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RESUMEN

INTRODUCCION: Sepsis neonatal se define como un sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica resultado de infeccién probada durante el primer mes de vida
extrauterina. A nivel mundial, la sepsis constituye un problema de salud hospitalaria,
con tasas altas reportadas en paises en vias de desarrollo. El estandar de oro para
diagnosticar sepsis es el hemocultivo, pero su lectura tarda entre 48 y 72 horas con
altos indices de falsos positivos y una sensibilidad del 70%.

OBJETIVO: Identificar las diferencias fenotipicas y de distribucion de leucocitos de
sangre de cordén umbilical de pacientes con SIRS y sujetos sanos a través de los
marcadores CD45, CD3, HLA-DR, CD14, CD69, CD64, CD16, TREM-1, IREM-2
evaluados por citrometria de flujo.

HIPOTESIS: Muestras de sangre de cordén umbilical de neonatos con Sindrome de
Respuesta Inflamatoria Sistémica y sanos expresaran diferencialmente los marcadores
estudiados.

MATERIAL Y METODOS: Se colectaron veintidos muestras de tres mL de sangre de
cordén umbilical procedente de neonatos que presentaron o no factores de riesgo en
la sala toco quirdrgica del Instituto Nacional de Perinatologia; trece muestras de
sangre de corddn umbilical de neonatos sanos con edad gestacional 39.1 +- 1.3
semanas de gestacion y nueve muestras de sangre cordén umbilical de pacientes con
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica con edad gestacional 34.5 +- 4.1
semanas de gestacidén. Se realizo la tincion de células aisladas de sangre, se usaron
anticuerpos monoclonales dirigidos contra moléculas de superficie en poblaciones
leucocitarias de interés presentes en sangre de neonato y se realizo analisis a través

de citometria de flujo. El analisis de los datos se realiz6 utilizando el software Infinicyt.



RESULTADOS. Hay una menor proporcion de linfocitos en neonatos con sindrome de
respuesta inflamatoria sistemica comparados con los neonatos sanos; en monocitos
se puede observar que hay una mayor proporcion en muestras de neonatos con SIRS,
sin embargo en granulocitos no se observan diferencias significativas

CD69 es un marcador de activacion temprana, se expresa en mayor proporcion en
linfocitos de pacientes con SIRS, comparados con la proporcion de linfocitos de
neonatos sanos. La expresion de IREM-2 en monocitos de sangre de cordon umbilical
de neonatos sanos es mayor que en neonato con SIRS, sin embargo no muestra
diferencia significativas en cuanto a la intensidad media de la fluorescencia. El
porcentaje de expresion de TREM-1 y HLA-DR muestra diferencias significativas entre
los grupos analizados, con una mayor proporcion en el grupo de neonatos con SIRS.
CONCLUSIONES: Leucocitos de sangre de cordéon umbilical de sujetos sanos y
pacientes con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica no presentan diferencias
mayores en los patrones de tamafo contra complejidad clasicos por citometria. Los
porcentajes de linfocitos y monocitos analizados por citometria de flujo podrian ser de
utilidad para diferenciar muestras de neonatos sanos de las de pacientes con SIRS
PALABRAS CLAVE: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, Recién Nacido,

Inmunofenotipo de leucocitos, Sangre de cordén umbilical.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Neonatal sepsis is defined as a systemic inflammatory response
syndrome resulting from infection tested during the first month after birth. Woldwide,
sepsis is a hospital health problem, with high rates reported in developing countries.
The gold standard for diagnosing sepsis is blood culture, but reading takes between 48
and 72 hours with high rates of false positives and sensitivity of 70%.

HYPOTHESIS: Samples of umbilical cord blood of infants with healthy Syndrome
Systemic Inflammatory Response differentially expressed markers studied

MATERIAL AND METHODS: twenty two samples of three mL of cord blood were
collected from infants who developed or not risk factors in the National Institute of
Perinatology, thirteen samples of umbilical cord blood of healthy neonates with
gestational age 39.1 + - 1.3 9 weeks gestation and cord blood samples of patients with
systemic inflammatory response syndrome and gestational age 34.5 + - 4.1 weeks of
gestation. Staining of isolated cells from blood was drawn monoclonal antibodies
directed against surface molecules of interest in leukocyte populations present in the
blood of newborn and analysis by flow cytometry was performed was used. Data
analysis was performed using the sofware infinicyt.

RESULTS. There is a lower proportion of lymphocytes in neonates with SIRS
compared with healthy infants, in monocytes can be seen that there is a higher
proportion of neonates with SIRS samples, however no significant differences in
granulocyteobserved

CD69 is an early activation marker, is expressed in a greater proportion in lymphocytes
from patients with SIRS, as compared to the proportion of lymphocytes of healthy

neonates. IREMs expression-2 in blood monocytes of healthy infants umbilical cord is



higher than in the newborn with SIRS, but shows no significant difference in the mean
fluorescence intensity. The percentage of expression of TREM-1 and HLA-DR shows
significant differences between the groups analyzed, with a higher proportion in the
group of neonates with SIRS

CONCLUSIONS: Leukocytes from cord blood of healthy subjects and patients with
systemic inflammatory response syndrome show no major differences in the patterns of
size versus classical complexity cytometry. The percentages of lymphocytes and
monocytes by flow cytometry analyzed could be useful to differentiate healthy samples
from neonates of SIRS patients

KEYWORDS: Systemic Inflammatory Response Syndrome, Newborn,

Immunophenotyping of leukocytes, Umbilical cord blood.



ANTECEDENTES

A nivel mundial, la sepsis afecta a 18 millones de personas cada afio, la mayor
incidencia de la enfermedad se presenta en los extremos de la vida (neonatos y
adultos mayores) (1). La prevalencia de sepsis neonatal a nivel mundial se ha
estimado menor al 1.0% del total de los nacimientos; sin embargo, los riesgos de
mortalidad neonatal alcanzan hasta un 50% de los casos (2). La sepsis neonatal de
acuerdo a su tiempo de aparicion es clasificada en dos grupos: sepsis temprana
(dentro de las primeras 72 horas de vida) y sepsis tardia (después de las primeras 72
horas de vida), estos grupos poseen caracteristicas clinicas, antecedentes, etiologia y
cuadro clinico unico (3). El anuario estadistico 2007 del INPer, reporto que el agente
causal de mayor aparicion en neonatos con sepsis tardia internados en UCIREN
(Unidad de Cuidados Intensivos del Recién Nacido), fue del genero Staphylococo con
especie no especificada, asi mismo se reporto que en mas del 65% de los casos, no
se logré identificar su agente causal, lo que podria indicar que el hemocultivo
(estandar de oro para el diagndstico de sepsis) no es lo suficientemente sensible para
el diagnostico de sepsis. ldealmente, el diagndstico temprano de sepsis debe ser
capaz de distinguir entre el Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica o del
Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria compensatoria y sepsis.(4- 5)

El cuadro clinico de Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica puede
diagnosticarse por cambios en la temperatura corporal, que pueden variar desde la
hipotermia (temperatura corporal <35°C) hasta la hipertermia (temperatura >38°C)

taquicardia, taquipnea, leucocitosis o leucopenia (6)


http://es.wikipedia.org/wiki/Grado_celsius
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Para restaurar el equilibrio de la excesiva respuesta pro inflamatoria, se evoca una
respuesta anti inflamatoria que en caso favorable se logra la homeostasis y por lo
tanto la recuperacién del paciente, sin embargo, cuando al respuesta anti inflamatoria
es exacerbada se puede desarrollar en un Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria
Compensatoria (CARS) que mas una mezcla de sefales de respuesta antagonista
(MARS) y que puede conducir a una disfuncion multiorganica (MOF) (7 - 8).

Tanto en SIRS como en CARS se desarrolla una intrincada y compleja red de
mediadores biolégicos que son los responsables del cuadro clinico (9 - 10). La
expresion de algunos de estos mediadores biolégicos (que podemos denominar
biomarcadores en superficie celular se modifican dinamicamente en funcion de
interacciones con las células a las que van dirigidos y las respuestas que en estas
despiertan (11 - 12). Por lo que es necesaria la busqueda de no solo un biomarcador
para definir SIRS y sepsis sino se requiere explorar varios que constituyan paneles de
expresion diferencial como se observa en otras enfermedades complejas, tales como
leucemias y linfomas (13 ).

Por esta razon, el objetivo del Instituto Nacional de Perinatologia (INPer) en
colaboracion con Centro Médico Nacional SXXI, IMSS es desarrollar una prueba
diagnodstica para sepsis en neonatos con alta sensibilidad y especificidad, utilizando
técnicas de citometria de flujo con resultados en un tiempo estimado de 2 horas con
un volumen minimo de 150 microL de sangre total.

Para ello, en el presente trabajo se determinaron los patrones de un panel de
biomarcadores de activacidén presentes en las células T, B, macrofagos y granulocitos
de sangre de corddon umbilical (UCB, por sus siglas en ingles) de sujetos sanos y de

pacientes con SIRS.
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En el presente trabajo nosotros mostramos la caracterizacion de poblaciones
monociticas a través de la expresion de moléculas de activacion celular: TREM-1,
HLA-DR, IREM-2, CD16, CD64, CD69. Se sabe que estas moléculas indicadoras de
activacion celular modifican su expresion en superficie celular hasta con dos
logaritmos de diferencia en los estadios tanto pro-inflamatorios como de
inmunoparalisis caracteristicos de sepsis, se desconoce si estos mismos marcadores

cuentan con el mismo valor al ser analizados en muestras de neonatos sépticos
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INTRODUCCION.

Sepsis Neonatal se define como la presencia de SIRS e infeccién probada durante el
primer mes de vida extrauterina (6)

A nivel mundial, la sepsis constituye un problema de salud hospitalaria, con tasas altas
reportadas en paises en vias de desarrollo, en Asia se han reportado de 7.1 a 38 por
1,000 nacidos vivos, en Africa de 6.5 a 23 por 1000 nacidos y de 3.5 a 8.9 en
Sudamérica y el Caribe. Esto contrasta con lo reportado en Estados Unidos con un
rango de 1.5 a 3.5 por 1,000 nacidos vivos para sepsis temprana. (3)

En México se reporta una incidencia de sepsis neonatal de 15 a 30 por cada 1,000
nacidos vivos y en nuestro instituto (INPer) de enero a noviembre del ano 2013 se
reportaron 155 casos de sepsis neonatal de un total de 3,570 nacidos vivos , con una
incidencia de 43.4 por cada 1,000 nacidos vivos; cabe aclarar que al INPer ingresan,
en su gran mayoria, pacientes con peso menor a 1,000 gramos y/o con soporte
respiratorio

El estandar de oro para diagnosticar sepsis es el hemocultivo, pero su lectura tarda
entre 48 y 72 horas, ademas de que requiere de un volumen minimo de 9 mililitros
para llegar a un diagnostico fiable (14), por lo que, en el caso de neonatos, se
complica aun mas tomando en cuenta el peso y talla, asi como la cantidad de volumen
de sangre que se le puede tomar (maximo 1 mililitro) (15).

La presentacion clinica inespecifica y la falta de pruebas de diagndstico fiables, son
las razones por las cuales los médicos tratantes de pacientes con sepsis instauran la
terapia antimicrobiana profilactica a la menor sospecha clinica de infeccion; el
esquema antimicrobiano actualmente recomendado es el combinado, como: penicilina/

ampicilina y gentamicina, que hace posible cubrir un amplio espectro de posibilidades
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diagndsticas, incluida la infeccion por Gram negativos y Gram positivos (16) y en
casos de sepsis tardia las cefalosporinas de primera y de segunda generacion solas
pueden usarse en casos de infeccion (por E. coli o Klebsiella) (17)

Debido a que las manifestaciones clinicas de la sepsis neonatal son inespecificas,
para poder establecer un diagnostico oportuno, se han realizado esfuerzos para su
deteccion, estableciendo parametros paraclinicos como es; el conteo leucocitario, la
proteina C reactiva elevada (PCR), incremento de sedimentacion globular (VSG),
biometria hematica, sin embargo, estos esfuerzos no han podido ayudar al quehacer
médico lo suficiente como para establecer un diagnostico rapido, sensible y especifico
(18 -19)

Se han propuesto otros métodos de analisis para el diagndstico de sepsis y/o
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, a través de biomarcadores de superficie
celular

TREM-1 (del inglés Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells-1) que es uno de
los receptores que potencia la respuesta inflamatoria (20) y que podemos encontrar
tanto en forma soluble como en membrana de células mieloides; y se ha propuesto
como biomarcador de infeccion para diferenciar a los pacientes sépticos de aquellos
que presentan SIRS (de etiologia no infecciosa) (21)

Para el caso de las moléculas de membrana, pueden ser receptores o moléculas
necesarias para la activacion celular; los receptores pueden estar en diversas células
incluyendo a las del sistema inmune innato o adaptativo, y cumplen funciones como
potenciacion de la inflamacion o coestimulacion durante la presentacion de antigeno.
El estudio de inmunofenotipos como herramienta diagndstica ha servido para la

identificacion y cuantificacion de distintas poblaciones celulares con base a la
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expresion diferencial de marcadores de membrana (22) este tipo de analisis se realiza
empleando anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos de diferentes
espectros de emisién, lo que hace posible el analisis de estadios de diferenciacion y
activacioén celular en diferentes poblaciones.

Las moléculas de membrana, estudiadas durante la sepsis pueden ser HLA-DR; que
es una molécula del complejo principal de histocompatibilidad clase I, se sabe que en
la sepsis existe una reduccion en el porcentaje de células que expresan HLA-DR vy
correlaciona con un mal pronéstico (23). Entre las células que se sabe disminuyen
drasticamente la expresién de HLA-DR en superficie se encuentran los monocitos (24).
La expresion en porcentaje de HLA-DR es menor en neonatos que en adultos, y este
valor se modifica en procesos patolégicos como sepsis, sindrome de estrés
respiratorio o asfixia perinatal (25). Por otro lado, la expresién de HLA-DR varia en
estados inflamatorios sistémicos no infecciosos como politraumatismos o pancreatitis.
Un receptor que en estudios in vivo se ha demostrado amplifica la respuesta
inflamatoria es TREM-1 (26 - 27). Esta molécula es una glicoproteina de la familia de
las inmunoglobulinas con un dominio extracelular, que se expresa en neutrofilos,
monocitos y macrofagos que infiltran tejidos danados por bacterias. Hay reportes que
demuestran que la presencia de bacterias extracelulares incrementa la expresién de
TREM-1; y estudios in vitro e in vivo en los que se observa que el LPS incrementa su
expresion (28 - 29). Sin embargo, ensayos posteriores demuestran que TREM-1 esta
asociado tanto con procesos inflamatorios infecciosos como no infecciosos (30 - 31).
Se ha determinado la expresidon de marcadores que podrian ser utiles para la
identificacion leucocitaria de pacientes con sepsis, por ejemplo; en el neonato sano el

91% de las células CD3'CD4" expresan CD45RA", sin embargo en neonatos con
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factores de riesgo para sepsis se ha detectado un incremento de células CD45RO" lo
cual sugiere la activacion de células (32 - 33 ). Se ha determinado que el porcentaje de
linfocitos T CD45R0O" aumentan lentamente desde el nacimiento hasta la edad de 15-
16 afos alcanzando una proporcion del 45% de las células analizadas (34 - 35). En
nuestro estudio el marcador CD45RA sera utilizado para reconocer células en estado
de reposo, mientras que el marcador CD45RO sera utilizado para reconocer células
activadas o de memoria.

Se ha propuesto que otras moléculas pueden servir como marcadores de activacion,
por ejemplo CD69, una glicoproteina de 28-34 kD que se expresa tempranamente
durante la activacion de linfocitos, monocitos y plaquetas (36), hasta el momento se
desconoce el papel especifico que desarrolla CD69 dentro del proceso de activacion
celular. En células NK, la expresion de CD69 se propone como un marcador sensible
para infeccién neonatal e incluso se ha propuesto utilizar el panel: CD69, CD45RO/RA,
para seguimiento de sepsis neonatal (37).

Los monocitos CD14°CD16"9" constituyen el 10% del total de monocitos, pero su
numero se incrementa notablemente en presencia de inflamacion, local o sistémica,
por lo que se les ha llamado “pro-inflamatorios”, ya que tienen una mayor capacidad
para producir TNF-a con una baja produccion de IL-10 y una alta expresion de HLA-
DR" y de 6xido nitrico sintasa (24) . En ellos también se ha reportado la expresion de
IREM-2.

El receptor de inmunoglobulina de alta afinidad, CD64, que favorece la fagocitosis;
también se incrementa de acuerdo con la severidad de la enfermedad y se ha

propuesto como marcadores para diferenciar a las etapas de sepsis con sepsis severa
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y choque séptico. Sin embargo, al relacionar los niveles de CD64 en PMN en
pacientes sépticos con la cuenta de leucocitos o niveles de proteina C reactiva
plasmatica, los resultados son sumamente variable, por lo que se sugiere que este
marcador se use en conjunto con otros biomarcadores de superficie celular (38).
OBJETIVO GENERAL
Identificar las diferencias fenotipicas y de distribucion de leucocitos de sangre de
cordén umbilical de pacientes con SIRS y sujetos sanos a través de los marcadores
CD45, CD3, HLA-DR, CD14, CD69, CD64, CD16, TREM-1, IREM-2 evaluados por
citometria de flujo.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificacion clinica de pacientes con SIRS y sujetos sanos con base en

criterios de inclusion, exclusiéon o eliminacion.

2. Determinar el porcentaje de células positivas para CD45, CD3, HLA-DR, CD14,
CD16, CD64, TREM-1, IREM-2 y CD69, en leucocitos de muestras de sangre

de corddn umbilical de pacientes con SIRS y sujetos sanos.

3. Determinar la Intensidad Media de Fluorescencia (MFI) de CD45, CD3, HLA-
DR, CD14, CD16, CD64, TREM-1, IREM-2 y CD69, en leucocitos de muestras

de UCB de pacientes con SIRS y sujetos sanos

HIPOTESIS
Muestras de sangre de cordéon umbilical de neonatos con Sindrome de Respuesta
Inflamatoria Sistémica y sanos expresaran diferencialmente los marcadores

estudiados.



17

MATERIAL Y METODOS.

El presente estudio se realizé tanto en el Laboratorio de Biologia Celular del Instituto
Nacional de Perinatologia, Isidro Espinosa de los Reyes, con la supervision del Dr.
Arturo Cérbulo Vazquez, como en la Unidad de Investigacion Médica en
Inmunoquimica (UIMIQ) del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) con la
supervision del Dr. Armando Isibasi Araujo y la Dra. Lourdes Andrea Arriaga Pizano.
Tamafio de muestra.

Trece muestras de sangre de cordon umbilical de neonatos sanos con edad
gestacional 39.1 +- 1.3 semanas de gestacion y 9 muestras de sangre cordon
umbilical de pacientes con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica con edad
gestacional 34.5 +- 4.1 semanas de gestacion fueron analizadas.

Método de muestreo.

Los sujetos estudiados fueron aquellos que cumplieron con los criterios de inclusion y
que sus padres o tutores aceptaron por medio de una carta de consentimiento
informado participar en el proyecto, donando una muestra de sangre cordén umbilical
Se colectaron veintidos muestras de tres ml de sangre de corddn umbilical procedente
de neonatos que presentaron o no factores de riesgo en la sala toco quirurgica del
Instituto Nacional de Perinatologia en tubos con EDTA (BD, sistema vacutainer Ref.

367856).



Grupo de estudio.
Sanos.

Criterios de inclusion.
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Madre sana en trabajo de parto, sin comorbilidad y que haya firmado la carta de

consentimiento.

Criterios de exclusién
Parto multiple, alteracién genética o cromosomica.
Madres tratadas, en los ultimos seis meses con corticosteroides sistémicos.
Madre con antecedentes de toxicomania.
Madre con comorbilidad.
SIRS

Criterios de inclusion.

Madre con signos y sintomas clinicos de infeccion intramniotica.
Madre con ruptura prematura de membrana >18 horas.
Madre diagnosticada con corioamnioitis.

Criterios de exclusién
Recién nacido al cual se le inicie abordaje diagndstico por sospecha de sepsis
neonatal tardia.
Pacientes asfixiados, con sindrome de aspiracion de meconio, pacientes con
gastrosquisis u onfaloceles, pacientes con sospecha o confirmacion de enterocolitis
necrosante.

Protocolo de tincion de superficie celular para citometria de flujo.

En tubos de 12 x 75 mm de polipropileno (Cat. 352058) para citometria se realiz6 la

tincion de leucocitos, se usaron anticuerpos monoclonales dirigidos contra moléculas
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de superficie en poblaciones leucocitarias de interés presentes en sangre de neonato.
Las células se incubaron en 900 mL de solucion de lisis (Cloruro de Amonio 16.58g/L,
Bicarbonato de Sodio 8.4g/L, EDTA 0.146g/L y agua mili-Q c.b.p. 1mL) por cada 150
mL de sangre (aproximadamente 600 mil células), las muestras fueron
homogeneizadas con vortex durante 3 segundos y se incubaron durante 5 minutos en
oscuridad. Al final del tiempo de incubacién se agrego 1.0 mL de PBS 1x y se
centrifugd a 1500 rpm por 5 minutos. Se decanto el sobrenadante y se resuspendio el
botdn celular al agregar 150 mL de PBS 1x, esta es la suspension celular.
Posteriormente las células de neonato fueron incubadas con anticuerpos que
reconocen marcadores de superficie a fin de identificar a los linfocitos T (CD3"CD45"),
linfocitos B (HLA-DR*CD45" y baja complejidad), monocitos (CD14"CD45") asi como
la caracterizacion por la expresion diferencial de: CD69*, TREM-1*, IREM-2" CD16",
CD64", HLA-DR" .

Se tifieron 150 uL de sangre de corddn umbilical (UCB), se agregaron mezclas de
anticuerpos, la cantidad agregada se obtuvo al titular cada anticuerpo, la sangre total y
la mezcla de anticuerpos se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad, después se agregaron 250 uL de solucion lisis (FACS Lysing Solution, BD
Cat. 349202) previamente diluida a 1:10 del STOCK y se incubaron por 10 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente las células se lavaron por
centrifugacion agregando 1 mL de Solucién Buffer de Fosfatos (PBS) y fueron re

suspendidas las células en volumen minimo residual de 70uL.
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Adquisiciéon de datos en el citémetro de flujo.

Las muestras se adquirieron en el citometro FACSAria de BD, se realiz6 el ajuste de
los voltajes usando los parametros FL1, FL2, FL3, FL4, FL5, FL6, FL7 y FL8 hasta
obtener los niveles basales de fluorescencia. Se adquirieron para el andlisis hasta
10,000 células por muestra. El analisis de los datos se realizé utilizando el software

Infinicyt.
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RESULTADOS

Datos descriptivos de la poblacion analizada

Se analizaron 22 muestras de sangre de cordon umbilical, de 13 recien nacidos sanos
y 9 de neonatos diagnosticados con Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistemica.
Las caracteristicas clinicas de la poblacion de pacientes seleccionados se muestra en
el cuadro 1 en el caso de los neonatos sanos la edad promedio en semanas de
gestacion fue de 39.1 + 1.3 SDG. Los recien nacidos fueron sanos al nacimiento y con
pesos y talla adecuados para sus edades gestacionales, todas las muestras fueron
capturadas al momento del nacimiento. La calificacion Apgar al minuto y cinco minutos
de vida fueron altas, lo que representa un buen indicador de que las muestras podrian
reflejar la proporcién de células con inmunofenotipos en condiciones fisioldgicas. De la
misma manera podemos mencionar que las calificaciones de Silverman reportadas al
nacimiento para los recien nacidos son indicativos de que los inmunofenotipos
detectados podrian ser los presentes en condiciones fisiolégicas. En el caso de los
pacientes con SIRS la edad gestacional fue menor edad promedio 34.5 +- 4.1 con
peso y talla adecuadas para la edad gestacional, el apgar al minuto y a los 5
minutos fue menor con respecto a grupo de SIRS y la puntacion de silverman fue
mayor

Andlisis del inmunofenotipo celular.

1. Patrones clasicos de tamafio contra complejidad relativa por citometria de
flujo.

Las células de sangre fueron colectadas como se describe metodologia para ser

tefiidas y analizadas por citometria de flujo.
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La FIGURA 1 expone gréaficos de puntos (Dot plots) de complejidad célular (SSC-A
Exp) contra tamafo (FSC-A Linear) de muestras de sangre de cordon umbilical, este
grafico nos permite distinguir tres poblaciones leucocitarias: poblaciones de bajo
tamano y baja complejidad (linfocitos), mediano tamafio y mediana complejidad (
monocitos), poblaciones de mayor tamafio y mayor complejidad ( granulocitos) tanto
en neonatos sanos(A) como de neonatos con SIRS (B).

2. Definicion de leucocitos totales.
La figura 2 muestra las imagenes representativas que sirvieron para definir leucocitos
totales de muestras de sangre de cordon umbilical, donde se logro identificar
leucocitos de forma simultanea a partir de 6 parametros.
La estrategia de analsis para cada unos de los sujetos estudiados fue la misma, donde
se utilizaron 3 graficos de puntos:
Grafico 1, FS-tamafio area (FSC-A) contra FS-tamanio altura (FSC- H), lo que permite
distinguir eventos agregados y eventos que fueron adquiridos de forma individual
(singletes) por el citdmetro.
Grafico 2, Complejidad celular (SSC-A Exp) contra tamafno (FSC-A Linear) que
permite seleccionar eventos viables de tamafo contra complejidad.
Grafico 3, Complejidad celular (SSC-A) contra CD45, permite distinguir leucocitos de
eritrocitos, al ser CD45 el antigeno comun leucocitario.
3. Estrategia de analisis para la definicion de sub poblaciones leucocitarias
Ya definida las poblaciones celulares positivas para CD45, se procedid a la
identificacion de A) linfocitos, B) monocitos y C) granulocitos; a partir de patrones de
tamano contra tamafio, tamafo contra complejidad relativa, asi como la utilizacién de

marcadores de identificacién (CD3, CD56) como se muestra en la FIGURA 3
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Como podemos observar en la GRAFICA 1 hay una menor proporcion de linfocitos en
neonatos con SIRS comparados con los neonatos sanos; en monocitos se puede
observar que hay una mayor proporcion en muestras de neonatos con SIRS, sin
embargo en granulocitos no se observan diferencias significativas.

Una vez identificadas las poblaciones de leucocitos (linfocitos, monocitos y
granulocitos), se procedié a la clasificacion de linfocitos, utilizando marcadores de
identificacion (CD3, HLA-DR), como se puede observar en la FIGURA 4 para la
definicion de linfocitos T y linfocitos B.

A células de menor tamafio y complejidad que resultaran ser positivas para CD3",
negativas para CD56°, CD16" y CD14  se clasificaron como linfocitos T; a células
fueran negativas para CD3,, CD16°, y CD56°, pero positivas para HLA-DR®, se
definieron como linfocitos B.

La GRAFICA 2 resume los resultados encontrados con respecto al porcentaje y el
nivel de expresion (MFls) de los poblaciones celulares analizadas en sangre de cordon
umbilical de A) neonatos sanos y B) con Sindrome de respuesta inflamatoria sistemica
Los resultados obtenidos muestraron un aumento en el nivel de expresion de células
CD3" en muestras de pacientes con Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistemica .
La proporcion de linfocitos B es mayor en neonatos con SIRS que en neonatos sanos,
no se observan diferencias significativas en el nivel de expresién de HLA-DR , y en la
proporcion de linfocitos T.

Una vez que las poblaciones celulares linfoides y mieloides fueron definidas en
muestras de sangre de corddn umbilical, el siguiente objetivo fue analizar la proporcion
y el nivel de expresion de marcadores de activaciéon en las diferentes poblaciones

celulares a analizar. Para el analisis de los marcadores se generaron dos estrategias;



24

a) analizar la proporcién y nivel de expresién de marcadores de activacion de linfocitos
T y B en las muestras sangre de cordon umbilical de neonatos sanos y con SIRS como
es en el caso del marcador CD69, y b) para el caso de monocitos los marcadores
analizados fueron: HLA-DR, TREM-1, IREM-2, CD16 y CD64

Caracterizacion de células linfoides CD69" en muestras de sangre de cordon
umbilical.

La Figura 5 muestra imagenes representativas de la expresion de CD69" en células T
y B de muestras de sangre de cordon umbilical de neonatos sanos y con SIRS, estos
resultados muestran una clara expresion de células CD69 en muestras de neonatos
con SIRS para linfocitos T y B.

CD69 es un marcador de activacion temprana, que como podemos apreciar en la
grafica 3 se expresa en mayor proporcion en linfocitos de pacientes con SIRS,
comparados con la proporcién de linfocitos de neonatos sanos.

Caracterizacion de células mieloides para marcadores de activacion IREM-2%,
TREM-1*, HLA-DR", CD64", CD16" en muestras de sangre de cordén umbilical.

En la figura 6 se muestran imagenes representativas de los marcadores TREM-17,
IREM-2*, HLA-DR", CD64" y CD16" expresados en monocitos (CD45+CD14+) de
sangre de cordon umbilical de neonatos sanos (A) y de neonatos con diagnostico de
SIRS (B)

El valor promedio y las desviaciones estandar de las proporciones e intensidad media
de la fluorescencia de células positivas para los marcadores de caracterizacion

propuestos en el panel son mostrados en la grafica 4
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En estas graficas se puede observar que la expresion de IREM-2 en monocitos de
sangre de corddn umbilical de neonatos sanos es mayor que en neonato con SIRS,
sin embargo no muestra diferencia significativas en cuanto a la intensidad media de la
fluorescencia. El porcentaje de expresion de TREM-1 y HLA-DR muestra diferencias
significativas entre los grupos analizados, con una mayor proporcion en el grupo de

neonatos con SIRS.
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DISCUSION.

Aunque existen diferentes estrategias que tratan de mejorar el manejo de sepsis, lo
cierto es que todavia no se cuenta con una herramienta de laboratorio que valore mas
de cinco parametros de forma simultdnea y que sea util para la rapida toma de
decisiones (aproximadamente 2 horas) en el manejo de pacientes con SIRS/sepsis.
Por lo que pretendemos es entonces generar un panel diagndstico que ayude a
diferenciar e identificar con certeza pacientes que estén cursando un cuadro de
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) y pacientes con sepsis neonatal
basado en citometria de flujo, de facil interpretacion, rapido en su realizacién (2 horas),
con un volumen minimo de muestra (150 pL de sangre de cordén umbilical) que iguale
el valor predictivo positivo del abordaje diagnostico en el Instituto Nacional de
Perinatologia.

Para cumplir nuestro objetivo, se identifico clinicamente pacientes neonatos con
signos clinicos de Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica o con sospecha de
sepsis temprana, se determinoé la presencia de linfocitos T y B, asi como de monocitos
y polimorfonucleares por citometria de flujo.

En el presente trabajo se caracterizo poblaciones monociticas a través de la expresion
de moléculas de activacion celular: TREM-1, HLA-DR, IREM-2, CD16, CD64, CD69.
Se sabe que estas moléculas indicadoras de activacion celular modifican su expresion
en superficie celular hasta con dos logaritmos de diferencia en los estadios tanto pro-
inflamatorios como de inmunoparalisis caracteristicos de sepsis de adultos, aunque se
desconoce si estos mismos marcadores cuentan con el mismo valor al ser analizados

en muestras de neonatos sépticos.
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Hasta el momento para el manejo de sepsis no se cuenta con una herramienta de
laboratorio que sea util para la toma rapida de decisiones en el manejo de pacientes
(después de 2 horas de tomada la muestra), el contar con herramientas diagndsticas
para SIRS, de alto valor pronéstico y/o diagndstico, “temprano y oportuno”, basados en
citometria de flujo, permitird que el analisis de paneles y no de marcadores unicos se
puedan implementar para su uso en centros de segundo Yy tercer nivel de atencion, ya
que en varios de estos centros de atencion se cuenta con citdmetros de flujo en los
laboratorios clinicos.

Adicionalmente, la citometria de flujo permite la obtencion de multiples datos respecto
a las células que expresan los marcadores de activacion y las modificaciones en la
expresion de los mismos a partir de un volumen pequefio de muestra (0.25 de sangre
total) en un corto tiempo (dos horas a partir de la recepcion de la muestra para los
marcadores de superficie).

Una vez identificados los paneles de utilidad, la técnica podra adaptarse para poder
ser utilizada con citdmetros de flujo, como los que se encuentran en los laboratorios
clinicos de segundo nivel de atencion, lo que deja accesible estos paneles a un gran

numero de medicos tratantes de pacientes con sepsis neonatal.



28

CONCLUSIONES

1. Leucocitos de sangre de cordon umbilical de sujetos sanos y pacientes con SIRS
NO presentan diferencias mayores en los patrones de tamafio contra complejidad
clasicos por citometria.

2. Los porcentajes de linfocitos y monocitos analizados por citometria de flujo podrian
ser de utilidad para diferenciar muestras de neonatos sanos de las de pacientes con
SIRS.

3. El porcentaje y valor MFI para CD69 en linfocitos T y B es un marcador util para
diferenciar entre muestras de sujetos sanos de las de muestras de casos.

4. El porcentaje de TREM-1 y HLA-DR, asi como el valor MFI para CD64 en monocitos
es de utilidad para diferenciar entre muestras de sujetos sanos de las de muestras de

Ccasos.
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APENDICE 1. CUADROS Y FIGURAS

Cuadro 1. Datos somatometricos de la poblacion en estudio
Promedio = DE
Variable Sanos SIRS
GENERO M/F M (7), F (6) M (6), F (3)
Edad gestacional 39.1+£13 345141
(SDG)
Peso () 2911.3 £458.2 1833.6 + 957.6
Talla(cm) 48.7+ 2.4 43.1+56
APGAR (minuto 1) 8 6
APGAR (minuto 5) 9 8
SILVERMAN 2 3
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Figura 1. Patrones clasicos de tamafio contra complejidad de muestras de sangre de cordon umbilical

de A) neonatos sanos y B) neonatos con SIRS
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FIGURA 2
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Figura 2. Definicion de leucocitos totales en muestras de UCB de A) neonatos sanos y con B) SIRS, en
esta figura se pueden visualizar patrones de distribucion leucocitaria ,discriminacion de debris que se
hace de manera simultanea a partir de 6 parametros (FSC-A, FSC- H, SC-A Exp, FSC-A Linear, CD45).
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FSC-H LINEAR

SSC-A Exp-55C Lew
SSC-A Exp CLew
SSC-A Exp-55C Lew

o
FSC-A LINEAR

=ana) 100000 250000

I T~ Y )

!
|
:

SSC-A Exp-55C Lew
SSC-A Exp-55C Lew

SSC-A Exp-55C Lew
o

[
i
u
S
S
¥
o
w
u

®
1 1E1 1EZ  1E3  1E4  1ES

0
FSC-A LINEAR €D4E:Alexa Fluer 420-A LOGARIT|

o
FSC-A LINEAR

Figura 3. Definicion y clasificacion de poblaciones leucocitarias. A) Definicion de Linfocitos,
se selecciono poblaciones de baja complejidad y tamario, asi como células positivas y negativas
para CD3.

B). Definicién de monocitos, se selecciono poblaciones celulares de mediana complejidad y mediano

tamafio, negativos para CD3
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FIGURA 4
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Figura 4 Estrategia de analisis para la definicion de subpoblaciones linfocitarias
FIGURA 5
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Figura 5. Caracterizacion de linfocitos CD69+
en Sangre de Corddon Umbilical (UCB). Imagenes representativas de la proporcién de linfocitos T y B
positivos para CD69 en UCB de sujetos sanos y SIRS.
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FIGURA 6
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Figura 6 Proporcién de monocitos en sangre de cordon umbilical (UCB) de sujetos A) sanos y con B)
SIRS
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APENDICE 2. GRAFICAS.

GRAFICA 1
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Grafica 1. Proporcion leucocitaria. Se muestra el valor promedio y error estandar de los
porcentajes de las poblaciones leucocitarias (linfocitos, monocitos y granulocitos), de muestras
de sangre de corddn umbilical de sujetos sanos y con SIRS. P<0.05, *P 0.0135, *P 0.0101, U
de Mann Whitney.
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Grafica 2. Porcentaje e MFI de linfocitos de sangre de corddén umbilical. Porcentaje e MFI de
linfocitos de sangre de corddn umbilical.
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Se muestra el valor promedio y error estandar de las proporciones e intensidades media de la
fluorescencia de los linfocitos T y B de muestras de sangre de corddon umbilical de neonatos
sanos y con Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica. A) P<0.05: *** P 0.0009 B) ** P
0.0062 U de Mann Whitney
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Grafica 3 Proporcion e Intensidad Media de la Fluorescencia (MFI) de linfocitos T y B. Se
muestra el valor promedio y error estandar de las (a) proporciones y (b) MFI para los
marcadores CD69 de muestras de sangre de cordén umbilical de sujetos sanos y con SIRS.
Prueba de U de Mann Whitney. ***p<0.05
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