conocido, evaluable y medible de
perfusién tisular, de disfuncion aerdébica mitocondrial y del metabolismo celular
anaerdbico'’ en diferentes procesos bioldgicos tanto normales como patoldgicos y

en algunos casos se ha utilizado para evaluar respuesta al tratamiento’*°.

Asi, su uso esta establecido en choque, sepsis'®, infarto agudo de miocardio™,
intoxicacion por cianuro® y cancer?’ donde se ha utilizado como predictor de
morbi-mortalidad y para monitoreo de respuesta al tratamiento en pacientes en

choque'*"’.

Adicionalmente a su papel de biomarcador de procesos, se ha reconocido su
accion como favorecedor de la cicatrizacion, en ulceras crénicas, las cuales son
caracteristicamente hipoxicas, por ende con alta secrecién de lactato y en las

cuales el lactato, estimula la angiogénesis a través de la secrecion aumentada de
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VEGF por parte de los macrofagos, incrementa la migracion de células
endoteliales progenitoras, actuando asi en la morfogénesis vascular.
Adicionalmente, aumenta el depésito de colageno, la produccion de TGFB y la

proliferacion de fibroblastos?".

Estudios de acido lactico han demostrado que induce la apoptosis mediante vias
dependientes de caspasas y de sustancias no caspasas y produce un efecto anti

proliferativo, mediante la inhibicion del ciclo celular G1/S 4142,

Recientemente se ha establecido su posible utilidad en el tratamiento molecular
del Melanoma, mediante estudios in vitro de células de Melanoma humano, a
través de la inhibicion de proteinas transportadoras MTC (transportadores
monocarboxilato) cuya funcién es transportar lactato e H* hacia el exterior y/o
interior de la célula neoplasica para mantener el pH acido en el tumor, con valores
normales de pH de 6.9 - 7.4. La inhibicibn de estos transportadores MTC,
disminuiria aun mas el pH tumoral permitiendo una mejor accion de los

antineoplasicos, ya que éstos actian mejor en pH mas acidos*.

A pesar de este papel activo reconocido, en diferentes patologias, aun se

desconoce su papel en la fisiopatogenia del PV.

Estudios de Lactato en PV son escasos, de la revisidn realizada hasta la fecha,
destacan dos estudios que tienen relacion indirecta con los niveles de lactato. Un

estudio es sobre LDH, enzima encargada de la formacién reversible de lactato —
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piruvato segun las condiciones metabdlicas (anaerobiosis o aerobiosis 0 exceso
de lactato o piruvato). En éste, Anderson M., determiné el nivel de LDH en ampolla
de un paciente con PV, donde encontré incremento de las isoformas de piel
normal: LDH-3, LDH-4 y LDH-5 pero sin determinacion en sangre periférica®®. Asi
en PV el incremento de LDH en la ampolla, explicaria la produccion de lactato a

nivel de la piel afectada (dafo epidérmico), de los sujetos con PV.

El otro articulo hace referencia al predominio del metabolismo anaerdbico en piel
afectada de sujetos con PV. En éste Gheorghe y col. analizaron biopsias de piel
afectada de 23 sujetos con PV, mediante técnicas de histoquimica,
inmunohistoquimica, histoenzimologia y microscopia electronica, demostrando un
incremento de los niveles de la enzima LDH, principalmente a nivel de la capa
basal, el estrato espinoso y el endotelio de los vasos de la dermis, lo mismo que
alteraciones a nivel mitocondrial del tipo funcional y estructural, evidenciada por
niveles enzimaticos bajos de NADH2 — citocromo —C reductasa, enzima ubicada
en la membrana interna mitocondrial, encargada del inicio en el transporte de
electrones para la generacion de ATP y niveles altos de LDH y ATPasa pH 9.4,
esta ultima refleja los dafios a nivel de la membrana y adicionalmente la
disminucidén de las crestas mitocondriales evidenciados mediante microscopia
electronica’. Esto explicaria adicionalmente el incremento de la produccion de
lactato en la piel afectada de los sujetos con PV, a través del aumento del
metabolismo anaerdbico en respuesta a las alteraciones mitocondriales tanto

funcionales como estructurales encontradas.
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Recientemente, el estudio realizado por Tirado y col., plantea la utilidad del lactato
sérico como predictor de muerte en sujetos con PV y sepsis severa®. Este estudio
incluy6 un total de 37 sujetos con PV, de éstos 22 sujetos cursaban con sepsis
severa, de los cuales fallecieron 8 sujetos (36%) por sepsis/choque séptico;
encontrandose una asociacion entre mortalidad al dia 28 y niveles de lactato
inicial de > 4mmol/L, con un valor p= 0.001?°. Sugiriendo al lactato como

biomarcador de mortalidad en sujetos con PV y sepsis severa.

Sin embargo determinaciones de lactato sanguineo en sujetos con PV como tal no

se habian determinado antes y es el objetivo de nuestro estudio.

La homeostasia del lactato sanguineo (suero, plasma) depende del balance entre
la produccién de lactato - transporte - metabolismo y eliminacion #3323 Por |o

que la disrupcion de cualquiera de estos implicaria un incremento del mismo.

En patologias diferentes al PV como ulceras cronicas, en estudios realizados en
conejos, se han encontrado niveles de lactato elevados tanto en piel como en
sangre periférica, como reflejo del metabolismo anaerébico predominante® asi
como su participacion en la cicatrizacion de las mismas ya descrito?’.
Adicionalmente en patologia no cutanea, se han reportado elevaciones del lactato
en piel asociado a sindromes dolorosos, llegando a niveles de lactato en piel de
hasta 2.95 mmol/lL, pero sin incrementos en sangre periférica 2° aun sin

explicacion de una posible causa. Posiblemente, ésta se deba a una alteracion en

el transporte del lactato entre piel y sangre o por un metabolismo efectivo que
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impidiera su incremento a nivel sanguineo, lo que explicaria porque a pesar de

elevarse en piel no se presenta esta misma elevacion en sangre periférica.

En PV, el incremento del lactato estaria dado por aumento de su produccion,
relacionada con el incremento del piruvato, debido a la liberacion de citoquinas
como IL-1,IL-5,IL-6,IL-8,IL-10, TNFa*®394% encontradas en piel y suero de sujetos
con PV, lo que saturaria la capacidad de la enzima piruvato deshidrogenasa
desviando el piruvato a la formacion de lactato y en menor proporcion, este
incremento del lactato, se explicaria por la acumulacién de leucocitos, evidenciada
en la biopsia de piel de sujetos con PV, ya que éstos tienen poca capacidad de

generacion aerdbica de ATP '2.

En nuestro estudio se encontrd, un incremento en los niveles plasmaticos de
lactato en promedio de 3.52 + 0.41 mmol/L (Intervalo 0.5 — 6.02 mmol/L) en
sujetos con PV, comparados con sujetos sanos cuya media fue de 1.33 = 0.1
mmol/L (Intervalo 0.39 — 2.28 mmol/L) con una diferencia significativa (p= 0.007).
Por lo anterior el lactato plasmatico seria el reflejo del dafio epidérmico encontrado
en sujetos con PV e inferido en los estudios previamente descritos de LDH en
ampolla®®, disfuncion aerdébica mitocondrial y metabolismo anaerdbico
incrementado’®, siendo el lactato ampliamente conocido como biomarcador de

estos ultimos'’.

Una vez encontrado este incremento de lactato plasmatico en sujetos con PV era
importante determinar si habia correlacién entre los niveles de lactato plasmatico y

el porcentaje de superficie corporal afectada.
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Encontrandose una buena correlacion, del 85%, entre los niveles de lactato
plasmatico y el porcentaje de superficie corporal afectada (severidad) de los
sujetos con PV (R = 0.851, p = 0.063). Lo anterior significa que hay una
correlacion cercana al 100% o R = 1, es decir tienen la tendencia a relacionarse
linealmente, sugiriendo un aumento proporcional entre el porcentaje de superficie
corporal afectada (grado de severidad) y los niveles de lactato plasmatico. Sin
embargo el valor de p no fue estadisticamente significativo (p < 0.05%)
probablemente explicados por limitaciones en el tamafio de la muestra ya que ésta
fue calculada para encontrar diferencias en los valores plasmaticos de lactato

entre sujetos con PV y sanos.

12. Conclusiones

El PV es una enfermedad autoinmune, cronica con importante morbilidad para
quien la padece y mortalidad que depende de un diagndstico y tratamiento

oportuno.

Su fisiopatologia no esta aun establecida por lo que sigue siendo objeto de

estudio.

Una linea de estudio en PV es la metabdlica, que evidencia el predominio de
metabolismo anaerdbico en biopsias de piel afectada, con dano epidérmico, de

sujetos con PV, mediante técnicas histoquimicas, histoenzimolégicas vy
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microscopia electronica y adicionalmente en sangre periférica, mediante la

determinacién de lactato sérico, en sujetos con PV y sepsis severa.

El lactato es un biomarcador ampliamente conocido de la disfuncién aerdbica
mitocondrial y del metabolismo celular anaerdbico. Y esta ampliamente
establecido que la piel junto al musculo constituyen los principales érganos
productores de lactato, con una concentracién normal de lactato en piel de 1.74

mmol/L (1.63 — 1.93mmol/L).

El incremento en éstos valores, secundarios al dano epidérmico encontrado en
sujetos con PV y explicados por un incremento en la produccién de lactato
debidos a un aumento en el piruvato ocasionado por la liberacién de citoquinas,
al metabolismos anaerdbico predominante en los leucocitos y a la disfuncion
mitocondrial, implicarian alteraciones en la homeostasia celular que podrian
inclusive terminar en apoptosis de las mismas por lo que aqui se plantea una

posible participacién en su patogenia.

Por lo anterior, nuestro objetivo fue determinar los niveles de lactato plasmatico en
sujetos con PV y compararlas con los valores de sujetos sanos y adicionalmente
determinar la correlacién entre las concentraciones plasmaticas de lactato y el
porcentaje de superficie corporal afectada, utilizada como parametro de severidad

clinica en los sujetos con PV.
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Los hallazgos encontrados fueron:

1. El lactato plasmatico se encuentra incrementado en sujetos con PV
con una diferencia significativa (p= 0.007) al compararlo con los
niveles normales de lactato plasmatico encontrados en sujetos
sanos

2. El lactato plasmatico elevado en PV, refleja el metabolismo
anaerdbico incrementado encontrado en piel de sujetos con PV.

3. Las variaciones en la elevacion de los niveles de lactato plasmatico
encontradas se explican por el mantenimiento o pérdida del balance
entre la produccidn, el transporte, el metabolismo y eliminacion del
lactato.

4. El lactato plasmatico se encuentra incrementado en sujetos con PV
como expresion del dafo epidérmico y sugiere una buena
correlaciéon 85%, clinico — bioquimica, entre el porcentaje de

superficie corporal afectada y los niveles de lactato plasmatico.

Este estudio constituye una base para la realizacion de futuros estudios ya que
plantea la posibilidad de que el lactato plasmatico sea utilizado como biomarcador
de severidad en PV y permitiria evaluar también su utilidad como posible
biomarcador de actividad, si se compara su correlacion con la de anticuerpos anti-

desmogleina 3. Adicionalmente el estudio de su papel en la fisiopatogenia del PV.
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Parte lll. Anexos

Anexo 1. Carta de Consentimiento Informado- Sujetos PV

Autorizacion para participar en el estudio de investigacion titulado:

“Concentraciones plasmaticas de Lactato en sujetos con Pénfigo Vulgar en el

servicio de Dermatologia del Hospital General de México”

Investigadores:

Dr. Andrés Tirado Sanchez.

Servicio de Dermatologia, Hospital General de México.
Dra. Rosa Maria Ponce Olivera.

Servicio de Dermatologia, Hospital General de México.
Dra. Cecilia Pulido Collazos,

Residente del Servicio de Dermatologia del Hospital General de México.

1. El proyecto de investigacion corresponde a Riesgo minimo, esto es, debido a la

extraccion de sangre por puncion venosa, que se explicara mas adelante.

2. Apartados

I. El médico del estudio lo esta invitando a Usted, a participar en este estudio de
investigacion, debido a que Usted padece una enfermedad llamada Pénfigo
Vulgar, que es una enfermedad ampollosa que afecta la piel y/olas mucosas
(boca, ojos, vagina, pene, anal). En este estudio se evaluara un nuevo examen de

laboratorio para saber que tan enfermo se encuentra (Pénfigo vulgar).

El examen de laboratorio es niveles de Lactato en sangre venosa y se usara para

saber si nos puede indicar que tan enfermo se encuentra.

Para llevar a cabo esto se necesitara tomarle a Usted una muestra de sangre de
3mL, sin costo alguno y los resultados se compararan con sangre obtenida de
personas que no tengan la enfermedad que usted padece.
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II. Si Usted participa en este estudio, requeriremos que acuda una sola veza la
consulta, en la que se explicara el consentimiento informado y una vez aceptado
tomaremos todos los datos necesarios para su participacion. La toma de muestra
de sangre de 3mL (cantidad que generalmente se toma con cualquier estudio de
sangre), es el unico procedimiento que se le realizara y que le dara una pequena
molestia por poco tiempo (dolor leve) en el sitio donde entra la aguja. El objetivo
de esta toma de sangre es saber la cantidad de Lactato que tiene y comparar esta
con la cantidad de lactato en sangre de sujetos sin la enfermedad, todo esto para

saber si los valores de lactato nos pueden decir que tan enfermos esta Usted.

lll. Las molestias que puede usted tener por la inyeccion en la vena del brazo para

obtener la muestra de sangre de 3mL podrian ser las siguientes:

Molestias en el sitio de la inyeccidon como dolor leve por poco tiempo, que no le va
a impedir hacer sus actividades normales ni le dejara problemas en otras partes

de su cuerpo.

Debido a que la muestra de sangre se tomara con todas las medidas de higiene,
evitamos cualquier tipo de contaminacién en el sitio de la inyeccidén, que si se
presentara seria solo enrojecimiento e hinchazén en el sitio de entrada de la
aguja, con un poco de dolor, que se quitara con el uso de medicamentos que
seran proporcionados por el investigador, en caso de presentarse lo anterior en el
sitio de la inyeccion y que se presente dentro de las dos semanas después de que

se tomo la muestra de sangre.

IV. Es posible que este nuevo estudio de laboratorio nos permita determinar con
exactitud qué tan enfermos se encuentra, con lo que podriamos darle un
tratamiento mas a tiempo. Sin embargo, es importante que conozca que este
estudio podria darnos resultados no utiles y sigamos sin saber que tan enfermo se

encuentra. Su participacion en el estudio podria no darle ningun beneficio, pero si
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podria ayudar a otras personas que tienen la misma enfermedad que Usted, todo

esto, gracias a la informacion que obtengamos.

V. Gracias a la informacion que se obtenga se podria tener un estudio de
laboratorio que nos permitiria detectar con mayor exactitud qué tan enfermo se
encuentra y asi ayudar a otras personas como usted a reducir sus gastos de
hospitalizacion ya que no la requeririan tanto tiempo y la calidad de su vida seria
mejor ya que podriamos saber con rapidez si la enfermedad tiene posibilidades de

hacerse mas fuerte o no.

VI. Los investigadores del estudio estan para servirle y para contestarle cualquier

pregunta que pueda tener acerca del estudio.

VII. Usted no renuncia a ninguno de sus derechos como paciente por el hecho de
firmar esta carta de consentimiento. Su firma, indica que ha leido y comprendido la
informacion. Ademas, al firmarla usted reconoce que se le ha explicado el estudio
y que ha podido hacer preguntas sobre todo lo que no entendia bien, y que las
preguntas han sido respondidas satisfactoriamente. Asimismo, Usted comprende
que su participacion en el estudio es totalmente voluntaria (no es obligado). El no
desear participar en el estudio no le traera ningun problema, nadie se enojara con
Usted o con sus familiares y su decision no tiene nada que ver con la atencién

meédica a la que tiene derecho recibir en esta institucién de salud.
VIIl. Usted tiene derecho a que nadie sepa que Usted participo en el estudio y toda

la informacion que tengamos en este estudio permanecera confidencial, dentro de

los limites que marque la ley.
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Es posible que los resultados del estudio, cualquiera que sean, se publiquen en
una revista seria, por lo que Usted mediante la firma de este documento lo

autoriza, siempre y cuando se mantenga secreta u oculta su identidad.

IX. Usted o la persona que sea el responsable legal tendran derecho a conocer los
resultados del estudio de laboratorio practicado, también a que se les explique lo

que significa dicho resultado.

Xy XI. Ni a Usted ni a sus familiares se le cobrara por el marcador de laboratorio
ni por la (s) consulta (s) relacionadas con el estudio. El marcador de laboratorio

sera gratis solo durante el estudio.

La atencidn de problemas de salud que no se relacionen con este estudio seguira

siendo su responsabilidad, como lo hace habitualmente.

Ni Usted ni sus familiares recibiran compensacion econdmica por la participacion

en el estudio.

En caso de algun problema relacionado con la investigacion y que requiera ser
revisado por un médico, este servicio sera proporcionado en su totalidad por los
investigadores hasta su resolucion. No sera posible la ayuda econdmica
(indemnizacion) en caso de algun tipo de complicacion relacionada con el estudio

debido a que no contamos con recursos suficientes.

X'y XHI.

Nombre o huella digital

Familiar o Responsable legal

Testigo 1(Nombre y Direccion)

Relacion con el sujeto del estudio

Testigo 2 (Nombre y Direccién)

Relacion con el sujeto del estudio
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XIV. Si usted o sus familiares creen que usted tiene algun problema relacionado
con este estudio, por favor contacte (n) de inmediato al Dr. Andrés Tirado Sanchez
al celular 5527-44-2811 las 24hrs. La Dra. Rosa Maria Ponce Olivera, Tel. 5652-
3999, celular 5554-03-2049 (las 24hrs), conm. 2789-2000 ext. 1055 (lunes a
viernes de 8 a 16hrs), Dra. Cecilia Eugenia Pulido Collazos, Residente del Servicio
de Dermatologia del Hospital General de México al numero celular 5541-30-3478
(las 24h).

Dr. Carlos Ibarra Pérez,
Presidente del Comité de Etica del Hospital General de México
conmutador. 2789-2000 ext.1164

XV. En caso de que Usted requiera atencion meédica acudir al Servicio de

Dermatologia del Hospital General de México de lunes a viernes de 8 a 16 hrs o al

Servicio de Urgencias del Hospital General de México disponible las 24hrs.
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Carta de Consentimiento Informado - Sujetos sanos

Autorizacion para participar en el estudio de investigacion titulado:

“Concentraciones plasmaticas de Lactato en sujetos con Pénfigo Vulgar en el servicio de

Dermatologia del Hospital General de México”

Investigadores:

Dr. Andrés Tirado Sanchez.

Servicio de Dermatologia, Hospital General de México.
Dra. Rosa Maria Ponce Olivera.

Servicio de Dermatologia, Hospital General de México.
Dra. Cecilia Pulido Collazos,

Residente del Servicio de Dermatologia del Hospital General de México.

1. El proyecto de investigacion corresponde a Riesgo minimo, esto es, debido a la
extraccion de sangre por puncion venosa, que se explicara mas adelante.
2. Apartados

I. El investigador del estudio lo esta invitando a Usted, a participar en un estudio
de investigacion. Debido a que necesita conocer los valores de un examen de
laboratorio en sujetos sanos como Usted.

El examen de laboratorio sera niveles de Lactato en sangre venosa y se usara
para comparar los valores en personas sanas como Usted con valores
encontrados en personas con Pénfigo vulgar. Para llevar a cabo

esto se necesitara una muestra de sangre de 3mL que se analizara sin costo

alguno.

II. Si Usted participa en este estudio, requeriremos que acuda una sola vez a la
consulta, en la que se explicara el consentimiento informado y una vez aceptado
tomaremos todos los datos necesarios para su participacion. La toma de muestra
de sangre de 3mL (cantidad que generalmente se toma con cualquier estudio de
sangre), es el unico procedimiento que se le realizara y que podria ocasionarle
una pequena molestia transitoria (dolor leve) en el sitio de la puncion. El objetivo

de esta toma de muestra es comparar los valores de lactato en sujetos sanos

51



Estudio de Investigacion: “Concentraciones plasmaticas de Lactato en sujetos con Pénfigo Vulgar en el servicio de

Dermatologia del Hospital General de México”

como usted con los valores encontrados en sujetos con Pénfigo vulgar leve o

gravemente enfermos.

[ll. Las molestias que puede usted tener con la inyeccidn en la vena del brazo para
obtener la muestra de sangre de 3mL podrian ser los siguientes:

Molestias en el sitio de la inyeccidén como dolor leve por poco tiempo, que no le va
a impedir hacer sus actividades normales ni le dejara problemas en otras partes
de su cuerpo.

Debido a que la muestra de sangre se tomara con todas las medidas de higiene,
evitamos cualquier tipo de contaminacién en el sitio de la inyeccidén, que si se
presentara seria solo enrojecimiento e hinchazén en el sitio de entrada de la
aguja, con un poco de dolor, que se quitara con el uso de medicamentos que
seran proporcionados por el investigador, en caso de presentarse lo anterior en el
sitio de la inyeccion y que se presente dentro de las dos semanas después de que

se tomo la muestra de sangre.

IV. Si comparamos los valores normales de lactato en sujetos sanos, podriamos
saber si se encuentran valores mas altos en sujetos con Pénfigo vulgar mas
enfermos. Si es asi, podriamos dar un tratamiento mas a tiempo y con menos
complicaciones a los sujetos que tienen Pénfigo Vulgar. Sin embargo, es
importante que conozca que este estudio puede darnos resultados no utiles. Su
participacion en el estudio podria ayudar a saber si el aumento en los valores de
lactato encontrados en los sujeto con Pénfigo vulgar indican mayor compromiso de

su enfermedad. Todo esto, gracias a la informacién que obtengamos.

V. Gracias a la informacion que se obtenga se podria crear un estudio de
laboratorio que nos permitiera saber con que tan enfermos se encuentran los
sujetos con Pénfigo Vulgar. Esto beneficiaria a los sujetos que padezcan Pénfigo
Vulgar porque se daria una atencion mas oportuna, reduciendo gastos de

hospitalizacion y mejorando su calidad de vida.
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VI. El médico del estudio esta para servirle y para contestarle cualquier pregunta
que pueda tener acerca del estudio de laboratorio que ya le mencionamos o de

otra cosa del mismo estudio.

VII. Usted no renuncia a ninguno de sus derechos legales, como paciente, por el
hecho de firmar esta carta de consentimiento. Su firma, indica que ha leido y
comprendido la informacion. Ademas, al firmarla usted reconoce que se le ha
explicado el estudio y que ha podido hacer preguntas sobre todo lo que no
entendia y que las preguntas han sido respondidas satisfactoriamente. Asimismo,
Usted comprende que su participacién en el estudio es totalmente voluntaria (no
es obligado). El no desear participar en el estudio no le traera ningun problema,
nadie se enojara con Usted o con sus familiares y su decision no tiene nada que
ver con la atencion médica a la que tiene derecho recibir en esta institucion de

salud.

VIII. Usted tiene derecho a que nadie sepa que Usted participo en el estudio y toda
la informacion que tengamos en este estudio permanecera confidencial, dentro de
los limites que marque la ley.

Es posible que los resultados del estudio, cualquiera que sean, se publiquen en
una revista seria, por lo que Usted mediante la firma de este documento lo

autoriza, siempre y cuando se mantenga secreta u oculta su identidad.

IX. Usted o la persona que sea el responsable legal tendran derecho a conocer los
resultados del estudio de laboratorio practicado, también a que se les explique lo

que significa dicho resultado.

Xy Xl. Ni a Usted ni a sus familiares se les cobrara por el marcador de laboratorio
ni por la (s) consulta (s) relacionadas con el estudio. El marcador de laboratorio
sera gratuito solo durante el estudio.

La atencién de problemas de salud que no se relacionen con este estudio seguira

siendo su responsabilidad, como lo hace habitualmente.
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Ni Usted ni sus familiares recibiran compensacion econdmica por la participaciéon
en el estudio.

En caso de algun problema relacionado con la investigacion y que requiera ser
revisado por un médico, este servicio sera proporcionado en su totalidad por los
investigadores hasta su resolucion. No sera posible la ayuda econdmica
(indemnizacion) en caso de algun tipo de complicacion relacionada con el estudio

debido a que no contamos con recursos suficientes.

X'y XII.

Nombre o huella digital

Familiar o Responsable legal

Testigo 1(Nombre y Direccion)

Relacion con el sujeto del estudio

Testigo 2 (Nombre y Direccion)

Relacion con el sujeto del estudio

XIV. Si usted o sus familiares creen que usted tiene algun problema relacionado
con este estudio, por favor contacte (n) de inmediato al Dr. Andrés Tirado Sanchez
al celular 5527-44-2811 las 24hrs. La Dra. Rosa Maria Ponce Olivera, Tel. 5652-
3999, celular 5554-03-2049 (las 24hrs), conm. 2789-2000 ext. 1055 (lunes a
viernes de 8 a 16hrs), Dra. Cecilia Eugenia Pulido Collazos, Residente del Servicio
de Dermatologia del Hospital General de México al numero celular 5541-30-3478
(las 24h).

Dr. Carlos Ibarra Pérez, Presidente del Comité de Etica del Hospital General de
México conmutador. 2789-2000 ext.1164

XV. En caso de que Usted requiera atencion meédica acudir al Servicio de
Dermatologia del Hospital General de México de lunes a viernes de 8 a 16hrs o al

Servicio de Urgencias del Hospital General de México disponible las 24hrs.
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Anexo 2. Hoja de Recoleccion de Datos de los sujetos del estudio.

Proyecto de Investigacion:
“Concentraciones plasmaticas de Lactato en sujetos con Pénfigo Vulgar en
el servicio de Dermatologia del Hospital General de México”

México, D.F. a de del 2011

Nombre

Numero de identificacion

e Edad Género
e Grupo: 1. 2.
e Concentracién plasmatica del lactato mmol/L

12 horas previas a la toma de la muestra ha realizado:
Ejercicio si__ no
Fumado si no

Consumido bebidas alcohdlicas si__ no

e En pacientes con Pénfigo vulgar: (Regla del 9)

o Porcentaje de superficie corporal afectada %
—- CAREZA 995
lash {45}
A ot TRONCO 36%
[ 13 i\'l }f. 13 , Anteri.or 182/0
a5 |\ ! 145 45 i F Vas Posterior  18%
i oo A Lo
VRN A W\ |EXTREMIDAD
P B RS R PN & | | _,,' \'\- M, Superior %%
" H\, L “‘J w \ 1., ! L Inferior 9%
Vol / R
A 5 h {
a8 ( PERINE 1%
b .’II y ! "I
Iy ol
-'I 5& 4'\_ l'FIL
[P LIRS

e Infeccidon:si_ no

Con cultivo positivo en:

e Uso de inmunosupresor sistémico: si__ no
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Anexo 3. Procedimiento para la recoleccién de la muestra.

Objetivo.- Detallar los pasos a seguir para una correcta recoleccion de muestra

sanguinea para la determinacion de las concentraciones plasmaticas de lactato.

Alcances.- Sujetos con carta de consentimiento informado firmada como muestra

de aceptacion de su participacion en el estudio.

Responsable.-Dr. Andrés Tirado Sanchez.

Referencias.-Determinacion cuantitativa de Lactato mediante la utilizacion del kit
Spinreact con certificado de calidad por la ISO 9001 — Comunidad Europea y un

espectofotometro.

Equipamiento y materiales.-Tubos Vacutainer con anticoagulante EDTA(tapon
morado), alcohol, torundas de algodén estéril, aguja para Vacutainer #21,
adaptador de aguja (camisilla de plastico), ligadura, guantes de latex #7 estériles
desechables, contenedor sdélido para material punzocortante (caja roja con tapa

blanca), contenedor de bolsa (roja con plastico grueso).

Desarrollo

1. El investigador responsable de la toma de la muestra portara una
identificacién visible.

2. Se preguntara al sujeto su nombre y apellidos completos.

3. Se identificara el tubo con la informacion del sujeto, el numero del
expediente y la fecha.

4. Preparar todo el material necesario.

5. Sentar al sujeto, colocando su brazo en la paleta de la silla para la toma de
la muestra.

6. Lavado de manos.

7. Se realizara asepsia al tapén del tubo.
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8. Se colocara la aguja y el tubo al adaptador del Vacutainer.

9. Se seleccionara una vena periférica adecuada (extremidad superior
derecha preferentemente).

10.Se limpiara el area a puncionar con una torunda con alcohol, primero en la
zona de puncion y posteriormente en circulos excéntricos, esperando a que
seque.

11.Se aplicara el torniquete (no mas de 1 minuto).

12.Se colocaran los guantes y se avisara al paciente de la puncion.

13.Se Puncionara en angulo de 45° con respecto al eje de la piel, con el bisel
de la aguja hacia arriba.

14.Se extraeran 3mL de sangre.

15.Se liberara el torniquete cuando la sangre comience a fluir.

16.Se colocara un nuevo algoddn sobre el sitio de la puncion y se ejercera una
presion suave por 1 a 3 minutos o hasta que no se observen rastros de
sangrado.

17.Se desechara la aguja y los guantes en los recipientes correspondientes.

18. Posteriormente se centrifugara la muestra.

19.El plasma obtenido se mantendra a 2-8°C hasta su procesamiento en el
Instituto de Referencia Epidemiologica (InDRE) donde se realizara

finalmente la cuantificacién del lactato en plasma..
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Anexo 4. Documento de aprobacién del estudio por parte de la Comisién de

Etica y de Investigacion del Hospital General de México O.D.

r
o

%2011, Afio del Turismo en México

HOSFITA,

Of. No. DI/03/11/231

Meéxico, D. F., a 27 de julio de 2011.

DR. ANDRES TIRADO SANCHEZ
Servicio de Dermatologia
Presente.

Por este conductoc hago de su conocimiento que el proyecto de investigacion titulado
“CONCENTRACIONES PLSMATICAS DE LACTATO EN SUJETOS CON PENFIGO VULGAR Y SANOS
QUE ACUDAN A LA CONSULTA DE DERMATOLOGIA DEL HOSPITAL GENERAL DE MEXICO”, con
clave de registro DIC/11/109/03/091, asi como el consentimiento informado, fueron presentados a las
Comisiones de Etica e Investigacion quienes dictaminaron la AP RO B A C 10 N. Por lo tanto, puede dar

inicio a su investigacion.

“A la Vanguardia en el Cuidado de la Vida”

Atentamente
Director de Investigacion,

DR. DAVID KERSHP

DKS/YRT/eve.
Y POLITICA DE CALIDAD: Apoyar la conduccion de la investigacion que se realiza al interior del Hospital General de México a través del
9001:2000 registro y seguimiento de proyectos, utilizando la infraestructura instalada, conduciendo la capacitacién, asi como la difusion
ECMX-0333/06 puqlicacién de resultados obtenidos con el objeto de organizar y administrar el conocimiento que se genera con la investigacion;
cumpliendo con el requerimiento del cliente; todo ello bajo un marco de mejora continua del Sistema de Gestién de la Calidad.

Del. Cuauhtémoc. b
3842 y 43 www
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