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RESUMEN

La sepsis es una enfermedad grave en la que se desarrolla falla organica en presencia de
infeccion. Esta involucra la activacion de sistemas como el inmunoldgico, endotelio y de
coagulaciéon. Multiples estudios se han hecho para evidenciar la afeccion que las diferentes
subpoblaciones de leucocitos presentan tanto en su distribucion como capacidades
funcionales. Una de las técnicas citdbmicas mas utilizadas para ello es la citometria de flujo.
Es frecuente que la identificacion de poblaciones leucocitarias mediante esta técnica se base
en los parametros de tamafio y granularidad. Desafortunadamente, estos patrones se
modifican en los pacientes con sepsis por la activacion leucocitaria que involucra la
degranulacion de neutrdfilos e incremento del tamafio de neutréfilos y monocitos, por ejemplo.
El analisis también se dificulta por la presencia de eritrocitos resistentes a la lisis, que afectan
los patrones de difraccion frontal y lateral del laser con los que se establece el tamafio y

complejidad de las células analizadas.

Dado que en la busqueda de moléculas como CD16, CD64 y HLA-DR, que se han propuesto
como biomarcadores en fagocitos circulantes en sepsis, es indispensable discernir
correctamente entre las subpoblaciones de leucocitos circulantes. Proponemos el uso del
marcador CD45, que se expresa constitutiva y diferencialmente en leucocitos, para mejorar
la identificacion de las subpoblaciones leucocitarias. Asi, utilizando archivos FCS 3.0
obtenidos al analizar con un citdbmetro de flujo las muestras de pacientes adultos con sepsis
(n=17) y de voluntarios sanos (n=9), se aplicaron dos diferentes algoritmos de analisis: A) en
el que no se utiliza el marcador CD45 y que basa la identificacion de subpoblaciones
leucocitarias en los parametros FSC y SSC; y B) que incluye al marcador CD45, ademas de
los parametros FSC y SSC para la identificacion de subpoblaciones leucocitarias. De ambos
algoritmos se determinaron, tanto en sujetos con sepsis como voluntarios sanos, las
frecuencias (%) y niumeros absolutos de linfocitos, granulocitos y monocitos, asi como de los
subtipos de monocitos: clasicos, no clasicos e intermedios; basados en la expresion
diferencial de CD14 y CD16.

Encontramos que en el caso de muestras de sujetos sanos, la aplicacion del algoritmo Ay B
permite casi indistintamente la visualizacion de linfocitos (L), monocitos (M) y granulocitos (G).
Sin embargo, en el caso de las muestras de sujetos con sepsis se requiere de aplicar el
algoritmo con CD45 para claramente distinguir las subpoblaciones mayoritarias. Solo al
aplicar el algoritmo B (que incluye CD45) tanto la linfopenia y granulocitosis son significativas

en sujetos con sepsis en comparacion con sujetos sanos (p<0.001). Esto se asocié con mayor



dispersion (variacion) de patrones de difraccién frontal y lateral que tienen los leucocitos de
los pacientes con sepsis (Sepsis algoritmo A vs B: Linfocitos 93.5 vs 105; monocitos: 109 vs
90 y granulocitos: 88.3 vs 78.6) a diferencia de los sujetos sanos, que no presentan diferencias
entre aplicacion de algoritmo A y B (p>0.05). Respecto a las subpoblaciones de monocitos
gue se basan en la expresién diferencial de CD14 y CD16, no encontramos diferencias entre
la aplicacion del algoritmo A o B para su identificacion ni en muestras de sujetos sanos ni con
sepsis. Concluimos que en el caso de pacientes con enfermedades inflamatorias sistémicas
severas, como la sepsis, se debe incluir CD45 para el analisis de leucocitos circulantes para

evitar la subvaloracion de granulocitos y sobrevaloracion de linfocitos.



INTRODUCCION

El sistema inmunoldgico es un complejo compuesto por células y moléculas distribuidas

tanto en los llamados érganos linfoides y otros tejidos corporales (Fig.1). Su principal

funcién es la de defender al organismo de infecciones, ya sea por bacterias, virus, hongos

0 parasitos. Adicionalmente, el sistema inmunolégico puede también reconocer y

reaccionar ante otros agentes potencialmente dafinos que causen, por medios fisicos

(como quemaduras o traumatismos) o quimicos, destruccion de los tejidos?, asi como se

propone que también puede reaccionar frente a células transformadas (o cancerosas) 2.

Organos linfoides

e 5 ¢
| Primarios Secundarios

Figura 1. Organos del sistema
inmunolégico. En la vida extrauterina, los
leucocitos son originados en la médula 6sea
hematopoyéticamente activa. De alli salen y
varios de ellos son transportados a través del
sistema linfoide a 6rganos linfoides para
terminar su proceso de diferenciacion,
conocidos como 6rganos linfoides secundarios,
gue incluyen al bazo, ganglios linfaticos, y a los
tejidos linfoides asociados a mucosas, o MALT
(por Mucosa-associated lymphoid tissue), como
las amigdalas. Modificado de Mescher, 2013 3.



Este sistema incluye componentes celulares y no celulares. Como se resume en la Tabla
1, entre estos componentes celulares se encuentran los diferentes tipos de leucocitos,
asi como células endoteliales y fibroblastos. En aquellos componentes no celulares se
encuentran diferentes biomoléculas que incluyen a los anticuerpos, componentes del
complemento, citocinas y sus receptores, quimiocinas, alarminas y resolvinas, por

ejemplo -4,

TABLA 1. Componentes celulares y solubles del sistemainmunolégico.

COMPONENTES CELULARES COMPONENTES NO CELULARES
Leucocitos Citocinas

- Linfocitos (T, B, NK, NKT, etc.) - Proinflamatorias

- Monocitos/Macroéfagos - Antiinflamatorias

- Granulocitos (Neutrofilos,

Basofilos, Eosindfilos)

- Ceélulas dendriticas

- Mastocitos
Células endoteliales Receptores de citocinas
Fibroblastos Anticuerpos (IgM, IgG, IgA, IgE, IgD)
Plaguetas Quimiocinas
Eritrocitos Defensinas (Péptidos antimicrobianos)
Queratinocitos Especies reactivas de Oxigeno / Nitrdgeno
Alarminas
Resolvinas

Complemento

Mucinas

Abreviaturas: NK: Linfocito Asesino Natural (Natural Killer); NKT: Linfocito T Asesino Natural
(Natural Killer T Cell); Ig: Inmunoglobulina .
Basado en Abbas, (2016); Mescher, 2013; y Sanz (2017) 134,



Para su estudio, el sistema inmunolégico se divide en dos ramas: la innata y la adaptativa.
El sistema inmune innato es la primera linea de defensa y esta formado por células como
monocitos, granulocitos o células polimorfonucleares, entre otras. Estas pueden resolver
la infecciobn o formar barreras fisicas que no permitan el acceso de esta o su
diseminacién, es decir, su contencion; y también lo componen barreras quimicas, asi
como mediadores solubles, como el sistema del complemento, de la coagulacion,

enzimas, etc.

La respuesta inmediata que se da ante infecciones o dafio tisular corresponde a la que
ocurre en las primeras 4 h de generados los agentes disparadores de la respuesta; esta
caracterizada por citocinas y otros componentes solubles liberados y activadores de
células residentes de tejido y circulantes, pertenecientes primordialmente al linaje
mieloide, y que ejecutan en la siguiente fase de respuesta (>4 h) actividades para la
eliminacion de patégenos y/o deshechos celulares, como es el caso de la fagocitosis °.
Todo lo anterior corresponde a la respuesta inflamatoria que es uno de los componentes

principales de la respuesta inmunolégica innata.

- Inicio del proceso inflamatorio
Cuando el organismo entra en contacto con un agente infeccioso o bien con moléculas
gue indican que hay algun tejido y/o células dafiadas, se activan los mecanismos de
reconocimiento ©. Asi, el sistema inmune innato sensa o reconoce diferentes patrones
moleculares del patégeno (6 PAMPs, por Pathogen Associated Molecular Patterns) a
través de los receptores PRRs (Pattern Recognition Receptors por sus siglas en inglés).
Ademas de la sefializacion derivada de la activacion de estos PRRs, el reconocimiento
de los patogenos por parte del sistema inmune innato llevard también a la activacion del
sistema del complemento, fagocitosis, y autofagia . La magnitud o eficiencia de la
respuesta de un organismo ante un “insulto” es del tipo multifactorial, y depende tanto de
factores genéticos y fisiologicos del hospedero, como de factores del agente

microorganismo o patdégeno °.



Asi mismo, se puede activar la respuesta inflamatoria en presencia de DAMPs (Damage
Associated Molecular Patterns por sus siglas en inglés) provenientes de dafio a algun
tejido. El dafio puede ser causado por un agente quimico, fisico o incluso microbiolégico;
estos DAMPs, de igual manera pueden ser reconocidos por los PRRs 8y llevar a cabo la

activacion del sistema inmune innato.
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Figura 2. Inicio del proceso inflamatorio. El proceso inflamatorio se inicia cuando un agente
microbioldgico, quimico o fisico entra al organismo y despierta una respuesta inmunitaria. Esta
tltima puede ser causada porque PRRs sensan PAMPs del agente patdogeno, o DAMPs
generados por dafio al organismo. Este reconocimiento produce que estas células se activen y
favorezcan el reclutamiento de otras para combatir eficientemente al causante de la alteracion de
la homeostasis. Y estas células, a su vez, liberan diferentes mediadores inflamatorios. Modificado
de Medzhitov (2010) °.

La respuesta inflamatoria ademas del o los inductores y sensores mencionados, también
incluyen a los mediadores inflamatorios liberados y la respuesta que los otros
componentes tisulares tienen ante esta cascada de activacion. El tipo de sefializaciéon
involucrada dependera del tipo de receptor activado, la naturaleza del estimulo
inflamatorio o el ambiente donde este se desarrolle °. Los estimulos inflamatorios son
reconocidos por distintos PRRs que se encuentran en la membrana o al interior de las
células e incluyen a las familias de los TLRs, NLRs, CLRs, RLRs. Estos receptores al



reconocer PAMPs (p. €j. LPS, flagelina, peptidoglicano, RNA de doble cadena, entre
otros) o DAMPs (p. ej. HMGBL1, acidos nucleicos, acido arico, entre otros), sefalizan y
disparan respuestas inflamatorias y antimicrobianas al activar gran cantidad de vias de
sefalizacion, viéndose activadas o inhibidas distintas moléculas que forman parte de
estas vias, como por ejemplo, moléculas adaptadoras, cinasas, fosfatasas, factores de
transcripcion, entre otras, lo cual suele resultar en la expresion de distintos genes con la
sintesis de moléculas que favorecen e reclutamiento celular a los sitios de dafio. Estos
mediadores inflamatorios incluyen citocinas, quimiocinas, sus receptores y moléculas de
adhesion 7 (Fig. 2).

Cuando la respuesta inflamatoria es normal, debe contener y eliminar al agente
desencadenante. De no ser asi, en el caso de patdogenos microbianos, la infeccién
persiste ocasionando una respuesta descontrolada por parte del hospedero hacia el
patébgeno, que se perpetua en el tiempo (inflamacién crénica) y/o en el espacio:

inflamacién generalizada o sistémica®?2.

- Inflamacion sistémica: SIRS y Sepsis
La inflamacion sistémica lleva a la activacion tanto del sistema inmunoldgico, como del
endotelio, y el de coagulacién. Los distintos tipos celulares activados en inflamacién
sistémica incluyen a leucocitos circulantes, células endoteliales, y células residentes en
diferentes tejidos, todos los cuales liberan mediadores inflamatorios cuyo papel es activar
y reclutar a més células hacia los tejidos. De alli que a circulacion se liberen masivamente
citocinas, quimiocinas, formas solubles de moléculas de adhesion, factores de
coagulacion y proteinas de fase aguda, que en conjunto amplifican el fenbmeno por
mecanismos de retroalimentacion positiva. Ademas, y aparentemente como parte de los
mecanismos de contencién y eliminacion de los agentes infecciosos se producen
enzimas, especies reactivas de oxigeno o nitrdgeno, proteasas; moléculas todas las

cuales generan muy facilmente dafio celular, y en consecuencia, liberaciéon de DAMPs .
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Figura 3. Evolucién del proceso inflamatorio local hasta el desarrollo de sepsis. Existen
diferentes mecanismos que permiten que los procesos inflamatorios locales se autolimiten y
controlen gracias a moléculas anti-inflamatorias o resolvinas que permitiran que se inicien los
procesos de regeneracion tisular, o en su defecto, cicatrizacién. Sin embargo, si los mecanismos
de control no limitan eficientemente, esta inflamacién puede evolucionar a ser sistémica,
presentando signos caracteristicos que conforman al Sindrome de Respuesta Inflamatoria
Sistémica (o SIRS) y que también se presentan en sepsis, que puede evolucionar a choque
séptico

A este fendbmeno de inflamacion sistémica sin presencia de infeccidén se le conoce como
Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica, o SIRS, por sus siglas en inglés. Si este
proceso inflamatorio (SIRS) tiene como agente etioldgico una infeccion, y ademas se
acompafa de la falla de al menos un érgano que amenaza la vida del individuo, se le
denomina sepsis, de acuerdo al consenso Sepsis-3 llevado a cabo en 2016 (Fig. 3) °.
Desde el punto de vista médico es importante que se evidencie la presencia de infeccion
como agente causal, ya que la inflamacién sistémica puede ser causada por un
traumatismo, quemaduras, cirugias, pancreatitis agudas, u otros padecimientos 6. Para

el diagndstico de este padecimiento se utiliza una evaluacién conocida como SOFA



(Sequential Organ Failure Assessment), donde si el puntaje obtenido es mayor a dos, se

habla de falla organica *°.

Durante el proceso de sepsis y SIRS, la respuesta inflamatoria es heterogénea entre los
diferentes compartimentos del organismo, que se propone explica la afectacidon
diferencial de tejidos que lleva a la falla organica, caracteristica de estos estados °. De
alli que autores como Singer y cols, declaren: “el SIRS refleja Gnicamente una respuesta
del hospedero apropiada que es frecuentemente del tipo adaptativa. La sepsis involucra
falla organica, indicando una patobiologia mas compleja que la infeccibn que es

acompafiada por la respuesta inflamatoria” °.

La sepsis es una enfermedad de gran importancia a nivel clinico, particularmente en las
Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), ya que su incidencia a nivel mundial es alta.
Entre 2004-2009, en 20% de los hospitales de Estados Unidos se reportaron 300-1,000
casos por cada 100,000 personas, con un porcentaje de fatalidad de 14.7-29.9%; y
extrapolando estos datos, se da un estimado de 31.5 millones de casos de sepsis, 19.4
millones de sepsis severa, y 5.3 millones de muertes anualmente 8. Anteriormente, en el
mundo los casos eran causados mayoritariamente por las Gram-negativas, sin embargo,
con el transcurso del tiempo, las bacterias Gram-positivas han comenzado a aumentar el
porcentaje de casos en los que estas son identificadas como el agente causal.
Actualmente, las bacterias mas frecuentemente aisladas en los pacientes con sepsis son
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Klebsiella spp. vy

Pseudomonas aeruginosa. 1112 13,

Referente a México, hay un unico estudio epidemiolégico realizado por Carrillo-Esper y
cols * y publicado en el afio 2009, donde de 135 UCI's estudiadas (publicas y privadas),
reportan que 27.3% de los ingresos fueron debidos a sepsis, mientras que de estos,
30.4% de los pacientes fallecieron. Asi mismo, reportaron como la causa mas frecuente
la sepsis abdominal, seguida de sepsis pulmonar. A diferencia de lo reportado a nivel
mundial de que las bacterias Gram-positivas predominan como agente causal de

sepsis??, en México se ha observado que predominan las bacterias Gram-negativas,



(52% de los casos vs 38% de Gram-positivas y 10% de agentes fangicos). Sin embargo

también hay que considerar que en México la sepsis es una patologia subreportada'*.

En sepsis, el sistema del complemento se hiperactiva, lo mismo que el de coagulacion,
lo que conlleva a efectos perjudiciales al organismo dados por la liberacion de
anafilotoxinas; del sistema de la coagulacion y sistemas fibrinoliticos resulta la deposicion
de fibrina y por lo tanto, la formacion de microtrombos, asi como por la actividad
disminuida de mecanismos anticoagulantes. De manera importante, se observa
disfuncion endotelial dada por el aumento de procesos de adherencia de leucocitos y
migracion a la zona de infeccion, favoreciéndose asi la pérdida de la integridad de la
vasculatura. También se observa la produccion de NETs (o Trampas Extracelulares de
Neutrofilos) por parte de los neutréfilos, que en niveles excesivos pueden ser dafinos
para el organismo, e incluso se han encontrado que la cantidad de NETs junto con los
DAMPs como HSPs, acido durico, fibrinbgeno, mDNA, HMGB, entre otros estan

relacionados a la severidad de la enfermedad °8.

Ante esta respuesta inflamatoria, la produccion de citocinas posterior al reconocimiento
de PAMPs o DAMPs es de gran relevancia en el desarrollo de la enfermedad, ya que
estas son grandes reguladoras de la respuesta inmune. Se pueden agrupar en dos tipos,
aquellas que favorecen la inflamacion (proinflamatorias) y aquellas que inhiben la
inflamacion y favorecen la recuperacion (antiinflamatorias). La mayoria de las citocinas
ejercen su efecto a través de su unidn con receptores especificos para estas, ademas de
gue estas poseen un efecto pleiotropico y tienen gran diversidad de efectos en diferentes
tipos de células que son su blanco %15 Entre las citocinas proinflamatorias podemos
encontrar IL-1a, IL-183, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, IL-18, IL-33, TNF-a, familia de la IL-20, LIF
(Leukemia Inhibitory Factor), IFN-y, GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-
Stimulating Factor), G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor), entre otras. Y entre
las citocinas anti-inflamatorias se incluyen IL-1Ra, IL-4, IL-10, IL-11, IL-13, TGF-B, entre

otras 1°.
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Figura 4. Respuesta inmune inflamatoria y antiinflamatoria observada durante la sepsis.
En los pacientes con sepsis se propone que inicialmente ocurre una respuesta inflamatoria (SIRS)
dada por la elevacion de mediadores proinflamatorios, pero para ser contrarrestada, al poco
tiempo inicia una respuesta antiinflamatoria compensatoria (CARS) incrementando la liberacion
de mediadores antiinflamatorios. El proceso de sepsis conlleva la falla organica, y si no es
resuelto o tratado adecuadamente, puede llevar a la muerte. Modificado de Faix, 2013 6.

Como se menciond anteriormente, en sepsis, se desarrolla una etapa en la que se liberan
grandes cantidades de mediadores solubles de la inflamacién con progresion de la
enfermedad y, de acuerdo con algunos autores, la posterior regulacion negativa, es decir,
posterior a la etapa proinflamatoria (0 SIRS), se da el sindrome de respuesta anti-
inflamatoria compensatoria, 0 CARS (Fig. 4), por sus siglas en inglés, caracterizado por
la produccion de citocinas antiinflamatorias, disminucién de la presentacion de antigenos,
disminucion de la actividad de algunos linfocitos T, entre otras caracteristicas *’. Se ha
hipotetizado que este perfil anti-inflamatorio, en algunos casos, el causante de un estado
de inmunosupresion transitoria o inmunopardlisis, que predispondria a susceptibilidad a

infecciones secundarias, lo que incrementa la tasa de mortalidad en estos pacientes 18.
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- Alteraciones de leucocitos en el desarrollo de sepsis
Ante un proceso inflamatorio, los leucocitos que inicialmente son reclutados desde el
tejido sanguineo hacia los tejidos son los neutrofilos, que ademas son los leucocitos mas
abundantes en circulaciéon (50-70%) 1°20, Para su llegada hasta el sitio de infeccién, se
requiere de la presencia de citocinas y quimiocinas, y es necesaria se cumplan una serie
de procesos como son: 1) marginacion celular, desde el flujo central al periférico, que es
el que estd en contacto directo con las paredes internas del vaso sanguineo; 2)
rodamiento, mediado particularmente por selectinas e integrinas que favorecen la 3)
adhesion a la capa de células endoteliales, asi como la 4) transmigracion, a través de la

capa de células endoteliales 2.

Una vez en el tejido, el reconocimiento del agente infeccioso por leucocitos induce la
liberacion de citocinas, quimiocinas, y otros mediadores solubles lo que contribuye al
desarrollo de la enfermedad al amplificar y perpetuar el proceso inflamatorio °. Asi, por
ejemplo, los neutréfilos contribuyen al desarrollo del proceso inflamatorio en sepsis,
mediante la gran liberacién de gran cantidad de enzimas proteoliticas de sus granulos,
especies reactivas de oxigeno (EROs) y NETSs, que contribuyen al dafio de los 6rganos
donde se encuentren. Los neutréfilos que se encuentran en circulacion, al exponerse al
ambiente inflamatorio caracteristico de la sepsis, aumentan su adhesién al endotelio
vascular (lo cual contribuye a que se desarrolle hipoperfusion vascular o hipoxia) y
reducen su deformabilidad, es decir, sus membranas se vuelven rigidas dado por un
rearreglo del citoesqueleto ?2. Estos neutréfilos activados liberan gran cantidad de
moléculas de sus granulos, como lo son la mieloperoxidasa, elastasa, algunas enzimas
lisosdémicas, ERO’s, NET'’s, entre otras, contribuyendo al dafio al endotelio, asi como su
activacion, generando que las células endoteliales aumenten la expresion de moléculas
de adhesién, y otras moléculas que favorecen un estado trombogénico, dafiando aun

mas tejidos y érganos, favoreciendo el desarrollo de falla organica 23-2°,

Comunmente, el tiempo de vida media del neutréfilo en circulacion es de
aproximadamente 6 h antes de ser eliminados en bazo o higado; sin embargo al estar en

un sitio de infeccién y por el ambiente de citocinas generado, estos llegan a incrementar
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su tiempo de vida media mediante la resistencia a la apoptosis ?'. Jimenez y cols 2¢
reportaron un retraso en la apoptosis de alrededor de 4 veces en pacientes con SIRS a
comparacion de controles sanos. La neutrofilia (aumento en la cuenta de neutréfilos en
circulacién) es un aspecto caracteristico de la sepsis, y se debe tanto a esta resistencia
a la apoptosis, como al aumento en circulacion de formas inmaduras que corresponden
a las células en banda en circulacion, uno de los criterios para el diagnéstico de
sepsis'®?’, La respuesta granulopoyética de emergencia tiende a compensar la elevada
demanda de neutréfilos para combatir la infeccion 28, Este proceso de la granulopoyesis
es favorecido por la presencia de TNFa, IL-1 e IL-6 que contribuyen a la produccion de
G-CSF y GM-SCF, asi como a la disminucién de CXCL12 y aumento de CXCL1 2°.

Si bien estas células en banda poseen un mayor tiempo de vida con resistencia a la
apoptosis, su funcionalidad es menor que la forma madura de los neutréfilos'’, y también
se han reportado casos con neutropenia causada por la muerte celular debida a la sobre
activacion, por la ausencia de precursores mielociticos y/o que el reclutamiento de estos
hacia los tejidos rebasa su produccion por parte de la médula 6sea *°. Zonneveld y cols.
31 en un estudio bibliogréafico, encontraron que en pacientes con sepsis, los neutréfilos

sufren cambios (Fig. 5) como:

- Morfologia: Hay incremento en formas inmaduras (células en banda) respecto a
las formas maduras. Hay aumento en el tamafio el cual se relaciona con el estado
de activacién, asi como menor granularidad por la alta tasa de degranulacion que
llevan a cabo, asi como por la NETosis. Ademas, se observan otros cambios en
los componentes celulares, como la presencia cuerpos de Déhle, granulos téxicos,
entre otros.

- Movimiento: Deformabilidad disminuida, lo que no permite que atraviesen
adecuadamente la vasculatura para llegar al sitio de infeccion o dafo.

- Movilidad: Disminuye la migracion de los neutrofilos.

De igual manera, Lee y cols. 32 encontraron que, en pacientes con sepsis, a diferencia de

aguellos con infeccion localizada y de sujetos sanos, el tamafio de los neutréfilos y de
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monocitos era mayor, atribuyéndolo a neutroéfilos inmaduros y a monocitos activados, que
tienden a ser mas grandes y con menos granularidad. Lo mismo fue observado por
Urrechaga y cols. 23, reportando estos aumentos en el tamafio de neutréfilos y monocitos
ocasionados por los estados de activacion de estos como respuesta ante el agente
patdgeno, provocando estos cambios morfoldégicos que se propone deben tener
repercusiones funcionales, como menor capacidad fagocitica e incremento en la
produccion de especies reactivas de oxigeno, lo que favorece la persistencia de agentes
patdégenos y el dafio a los tejidos®4.

Sanos Sepsis

Cuenta

Proporcion
maduros:inmaduros

Tamano

Granularidad

Moléculas de
superficie

Deformabilidad

Neutrofilo maduro
(segmentado)

Figura 5. Alteraciones celulares observadas en neutrofilos durante el desarrollo del
proceso inflamatorio local y el desarrollo de sepsis. El estado inflamatorio presente durante
el desarrollo de infeccion local o de sepsis favorece que aumente el nimero de neutrofilos
maduros, asi como la proporcién de formas inmaduras en circulacién. Los mediadores solubles
inflamatorios que predominan, favorecen la activacion de estas células, observandose aumento
de tamafio y la degranulacion, y disminucion de la deformabilidad dada por rearreglos del
citoesqueleto. Modificado de Zonneveld, 2016 3.
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El ambiente inflamatorio de la sepsis, caracterizado por elevadas concentraciones de
citocinas y mediadores inflamatorios en circulaciéon también afecta a otros leucocitos,
ademas de que en los neutrofilos tiene un gran efecto sobre su funcionalidad. Se ha
reportado linfopenia a expensas de linfocitos T CD4*, CD8"*, y disminucion de células
dendriticas 3°; Urrechaga y cols. 32 observaron que ademas de la disminucién en la
frecuencia de linfocitos, también disminuye la de monocitos; mientras que Monneret y
cols. 34 reportan disminucion de células dendriticas tanto en circulacion como en el bazo

de ratones con sepsis.

También se ha reportado disminucion en la deformabilidad de los eritrocitos, generando
hipoxia. Ademas, estos eritrocitos tienden a la formacion de agregados celulares, por la

disminucion del potencial zeta de estos .

- Subpoblaciones de Monocitos y su papel en sepsis
Los monocitos constituyen del 5-10% de los leucocitos circulantes en sangre periférica,
y en adultos se originan en la médula 6sea; una vez en los tejidos pueden diferenciarse
a macroéfagos o a células dendriticas 6. Asi como los neutréfilos, son capaces de mediar
la respuesta antimicrobiana, respondiendo y potenciando la liberacion de quimiocinas y
citocinas 3. Los monocitos son una poblacion heterogénea, y Passlick y cols.2® reportaron
en el aflo de 1989 una subpoblacion de monocitos que coexpresaba el marcador CD14
y CD16, la cual tenia baja capacidad fagocitica. Debido a este hallazgo, se dividi6 a las
poblaciones de monocitos en dos, CD14*CD16, y CD14*CD16*. A la primera se le
denomin6é monocitos clasicos (que correspondian a la poblacibn mayoritaria en sangre
periférica) mientras que la segunda se denomind como una poblacién de monocitos con
mayor potencial inflamatorio 2. En el afio 2010 se llegé a un acuerdo por parte de la
International Union of Immunological Societies (IUIS, Unidn Internacional de Sociedades
Inmunoldgicas) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para dar una nomenclatura
a las subpoblaciones de monocitos, sugiriendo una subdivision de las poblaciones como
clasicos, intermedios y no clasicos 4°4!, a los que correspondia el fenotipo CD14*y CD16
, CD14*CD16"* y CD1479mCD16*, respectivamente 373941,
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CD14 es una proteina presente en la membrana de células mieloides como monocitos y
macréfagos anclada mediante glicosilfosfatidilinositol, pero también se puede encontrar
de manera soluble. Esta forma soluble estd dada por el “shedding” o escision de la
membrana que se dispara por estimulos activadores y/o estresantes para las células.
CD14 también es un correceptor de LPS (lipopolisacarido) presente en bacterias Gram
negativas. Si se asocia con TLR4 al reconocer a LPS, favorece la sefalizaciéon del TLR4,

disparando la produccién de citocinas proinflamatorias y quimiocinas 4%43.

Mientras que CD16 es un receptor transmembranal de baja afinidad para la fraccion
constante de los anticuerpos de clase IgG, también conocido como FcyRIll, que posee
dos isoformas, CD16A y CD16B. Al unirse este receptor con su ligando induce la
fagocitosis de particulas opsonizadas por estas inmunoglobulinas, asi como citotoxicidad

mediada por anticuerpos (en el caso de células NK) 4445,

Retomando dicha clasificacion, como se mencion6 previamente, los monocitos clasicos,
expresan altos niveles de CD14 y no expresan CD16 (CD14*CD16%). En condiciones
basales, constituyen cerca del 85% de los monocitos circulantes en sangre periférica y
expresan altamente el receptor de quimiocinas CCR2 y es la Unica subpoblacién que
ademas se encuentra presente en médula 6sea. Su tiempo de vida media es de
aproximadamente 1.0 + 0.26 dias 3746, Esta subpoblacion de monocitos al activarse
secreta grandes cantidades de citocinas proinflamatorias tales como IL-6, IL-8, y
guimiocinas como CCL2 y CCL3 364947 |levan a cabo fagocitosis y producen EROs, asi
como también expresan gran cantidad de genes relacionados con PRRs “8. Los
monocitos intermedios coexpresan CD14 y CD16 (CD14*CD16%). Constituyen cerca del
15% de la poblacion de monocitos circulantes en sangre periférica, y su tiempo de vida

media es de aproximadamente 4.3 + 0.36 dias “°.

Finalmente, los monocitos no clasicos no expresan CD14 o expresan muy bajos niveles
de este, y expresan CD16, (CD149™CD16* o CD14°CD16*). Tienen un tiempo de vida

media aproximado de 7.4 + 0.3 dias “¢. Se propone que cumplen una funcién de
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“patrullaje” como la que se ha comprobado para la subpoblacion monocitos muaridos
Ly6CYmGri1* 37, ya que Cros y cols. 4’ observaron que, al transferir via intravenosa a estos
monocitos humanos en ratones irradiados, los monocitos no clésicos se adhirieron de
inmediato al endotelio, mientras que los monocitos clasicos no. Esta poblacion de
monocitos CD16"* tiene poca capacidad fagocitica, asi como bajos niveles de produccion
de EROs, pero expresa altos niveles de HLA-DR (Moléculas del MHC de clase Il). En
cuanto a la produccion de citocinas, existen resultados contradictorios ya que en algunos
reportes afirmar que son capaces de secretar TNF-a e IL-1B8 y muy bajos niveles de IL-
10 al estimularlos via TLR, 36394149 mjentras que otros reportan que al estimularlos con
LPS la produccidn de citocinas proinflamatorias es baja en comparaciéon con la poblacion
doble positiva (CD14*CD16") #4’. Una de las razones de esta discrepancia puede estar
relacionada con que existen algunos grupos de investigacidbn que proponen que
monocitos intermedios y no clasicos son similares y los agrupan en una sola poblacién

de monocitos que expresa CD16 L.

Se sugiere que los monocitos clasicos pueden desarrollar el fenotipo de monocitos no
clasicos a través del tiempo, siendo los monocitos intermedios solo un estado transicional
entre la poblacién de monocitos clasicos y no clasicos “8. Patel y cols. 46 describieron la
cinética de las subpoblaciones de monocitos humanos en circulacién, comprobando que
los monocitos no clasicos son un estadio avanzado de maduracion de los monocitos
intermedios, y estos de los monocitos clasicos. Los monocitos clasicos son los de mayor
frecuencia (=99%) y son los que salen de médula Osea a circulacion; la mayoria
abandonan la circulacion infiltrando tejidos o mueren, y solo alrededor del 1% se
convierten en monocitos intermedios; el 100% de estos monocitos intermedios llevan a
cabo la transicibn a monocitos no clasicos, y con ello incrementan su vida media en
circulacién hasta 7 dias (la de monocitos clasicos es de 1 dia y de 4 dias la de

intermedios) (Fig. 6).

En pacientes con sepsis varios autores han reportado la expansion de las poblaciones
de monocitos CD16* 4°, como ocurre en otros estados inflamatorios 36:3%47:48 como en

asma 0.
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Figura 6. Desarrollo de las subpoblaciones de monocitos. . Los monocitos tienen un origen
hematopoyético en médula 6sea, donde las células progenitoras proliferan a una tasa (P) de 0.42
por dia, mientras que las células diferenciadas a monocitos permanecen 1.6 dias en médula 6sea
antes de salir a sangre con un fenotipo clasico. La transicion o maduracion desde monocito
clasico-intermedio-no clasico en circulacion, ademas de modificar la expresion de CD16, modifica
el tiempo de vida media de los monocitos.

Modificado de Patel, 2017 6.

- ldentificacién y caracterizacion de leucocitos en SIRS/Sepsis.
Ademas de las modificaciones en las subpoblaciones de monocitos ya mencionadas, asi
como de la presencia de formas inmaduras de estas (células en banda) en sepsis,
también se han identificado diferencias en la expresiébn de moléculas asociadas con
activacion. Nuestro grupo de trabajo ha reportado incrementos en la expresion de TREM-
1 asi como disminucién de MHC-II en monocitos de pacientes sépticos °. Jamséa y cols.
reportan que en monocitos hay un incremento de CD40 y CD80 en sepsis, asi como
disminucién de CD14 y HLA-DR. Mientras que para linfocitos CD4+ y células NK se ha
reportado un incremento de CD69 en sepsis °2. Y muchos autores mas reportan aumento
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de diferentes moléculas dado por el estado inflamatorio desarrollado durante la sepsis, la
cual puede ser monitoreada por la presencia de estas moléculas en la superficie de las
células o en el interior de estas, en fluidos o en plasma. Van Engelen y cols. 53 definen a
un biomarcador como “moléculas, genes u otras caracteristicas que se encuentran
naturalmente presentes por las cuales alguna condicion fisiolégica o patolégica puede

ser identificada”.

La expresion diferencial de varias moléculas de diferenciacién celular (o CDs, por sus
siglas en inglés), pueden ser evidenciadas e incluso cuantificadas mediante el uso de
citometria de flujo 3. Esta es una técnica citdmica que permite el analisis individual de
células en suspension. Con el citdmetro de flujo se analizan las células mediante la
incidencia de un laser (habitualmente de 488 nm), generando patrones de
difraccién/refraccién de esta, que corresponderan a las caracteristicas de tamafio
(detector frontal o FSC) y complejidad (detector lateral o SSC) y excitando fluorescencias,
gue pueden ser intrinsecas a las células o adicionadas mediante anticuerpos. De esta
manera, es posible identificar a las poblaciones de leucocitos circulantes en sangre, dado
por sus patrones de tamafio y complejidad, asi como por el marcaje con anticuerpos anti-

CD acoplados a fluorocromos 4.

Normalmente los parametros FSC vs SSC son suficientes para poder diferenciar
a las subpoblaciones mayoritarias de leucocitos circulantes de humanos (linfocitos,
monocitos y neutrofilos). En sepsis, sin embargo, asi como varia la expresiéon de
moléculas tanto de superficie como intracelulares, se presentan cambios morfolégicos o
alteraciones que modifican los patrones de tamario y complejidad®:-34, que dificultan la
identificacion de linfocitos, monocitos y neutréfilos basada en tamafio y complejidad. De
alli que al analizar estas muestras por citometria de flujo se requiera de un marcador para
identificarlos, primero como leucocitos y luego como miembro de estas subpoblaciones

leucocitarias.
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- CD45
CD45, también conocido como antigeno comun leucocitario (LCA, por sus siglas eninglés
Leukocyte Common Antigen), es una proteina con dominio de tirosin fosfatasa, que se
expresa constitutivamente en todas células nucleadas con origen hematopoyético, tanto
mieloides como linfoides, asi como en sus precursores °>°¢, Se trata de una proteina con
un dominio transmembranal, una porcion citoplasmatica y una extracelular (Fig. 7). La
porcion citoplasmatica consta de un tandem de dominios (D1 y D2) con actividad
enzimatica de tirosin fosfatasa (PTPasa) y extremo C-terminal. De los dos dominios con
actividad de tirosin fosfatasa, solo uno de ellos es activo enzimaticamente (D1), y D2 se

cree sirve para estabilizar el tAndem de D1y D2 %8,

En su porcidén extramembranal CD45 consta de 5 porciones estructurales: un dominio
rico en cisteinas que contiene N-glicosilaciones, seguido por 3 dominios de tipo
fibronectina lll, la region N-terminal que contiene O-glicosilaciones que es la region que
provee las isoformas de esta proteina. Estas isoformas estan dadas por el splicing
alternativo generado de los exones 4, 5y 6, o también conocidos como A, By C, lo que
puede dar lugar a 8 isoformas, sin embargo, solo se han encontrado cinco de ellas:
RABC, RAB, RBC, RB y RO, y dependiendo de la isoforma, y las altas tasas de
glicosilacion que se dan sobre esta region, la masa molecular de la proteina se encuentra
entre 180-240 kDa %7,

Esta proteina es de gran importancia en los linfocitos T y B, comprendiendo cerca del
10% de su superficie 5>°8, ademas de que es necesaria para la correcta transduccion de
sefiales del TCR o BCR, respectivamente. CD45 permite la correcta transduccion de
sefiales que conlleva a la produccion de citocinas, a diferenciacion de estas células, asi

como a su proliferacion 555859,
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Figura 7. Estructura de CD45. Hay diferentes isoformas de CD45 dadas por el splicing
alternativo de los exones 4/A, 5/B y 6/C, variando el extremo N-terminal de la proteina, que
contiene gran numero de O-glicosilaciones. Ademas del dominio N-terminal, hay un dominio rico
en cisteinas (rico en N-glicosilaciones) seguido por tres repetidos tipo Fibronectina-IIl antes del
dominio transmembranal. En el citoplasma se encuentra una cola con dos dominios repetidos: el
dominio proximal (D1) y el D2. D1 tiene actividad enzimética de PTPasa que se propone estabiliza
D2. En la imagen se contrasta el tamafio de esta proteina CD45 a comparacion del tamafio de la
molécula CD4. Modificado de Penninger, 2001.

En linfocito B la cinasa principal que se encuentra relacionadas con la actividad de CD45
como Lck, es Lyn, que de igual manera, tiene sitios de regulacién positiva y negativa para
la sefializacion por BCR %°. De igual manera, CD45 es capaz de regular la produccion de
citocinas e interferones, asi como de defosforilar a las cinasas de la familia Jak 5-%°. La
ausencia de CD45 da lugar a inmunodeficiencia severa combinada (SCID, por sus siglas
en inglés Severe Combined Immunodeficiency) °-°°, ya que los sitios de regulacién
negativa se encuentran altamente fosforilados, impidiendo la correcta actividad de las
cinasas. Sin embargo, otros estudios han demostrado que se encuentra hiperfosforilado
el sitio con la actividad enzimatica, observandose la gran actividad de la proteina, por lo
gue hacen falta méas estudios referentes a como afecta la deficiencia de CD45 en dichas

sefalizaciones %°.
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De igual manera, la actividad de CD45 se ha encontrado en células de la linea mieloide,
aungue poco estudiado, se sabe que regula muchos procesos, como en los neutrofilos la
produccién de quimiocinas °°, en los macréfagos la adhesién mediada por integrinas ©°,
en los mastocitos la degranulacion 1, y en varios de estas células, regula el estallido

respiratorio 2.

Conocida es la expresion diferencial del marcador CD45 entre las poblaciones
leucocitarias en sangre periférica, siendo mayor su expresion en linfocitos (CD45**),
seguido por monocitos (CD45**), y finalmente por granulocitos (CD45%) 6366 Esta
expresion diferencial se utiliza habitualmente en el area de hematologia para diferenciar
a las poblaciones leucocitarias mayoritarias, asi como también para distinguir en
muestras de médula 6sea a la linea eritroide de los leucocitos. En el area de inmunologia,
la mayoria de los ensayos en los que se analizan leucocitos humanos no utilizan CD45
como parte de los marcadores del panel. Una de las razones es porque cuando las
fluorescencias son limitadas a 4 0 6 y con ello solo este nimero de marcadores a analizar
por células en las que a veces se requiere de varios otros marcadores diferentes a CD45
para subtipificar a las diferentes poblaciones de leucocitos (por ejemplo, el caso de
células Treg, o subpoblaciones de monocitos como se puede observar en la Figura 8).
Otra, y derivada en parte de la anterior, es que los protocolos de procesamiento de
muestras incluyen soluciones para lisar eritrocitos 7. Desafortunadamente en el caso de
inflamacion sistémica, los eritrocitos se vuelven resistentes a la lisis, debido a la

modificacién en la composicién de su membrana plasmaética 3068,
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Figura 8. Inmunofenotipificacion de poblaciones leucocitarias con multiples marcadores.
Es posible identificar a una poblacion celular en particular al utilizar una combinacion de
marcadores celulares, ya sean de superficie, o inclusive intracelulares. A partir del uso de uno u
otro, y de si la poblacion de interés se caracteriza por su presencia o por su ausencia, es posible
inmunofenotipificar con base en la expresion o no del marcador. De esta manera, en a) podemos
ver un algoritmo general para caracterizar una poblacion; mientras que en b) observamos un
ejemplo para caracterizacién de la poblacion de monocitos clasicos (CD45*CD14*CD16%) y de
monocitos intermedios (CD45"CD14*CD16%). Modificado de Maciorowski (2017) .
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante el proceso inflamatorio que se presenta en sepsis, se libera gran cantidad de
citocinas, quimiocinas, mediadores inflamatorios. También se incrementa el
reclutamiento y activacion celular. Lo anterior involucra varios cambios en la distribuciéon
y morfologia de los leucocitos circulantes. Este dltimo aspecto dificulta la correcta
identificacion de los leucocitos circulantes en sangre periférica, ya que los patrones
clasicos de tamafio y granularidad se modifican, particularmente de los granulocitos y
monocitos. Aunado a lo anterior, en los pacientes con inflamacion sistémica,
particularmente en sepsis, los patrones de difraccion y refraccién en citdmetros cuyo
LASER principal es el de 488 nm, se ven comprometidos por la presencia de eritrocitos
gue son resistentes a la lisis y que en ocasiones persisten aun después de hacer
separacion basada en gradientes de densidad. De alli la necesidad de contar con un
marcador de identificacion que permita la facil identificaciébn y subclasificacion de
leucocitos dentro del panel para inmunofenotipificacibn mediante la técnica de citometria
de flujo. CD45 es un marcador ideal ya que se expresa constitutiva y diferencialmente en
los leucocitos y su expresion varia de acuerdo al estadio de maduracién, pero no de
activacion. Ademas ayudara a la exclusion de aquellas poblaciones que no lo expresen

como los eritrocitos, asi como contaminantes o detritus celulares.
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JUSTIFICACION

Diversos autores sugieren la utilizacion de biomarcadores para evaluar el estado de los
pacientes en sepsis y su monitoreo, estos se basan en la expresion de diferentes
moléculas en la superficie de los leucocitos circulantes en sangre. Frecuentemente, en
laboratorios asistenciales, la identificacion de los leucocitos se basa Unicamente en los
parametros de tamafio y granularidad de estos, pero estos se ven completamente
alterados durante el desarrollo de esta enfermedad. Ademas, los eritrocitos de los
pacientes con inflamacién sistémica son resistentes a la lisis. Dada el alto nivel de
refraccion ante longitudes de onda como 488 nm (principal laser en el 99% de los
citometros), la permanencia de estos hematies en la muestra que se adquiere en el

citometro de flujo, dificulta la visualizacién de leucocitos.

A pesar de que el uso del marcador CD45 podria encarecer el panel a utilizar, se propone
gue ante la expresion diferencial del biomarcador CD45 en las poblaciones leucocitarias,
siendo los linfocitos los que lo expresan en mayor cantidad, seguido por los monocitos, y
finalmente por los granulocitos, que su uso permitiria una mejor identificacion de estas

poblaciones leucocitarias de pacientes con sepsis.

HIPOTESIS
Mediante la inclusion del marcador CD45 al panel de andlisis por citometria de flujo, sera

posible mejorar la identificacion de las poblaciones de leucocitos y subpoblaciones de

monocitos en muestras de pacientes con sepsis.
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OBJETIVOS

- General
o Establecer la utilidad del marcador CD45 para la identificacion de las

poblaciones leucocitarias en sangre periférica de pacientes con sepsis.

- Particulares

o Desarrollar dos algoritmos de andlisis, uno sin la inclusion del marcador
CD45 y otro que lo incluya para identificar las tres poblaciones principales
de leucocitos asi como las subpoblaciones de monaocitos.

o Analizar los porcentajes y numeros absolutos de cada poblacion
leucocitaria con el uso de uno u otro algoritmo de analisis.

o Analizar los resultados obtenidos y determinar si la inclusion de CD45 al
panel de andlisis mejora la identificacion de las subpoblaciones

leucocitarias y de monocitos.

MATERIALES Y METODOS

Universo de Trabajo

Archivos de citometria de flujo (formato FSC 3.0) obtenidos de analizar muestras de
pacientes con y sin diagndéstico de sepsis que fueron tratados en el Hospital de
Especialidades “Bernardo Sepulveda” del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto

Mexicano del Seguro Social (IMSS).

Criterios de seleccion

- Criterios de inclusién

Generales:
o Geénero indistinto.

o Aceptacion a participar en el estudio y firma del consentimiento informado.
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o Mayores de 18 afios y menores de 60 afios.
Pacientes con Sepsis:

o Pacientes con diagnostico de sepsis que fueron hospitalizados en los
Servicios de Gastrocirugia o Unidad de Cuidados Intensivos de la UMAE

Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional Siglo XXI.

- Criterios de no inclusién

o Tener diagnostico previo de hepatopatias.

o Tener diagnostico de enfermedades autoinmunes o crénico-degenerativas.

o Pacientes que estén en tratamiento con inmunomoduladores o
inmunosupresores.

o Embarazo.

o No contar con expediente clinico para revision.

o No aceptar participar en el estudio.

o Pacientes con complicaciones micro y macro-vasculares secundarias a la

enfermedad crénica.

- Criterios de eliminaciéon

o Pacientes cuya muestra no pueda ser procesada.

o Pacientes que decidan retirarse voluntariamente del estudio.

Aspectos éticos
Para la realizacion del presente protocolo se conté con la aprobacion por del Comité Local
de Investigacion Cientifica del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), No. de

Aprobacién: R-2013-3601-229 (Anexo 1, Carta de consentimiento informado).
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Obtencion de Muestras de Sangre Periférica

Las muestras de las que se utilizaron los archivos para el presente proyecto fueron
procesadas de acuerdo al siguiente esquema: previo consentimiento informado firmado
por el paciente o por un familiar de este, se obtuvo por puncién humeral, previa asepsia
de la zona, 5mL de sangre periférica, colectados en un tubo BD Vacutainer® con heparina
de litio como anticoagulante (55 USP). Para pacientes con sepsis, la muestra se recolecto
dentro de las primeras 72 horas después del diagnéstico. Se consideraron 9 muestras de
sangre de sujetos sanos y 17 muestras de pacientes con sepsis. Una vez obtenida la
muestra se realizd lisis de eritrocitos con cloruro de amonio (NH4Cl) para lo que se
tomaron 150 pyL de sangre total, se les adicionaron 1000 uyL de solucion de lisis de
eritrocitos (Cloruro de Amonio al 0.15 M). Se incubd por 10 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente, se adicion6 1 mL de solucién amortiguadora a base de
fosfatos (PBS 1x) y se centrifugé durante 5 minutos a 1500 rpm. El botdn celular obtenido
se resuspendié en 150 uL de PBS 1x y se realizé la verificacion de viabilidad celular
mediante tinciéon con Azul de Tripano (Invitrogen Molecular Probes Lote 705113) y una
posterior observacion al microscopio, se contabilizaron de células vivas y muertas con
camara de Neubauer. Se ajusto la suspensioén celular a 1-2 x108 células por mL. De esta
suspension celular, se colocaron 1x 10° células en un tubo de “autofluorescencia” (AF) y
otras 1x10° células en el tubo para inmunofenotipificacion (o de “tincion”, Tubo “T”), que
contenia la mezcla de anticuerpos monoclonales que se muestra en la Tabla 2. Se
incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, y se agregaron 300 uL
de una dilucién 1:10 de solucién de lisis y fijado (BD FACS™ Lysing Solution Cat.
349202); se incubo por 10 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente, las
células se “lavaron” por centrifugacion agregando 1 mL de PBS y posteriormente se
resuspendieron en 50 pL de solucién isoténica. Se adquierieron al menos 10,000 eventos
correspondientes a leucocitos totales utilizando un citémetro FACS Canto Il (BD™
Biosciences, San José, CA, USA) equipado con tres laser y el juego de filtros adecuados

para la deteccion de los fluorocromos planteados en el panel (configuracion B5/R2/V2).
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TABLA 2: Anticuerpos Monoclonales utilizados en el panel de analisis y el volumen

utilizado de cada uno.

Mezcla de anticuerpos

Anticuerpo | Fluorocromo Marca Volumen Catalogo | Clona
(uL)/10°células
CD45 Krome Orange | Beckman- 2.0 A96416 | J33
Coulter
CD14 PE Cy7 BD 1.0 326518 M5E2
CD16 APC Cy7 BD 1.0 302018 3G8

Algoritmos de Anélisis

Los inmunofenotipos se analizaron utilizando el programa especializado de andlisis

citométrico

Salamanca, Espafa).

Infinicyt v1.8 (Cytognos y EuroFlow™,

Universidad de Salamanca,

Se disefaron dos algoritmos de analisis distintos para comparar la utilidad de la expresion

diferencial del marcador CD45 (Antigeno Comun Leucocitario) para la identificacion de

las distintas poblaciones leucocitarias, asi como de las subpoblaciones de monocitos;

estos algoritmos a utilizar se muestran en la Fig. 9.
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- Seleccion de Eventos
Sencillos (FSC-H vs FSC-A)
- Seleccion de Células (SSC-A

Algoritmo A (Analisis por
Parametros de Tamaiio y
Complejidad)

- Seleccion de Eventos
Sencillos (FSC-H vs FSC-A)

- Seleccion de Celulas (SSC-A vs FSC-A)
vs FSC-A) - Seleccion de Células CD45+
(SSC-A vs CDA45)

l

Seleccion de Poblaciones de
Leucocitos (Linfocitos,
Monocitos y Granulocitos).

Seleccion de Subpoblaciones
de Monocitos (Clasicos,
Intermedios, No Clasicos).

Seleccion de Poblaciones de
Leucocitos (Linfocitos,
Monocitos y Granulocitos).

Seleccidn de Subpoblaciones
de Monocitos (Clasicos,
Intermedios, No Clasicos).

Figura 9: Algoritmos de analisis utilizados con y sin la inclusion de CD45 para la
identificacion de poblaciones y subpoblaciones leucocitarias. A partir de eventos sencillo
(FSC-H vs FSC-A). Se aplicaron dos algoritmos de andlisis: Algoritmo A donde los parametros
de FSC y SSC sirvieron para la identificacion de poblaciones leucocitarias (linfocitos, monocitos
y granulocitos), mientras que en el Algoritmo B se utilizaron los parametros de FSC, SSC y CD45
para la identificacion de estas mismas poblaciones. Una vez identificados los monocitos por
algoritmo A o B, se clasificaron los monocitos en clasicos, intermedios y no clasicos basados en
la expresion de CD14 y CD16.

30



TABLA 3: Inmunofenotipo de las subpoblaciones de monocitos.

Poblacion Inmunofenotipo

Monocitos Clasicos CD45Med CD14M9h CD16
Monocitos Intermedios CD45Med CD14Moh CD16*
Monocitos No Clasicos CD45med CD149m CD16*

Anélisis Estadistico

El analisis estadistico de los resultados se llevé a cabo utilizando el programa Prism
GraphPad 5.0. Resultados reportados como Promedio +/- Desviacion estandar. Para
establecer las diferencias entre grupos se utilizaron las pruebas estadisticas de Mann-
Whitney considerando un valor de p<0.05 como significativo; y Kruskal-Wallis

considerando un valor de p<0.05 como significativo.
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RESULTADOS

Se analizaron los archivos FSC (3.0) de las muestras de sangre periférica de 17 sujetos

con sepsis y 9 sujetos sanos, cuyas caracteristicas demograficas aparecen en la Tabla

4 y entre los que hay diferencias significativas en cuanto a edad, pero no a distribucion

de género. Tomando en cuenta los datos de la Biometria Hematica de ambos grupos, se

observo que los pacientes con sepsis presentan leucocitosis (p<0.01) y en cuanto a las

subpoblaciones de leucocitos se encontrd granulocitosis (p<0.001) y linfopenia (p<0.01)

en comparacion al grupo de voluntarios sanos, lo cual se muestra en la TABLA 4.

TABLA 4: Caracteristicas demogréficas y clinicas de los sujetos de cuyas muestras de

sangre periférica se obtuvieron los archivos FSC.

Voluntarios sanos

Pacientes con sepsis

Significancia

(n=9) (n=17) P<0.05
Edad 30.11 £ 15.81 53.29 + 16.43 0.0064
Género (F:M) 3:6 89 | e
Temperatura (°C) 36.62 + 0.33 37.15+0.90 No
FC (latidos/min) 76.67 £ 10.16 88.06 + 16.08 No
FR (respiraciones/min) 18.22 + 1.86 19.18 + 3.72 No
Leucocitos (x103/mm?3) 7.05+1.22 12.96 £ 8.19 0.0132
Linfocitos (x10%/mm?3) 2.35+0.39 1.26 £ 0.90 0.0051
Monocitos (x103/mm?3) 0.47 + 0.08 0.69 + 0.35 No
Neutréfilos (x103/mm3) 3.90+1.16 10.28 + 8.37 0.0009
SOFA | e 730352 | e

Significancia; Mann Whitney p<0.05
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A las muestras de sujetos sanos y pacientes con sepsis, se les aplico el algoritmo de
analisis A o B (Fig 10). Para ambos algoritmos se utilizaron las graficas de FSC-H vs
FSC-A para la seleccion de eventos sencillos (no agregados), asi como las gréficas de
SSC-A vs FSC-A para la seleccion de “células” con base en tamafio y complejidad. Para
el algoritmo A, con esto se identificaron los leucocitos basados en los parametros de
tamano y complejidad (Fig. 10a). Para el Algoritmo B (Fig. 10b), ademas de la grafica de
FSC vs SSC se utilizé el marcador CD45 (grafica de SSC vs CDA45).
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Figura 10: Aplicacion de algoritmos de anéalisis. Se muestra la aplicacion del algoritmo en la
misma muestra de un sujeto sano. Para ambos algoritmos de andlisis se utilizaron las gréficas
FSC-H vs FSC-A para la seleccién de eventos sencillos. En el caso del a) algoritmo A se utilizé
la grafica de FSC-A vs SSC-A para la identificacion por tamafio y granularidad, de leucocitos; en
el b) algoritmo B se afiadio el grafico de SSC-A vs CD45, para la identificacion de leucocitos.
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Se aplicaron el algoritmo A y B para la identificacion de las subpoblaciones leucocitarias.
Como se observa en la Figura 11, en el caso de muestras de sujetos sanos, la aplicacion
del algoritmo A y B permite casi indistintamente la visualizacion de linfocitos (L),
monocitos (M) y granulocitos (G). Sin embargo, claramente en el caso de las muestras
de sujetos con sepsis, es dificil la identificacion clara de las tres subpoblaciones y es
evidente que es mas clara la identificacion de poblaciones basada en la expresion
diferencial de CD45 ademas del tamafio y la complejidad (resultando en linfocitos
CD45N9hFSClowsSClow, monocitos CD45medFSCmedssCcmed  y  granulocitos
CD45'°WFSChetSSChigh) - correspondiente al algoritmo B, que cuando solo se toman los
patrones de tamario y complejidad del algoritmo A (resultando en linfocitos FSC'°¥SSC'ov,
monocitos FSC™eISSC™ed, y granulocitos FSCtSSChian),

Cuando realizamos el analisis cuantitativo de los 9 sujetos sanos y 17 pacientes con
sepsis analizados comprobamos que, aunque con el algoritmo B hay una tendencia a
observarse que disminuye la frecuencia de linfocitos y aumenta la de granulocitos, solo
al aplicar el algoritmo B, en el que se incluye CD45, fue que se observo que en pacientes
con sepsis estas diferencias en las frecuencias de linfocitos y granulocitos son
significativas (p<0.001) (Fig 12a). En el caso de numeros absolutos la granulocitosis es
significativa tanto con el algoritmo A como B (p<0.001) (Fig 12b).
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Algoritmo A Algoritmo B
(FSC vs SSC) (CD45 vs SSC & FSC vs SSC)
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Figura 11: Identificacion de leucocitos en sangre periférica. Se identificaron las principales
poblaciones de leucocitos circulantes: Linfocitos (L), Monocitos (M) y Granulocitos (G) en
muestras de sujetos sanos o de pacientes con sepsis, aplicando el algoritmo A o B. En el algoritmo
A, la seleccion de subpoblaciones se baso en patrones de tamafio (FSC) y complejidad (SSC);
mientras que para el B, primeramente se utilizo la expresion de CD45 y se completo la seleccion
de acuerdo a tamafio y complejidad. En ambos algoritmos se parti6 inicialmente de la grafica de
eliminacion de agregados (FSC-A vs FSC-H). Imadgenes representativas de una muestra de sujeto
sano y paciente con sepsis.
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Figura 12: CDA45 favorece la identificacion de linfopenia y granulocitosis en pacientes con
sepsis. Una vez identificados los leucocitos con el algoritmo correspondiente que incluya o no
CD45 (A o B, respectivamente), se procedié a identificar las subpoblaciones de leucocitos. Se
muestra el analisis cuantitativo a) de frecuencias (%) y b) de niameros absolutos de linfocitos,
monocitos y granulocitos obtenidos con el algoritmo A (A 6 O) o B (A 6 @) en sujetos sanos
(H,A 0 A; n=10) o con sepsis (S,0 0 @; n=18). Prueba de Dunn ** p<0.001.
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Figura 13. En pacientes con sepsis la variacion entre la aplicacion del algoritmo Ay B es
mayor. Se muestran a) las proporciones (%) y b) nimeros absolutos de las poblaciones de
linfocitos, monocitos y granulocitos de cada voluntario sano (A 6 A) o paciente con sepsis (O 6
@) al aplicar el algoritmo A (FSC vs SSC sin CD45) o B (CD45 & FSC vs SSC). Las lineas
conectan el valor obtenido al analizar la misma muestra con el algoritmo A (figuras abiertas) o
algortimo B (figuras cerradas).
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Estas diferencias entre los algoritmos A y B que se observa dependiendo si se analizan

muestras de sujetos sanos o pacientes con sepsis puede estar relacionada con la mayor

dispersion en los datos individuales para las 3 poblaciones leucocitarias en pacientes con

sepsis, que se hace evidente en la Figura 13 y que se corrobora con los coeficientes de

variacion mayores que se muestran en las Tabla 5-6, tanto para frecuencias como

numeros absolutos.

TABLA 5. Coeficientes de variacion de las frecuencias obtenidas a partir de las muestras
individuales de voluntarios sanos y pacientes con sepsis.

COEFICIENTES DE VARIACION (%)

Poblacion

Leucocitaria

Voluntarios sanos

Pacientes con sepsis

Algoritmo A
(FSC vs SSC)

Algoritmo B
(CD45 & FSC vs SSC)

Algoritmo A
(FSC vs SSC)

Algoritmo B

(CD45 & FSC vs SSC)

Linfocitos 23.27 24.23 94.40 102.42
Monocitos 58.82 53.57 76.80 92.17
Neutroéfilos 24.12 25.14 42.24 22.97

TABLA 6. Coeficientes de variacién de los numeros absolutos obtenidos a partir de las
muestras individuales de voluntarios sanos y pacientes con sepsis.

COEFICIENTES DE VARIACION (%)

. Voluntarios sanos Pacientes con sepsis
Poblacion

N Algoritmo A Algoritmo B Algoritmo A Algoritmo B
Leucocitaria

(FSC vs SSC) | (CD45 & FSC vs SSC) | (FSC vs SSC) (CD45 & FSC vs SSC)

Linfocitos 31.25 32.18 93.47 104.97
Monocitos 58.79 55.10 108.98 90.01
Granulocitos 31.79 32.56 88.29 78.67
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Podemos observar que para las frecuencias obtenidas, en pacientes con sepsis, la
utilizacion del algoritmo B (con CD45) respecto al uso del algoritmo A (sin CD45) aumenta
el CV en linfocitos y monocitos, pero este disminuye al momento de seleccionar la
poblacién de granulocitos. Mientras que para el caso de los coeficientes de variaciéon de
los valores de numeros absolutos de las poblaciones leucocitarias, el algoritmo B (con
CD45) se ve aumentado al identificar a la poblacion de linfocitos, mientras que este
disminuye para la poblacion de monocitos y granulocitos, respecto a la utilizacion del
algoritmo A (sin CD45).

Finalmente, al analizar las subpoblaciones de monocitos, claramente es mas facil
identificar a los monocitos totales con el algoritmo B que incluye CD45 (Fig. 14a), sin
embargo, la distribuciébn general de monocitos clasicos, intermedios y no clasicos no.
Aunque si se observa una tendencia a mayor diferencia en el nUmero absoluto de
monocitos clasicos entre sujetos sanos y pacientes con sepsis al utilizar el algoritmo B
(Fig. 14b).
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Figura 14. Subpoblaciones de monocitos identificadas con el algoritmo A y B. a) Se
muestran graficos representativos de un sujeto sano y un paciente con sepsis en los que se aplicé
el algoritmo A (basado en FSC vs SSC) o B (basado en CD45 y FSC vs SSC) para la identificacion
de monocitos totales y de alli la subclasificacion en monocitos clasicos (C, CD14*CD16Y),
intermedios (I, CD14*CD16%) y No Clasicos (NC, CD149™CD16%). b) Analisis cuantitativo
incluyendo las muestras de sujetos sanos (n=9) y pacientes con sepsis (n=17). Se muestra el
valor promedio +/- desviacion estandar. Prueba de Dunn.
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DISCUSION DE RESULTADOS

La accesibilidad de las células del sistema inmunoldgico en el tejido sanguineo junto con
su capacidad de respuesta dinamica durante los procesos de inflamacion sistémica,
favorece que los leucocitos se utilicen como referencia para evaluar los estados de
SIRS/Sepsis . Las cuentas de leucocitos totales, asi como de las diferentes
subpoblaciones mayoritarias forman parte de los criterios de diagnéstico de estos

procesos de inflamacién sistémica 81°,

En este trabajo se utilizaron muestras de sangre periférica tanto de sujetos sanos como
de pacientes con sepsis para la identificacion de estas poblaciones leucocitarias. Tal
como ha sido reportado por varios autores, entre ellos Venet y cols. "' observamos
aumento del nimero total de leucocitos en los pacientes con sepsis. Concordante con las
observaciones de estos autores (que lo reportaron para choque séptico) observamos que
la leucocitosis es a expensas del aumento de neutréfilos, que existe disminucion de

linfocitos, sin encontrarse un cambio significativo en el nimero de monocitos.

Estos resultados concuerdan parcialmente con lo observado por Urrechagay cols. 33, que
en un estudio donde de muestras de pacientes con sepsis (n=133) y controles sanos (n=
586), encontraron un incremento en el nimero absoluto y porcentajes de neutrdfilos,
disminucién en el nimero absoluto y porcentaje de linfocitos, y disminucién del porcentaje
de monocitos. Sin embargo, en el presente trabajo no se encontrd ninguna diferencia en
el aumento o disminucion de la poblacion de monocitos, ni en ninguna de sus
subpoblaciones identificadas. Es importante sefialar que las diferencias resultaron
significativas al aplicar el algoritmo en el que se incluia CD45 ademas de los parametros
de tamafo (FSC) y complejidad (SSC) celular. Dado que el mismo grupo de trabajo de
Urrechaga reporta aumento en el tamafio de neutrofilos y monocitos, coincidiendo con lo
observado, ya que en las muestras analizadas de pacientes con sepsis, se encontré una
mayor sefial en el detector frontal del citdmetro de flujo (FSC-A), indicando un aumento
del tamafio. De igual manera, observamos a la poblacién de granulocitos con disminucion

en el patron de difraccion lateral de la luz, que corresponde a menor granularidad. Esto
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sugiere que estos neutroéfilos se degranularon o que son formas inmaduras, como se ha
reportado que ocurre frecuentemente en estados de inflamacion sistémica como la
sepsis. Una forma de diferenciar entre las formas maduras e inmaduras de neutroéfilos es
con la expresion de CD16 que si es alta, corresponde a neutréfilos maduros, por lo que

su menor dispersion lateral (SSC) corresponderia a degranulacién 27:72,

El uso de la técnica de citometria de flujo ayuda a evidenciar estas alteraciones
morfolégicas de los leucocitos sufridas durante el desarrollo del proceso inflamatorio
sistémico, pero estas mismas alteraciones pueden dificultar la identificacion de las
poblaciones leucocitarias. Por ello para las subpoblaciones de monocitos utilizamos
marcadores para CD14 y CD16, tal como se ha descrito para las poblaciones de

monocitos clasicos, no clasicos e intermedios 36384146,

Una de las alteraciones que sufren los neutrofilos al estar activados es la alta tasa de
degranulacién o produccion de NETs, donde uno de los mayores componentes de estos
granulos o componente de estas NETs es la elastasa de neutrofilos. Esta proteasa es
capaz de romper diversas proteinas y receptores, tales como IL2R, IL6R, asi como el
CD14 presente primordialmente monocitos, afectando el reconocimiento del monocito
hacia la bacteria 1°. Esto puede ser de gran importancia, ya que en pacientes con sepsis,
se ha observado el aumento de activacion y degranulacién de neutréfilos, lo cual
contribuye al dafio propio, pero de particular importancia, a la degradacion o escision de
CD14, pudiéndose observar a monocitos intermedios (CD14* CD16%) como monocitos no
clasicos (CD14- CD16%), afectandose asi los numeros de estos, ya que observamos la
tendencia al incremento de esta poblacion de monocitos no clasicos en los pacientes con
sepsis. Sin embargo, no se encontraron cambios significativos en la proporcién de estas

subpoblaciones entre los pacientes con sepsis y los sujetos sanos.

El no encontrar diferencias significativas en las subpoblaciones de pacientes con sepsis
respecto a sujetos sanos puede deberse a la cinética en la que se da la “maduracion” del
eje monocito clasico-intermedio-no clasico reportada por Patel y cols. 48, donde se

observa que la transicién de un monocito clasico a monocito intermedio se lleva a cabo
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en aproximadamente 4.3 dias, mientras que la de monocito intermedio a monocito no
clasico es de aproximadamente 7.4 dias. Esta cinética junto con el tiempo de muestreo
gue es maximo 72 horas posteriores al diagnéstico de sepsis puede ser una causa por la
cual no se hayan encontrado diferencias significativas respecto a estas subpoblaciones
de monocitos, observandose proporciones similares a aquellos provenientes de los
sujetos sanos. Esto, de igual manera puede deberse a que la gran mayoria de monocitos
clasicos, cerca del 99% pasa a tejidos, es decir, salen de circulacién, siendo pocos
aquellos que alcanzan a pasar a ser monocitos intermedios y finalmente a ser monocitos

no clasicos.

En un protocolo para la identificacion de linfocitos T CD4+, Janossy Yy cols. 85 incluyeron
en su panel el marcador CD45, reportando la mejora de la eficiencia para la identificacion
de estas células, reduciendo tiempos y esfuerzos, logrando asi que un técnico del
citometro de flujo pueda leer mayor nimero de tubos por dia. También hay un estudio
realizado por Collino y cols. ® donde reportan que la utilizaciéon del marcador CD45 en
su panel de analisis de células blasticas mediante citometria de flujo mejora notablemente
la identificacion fenotipica de estas células provenientes tanto de médula 6sea como de
sangre periférica. Es por esto que proponemos la aplicacion o inclusion de este

biomarcador en los laboratorios de rutina para el andlisis de leucocitos.

En los resultados obtenidos en el presente trabajo se encontrdé un papel importante del
uso del algoritmo con la inclusién de CD45 (Algoritmo B). Ya que, como se observa en la
Figura 13, referente a las frecuencias de cada poblacion leucocitaria, podemos observar
gue el uso de este algoritmo de andlisis evidencia linfopenia y granulocitosis en pacientes
con sepsis. Esto, a diferencia del algoritmo A que solo utiliza los pardmetros de tamafio
(FSC) contra complejidad (SSC) para la identificacion de estas poblaciones. Por lo cual,
al no incluir el marcador CD45 se puede pasar por alto esta condicion de disminucion de
frecuencias de linfocitos a expensas del incremento de los granulocitos. Esto puede tener
una repercusion a nivel clinico, que puede conllevar a un mal diagnostico de alguna
enfermedad. Este resultado muestra que la inclusion de CD45 al panel de

inmunofenotipificacién de sujetos con sepsis, puede ser Util cualitativamente, facilitando
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la identificacion de poblaciones, y corrigiendo cuantitativamente el reporte de frecuencias

y numeros absolutos.

Esta identificacion incorrecta de la poblacién de linfocitos puede deberse a que se toman
eventos contaminantes, detritus o incluso eritrocitos resistentes a la lisis asociados a
procesos de inflamacién o infeccién sistémica 3%, dado que al ser los linfocitos células
de bajo tamafio y de baja complejidad y que estas se encuentran en una gréafica de FSC
vs SSC (tamafio contra complejidad) muy cerca de los eventos contaminantes, detritus o
eritrocitos, puedan confundirse, tomandose mayor nimero de eventos y clasificarlos
errbneamente como linfocitos. Por ello la adicion del marcador CD45 contribuira a evitar
esta mala identificacion ya que no se encuentra expresado en eritrocitos y mucho menos
en detritus celular. Por lo tanto, la combinacién de la expresion del marcador CD45 sobre
los parametros fisicos de tamafio y complejidad de las células permite la correcta
identificacion de las diferentes poblaciones leucocitarias a pesar de las alteraciones

morfologicas que estas puedan sufrir.

Por todos los cambios mencionados anteriormente que ocurren durante la sepsis,
dificultan en gran medida la identificacién visual al momento de utilizar el software de
analisis, aunado a eventos contaminantes como eritrocitos resistentes a la lisis, por lo
gue la identificacion se vuelve complicada, asi como que esta requiera mayor tiempo de
andlisis invertido, incluso a una persona que se encuentre familiarizada con los patrones

de las poblaciones a identificar.

Por lo que la inclusion del marcador CD45 al panel de analisis de muestras de pacientes
con sepsis facilita mucho el andlisis, y puede reflejarse en variaciones cuantitativas
significativa en el nimero o proporcién de las poblaciones leucocitarias respecto a la no
inclusion de este, sobre todo en el caso de muestras de pacientes con sepsis cuyo estado
hiperactivacion leucocitaria modifica dramaticamente los patrones de tamafio y
complejidad celular. Se justifica su adicion ya que es una molécula que se encuentra
expresada constitutiva y diferencialmente por los leucocitos 74, y no sufren cambios dados

por el estado inflamatorio presentado durante la sepsis; puede sufrir cambios de isoforma
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dependiendo del estado de activacion celular, como por ejemplo, de linfocitos, sin
embargo, estos cambios de isoformas no alteran la expresion de este y es identificado
de igual manera una isoforma y otra por el anticuerpo anti-CD45 utilizado en el panel de

analisis del presente trabajo.

CONCLUSION

La expresion constitutiva y diferencial de CD45 en los leucocitos facilita la identificacion
de las diferentes subpoblaciones mayoritarias asi como de las subpoblaciones de
monocitos. Asi mismo, el uso de un algoritmo con la inclusion del marcador CD45 permite
la identificacion de linfopenia y granulocitosis en las muestras provenientes de pacientes
con sepsis, a diferencia del algoritmo que solo utiliza los parametros de tamarfio y
complejidad que no logran eficientemente identificar estas modificaciones en la

distribucion celular.
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Anexo 1. Carta de consentimiento informado

.

IMSS

SEGURIDAD Y SOLIDARIDAD SOCIAL

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y
POLITICAS DE SALUD

COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
(ADULTOS)

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio:

Lugar:

Fecha:

Numero de registro:

Objetivo del estudio:

Procedimientos:

Posibles riesgos y molestias:

Informacién sobre resultados y
alternativas de tratamiento:

Participacion o retiro:

Asociacion de la activacion leucocitaria, endotelial y complemento en pacientes con SIRS/sepsis

Servicio de Unidad de Cuidados Intensivos y Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica del Hospital

de Especialidades CMN Siglo XXI, IMSS Ciudad de México D.F. -

El objetivo del estudio es conocer el estado de activacion de sus glébulos blancos (o leucocitos circulantes),
asi como de sus células endoteliales y cascadas de complemento en su padecimiento.

Su participacién en este estudio consiste en permitirnos tomarle una muestra de sangre de la vena de su
brazo de una cantidad equivalente a dos cucharadas (10 mL) en tres diferentes tubos. El tiempo que
ocuparemos para realizar la toma de muestra de sangre es de aproximadamente 10 minutos 0 menos.

En el laboratorio, donde ya no se requiere de su presencia, a una parte de su sangre la ocuparemos para
marcar sus glébulos blancos y observar los cambios que nos hablen de su capacidad de activarse y por
otra parte ocuparemos la parte de su sangre que se llama suero y plasma (en caso del tubo con
anticoagulante), para realizar la cuantificacion de moléculas solubles liberadas por la activaciéon de sus
células endoteliales, cascadas de complemento y de aquellas que participan en inflamacion como las
citocinas.

Ademas le pedimos nos permita recabar de su expediente informacién relacionada con la evolucién de su
enfermedad.

Latoma de muestra de sangre sera del catéter central, como lo hacen en el laboratorio central y se realizara
por personas expertas. En algunas ocasiones el procedimiento para tomarle una muestra de sangre puede
causar una discreta molestia

El investigador responsable se ha comprometido a darme informacion oportuna sobre cualquier
procedimiento alternativo adecuado que pudiera ser ventajoso para mi, asi como a responder cualquier
pregunta y aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los
riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion.

También se ha comprometido a proporcionarme la informacién actualizada que se obtenga durante el
estudio, aunque esta pudiera cambiar mi parecer respecto a mi permanencia en el mismo. Asi mismo es
de mi conocimiento que no recibiré ninglin estimulo econdémico por mi participacion en esta investigacion
y que todo el material y recursos necesarios para el mismo correran a cargo del investigador.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes y molestias. Asi
como de los beneficios derivados de mi participacion en este estudio y que son los siguientes: Con el
estudio de mi sangre los investigadores conoceran mas en relaciéon a mi enfermedad.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo considere
conveniente, sin que ello afecte la atenciéon médica que recibo en el Instituto.
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Privacidad y confidencialidad: El Investigador Responsable me ha dado seguridades de que no se me identificara en las presentaciones
y/o publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad seran
tratados en forma confidencial.

Disponibilidad de tratamiento médico en derechohabientes (si aplica): El Instituto cuenta con el tratamiento que se requiere.

Beneficios al término del estudio: De forma inmediata este estudio no le beneficia directamente ni modificara su tratamiento de forma alguna.
Sin embargo, la informacién que obtengamos de este estudio beneficiard en el futuro a pacientes ya que
pensamos que contribuiran a clarificar al Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica y a Sepsis, asi
como por que en algunos casos pueden funcionar o no las terapias que se proponen actualmente.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio podré dirigirse a:

Investigador Responsable: Dra. Lourdes Andrea Arriaga Pizano. Investigadora de la Unidad de Investigacion Médica en
Inmunoquimica.

Colaboradores: Dr. Marco Antonio Ledn Gutiérrez, Jefe de la Unidad de Cuidados Intensivos,
Dra Leonor Serrano Cuevas, médico adscrito de la Unidad de Cuidados Intensivos,
Dr. Armando Isibasi Araujo, Jefe de la unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica,
Dr. Eduardo Ferat Osorio, médico adscrito al Servicio de Gastrocirugia.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a: Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS:
Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720. Teléfono
(55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electrénico: comision.etica@imss.gob.mx

Nombre y firma del paciente. Nombre, firma y matricula del investigador.
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccién, relacion y firma . Nombre, direccién, relacion y firma.
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