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Abreviaturas

APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation. Evaluacion de

Salud Fisiolégica Aguda y Croénica; se determina de acuerdo a la calificacion de

variables agudas, antecedentes de padecimientos cronicos, edad y categoria

diagnostica desarrollada por Knaus.

FDA: La administracion de alimentos y drogas

IL: Interleucina

PAI-1: Inhibidor activado por plasminégeno.

SOFA: Sepsis Related Organ Failure Assesment. Valoracion de la Falla

Organica Relacionada a la Sepsis; intenta identificar a la falla organica multiple

en relacion a un estado séptico.

TFPI: inhibidor de la via factor-tejido

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa



Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la
administracion de la Proteina C activada humana recombinante sobre la
morfologia del eritrocito en pacientes con sepsis severa o choque seéptico.
Participaron en este estudio 5 pacientes con mas de una falla organica o con
una calificacion de APACHE Il de mas de 25 puntos. Los pacientes fueron
sometidos a un tratamiento con la proteina C activada recombinada (24
ug/kg/hr). Para analizar la morfologia de los eritrocitos se realizaron frotis de
sangre periférica previo a la administracion de la proteina y durante el
tratamiento a las 24, 48, 72 y 96 horas, se evalu6 el porcentaje de eritrocitos
con alteraciones en su tamafio (Anisocitosis) y forma (Poiquilocitosis).Los
resultados encontrados muestran que los pacientes tratados con la proteina C
activada recombinante, con un SOFA menor de 11, disminuyen el porcentaje
de eritrocitos con alteraciones en su tamafio y forma, mientras que los
pacientes con un SOFA mayor a 11 no mostraron cambios significativos en las
alteraciones morfolégicas de los eritrocitos. En conclusion, el tratamiento de
pacientes sépticos tratados con la proteina C activada recombinante tiende a
disminuir las alteraciones en la morfologia de los eritrocitos aumentando la

probabilidad de vida del paciente.

Palabras Claves: Sepsis, Proteina C activada Recombinada Poiquilocitosis,

Anisocitosis



Abstract

The objective this investigation was evaluated the effect of administration
at recombinant human activated protein C on the erythrocytes morphology in
patients with severe sepsis or septic shock. 5 patients participated in this study,
with one or more organic failure or APACHE > 25 points. The Patients received
recombinant activated protein C (24 ug/kg/hr). To analyze the erythrocytes
morphology it done periphery blood extend on slides before activated protein C
administration and during the therapy (to 24, 48, 72 and 96 hours), it evaluated
the percentage of altered erythrocytes in size (Anisocytosis) and shade
(Poikilocytosis). The results finding, it show that patients subject to therapy with
the recombinant activated protein C with SOFA < 11 reduced the percentage of
altered erythrocytes in both size and shade, unlike the patients with SOFA > 11,
it not showed changes significant statistically in the alterations of erythrocytes
morphology. In conclusion, therapy of septic patients with recombinant activated
protein C trend to reduce the erythrocytes morphological alterations, and in

consequence increases the survival probably.

Key words: Sepsis, recombinant activated Protein C, Poikilocytosis,

Anisocytosis



I. Introduccion

La sepsis severa, definida como la sepsis asociada a una disfuncion
organica, resulta de una respuesta inflamatoria generalizada y procoagulante a
la infeccion (Abraham et al., 2005). La sepsis severa contribuye al 10% de los
ingresos a la terapia intensiva en todo el mundo con una alta mortalidad del 20

al 52% (Bernad et al., 2001).

Aungue se han estado llevando investigaciones en el manejo intensivo y
terapias antimicrobianas, la sepsis continua siendo un problema en las
unidades de cuidados intensivos y una causa seria de morbi-mortalidad. La
incidencia continda en incremento con una minina reduccion de su mortalidad.
Las dificultades consisten en una falta de identificacion temprana de la sepsis

severay a la falta de terapias efectivas para su manejo (Vincent et al., 2005).

La proteina C activada es una proteina enddégena que promueve la
fibrinolisis e inhibe la trombosis y la inflamacién, es un importante modulador
de la coagulacién y la inflamacién asociada a sepsis severa. La proteina C es
convertida de su precursor inactivo la proteina C por la trombina “acoplada” a la
trombomodulina. La conversion de la Proteina C a Proteina C activada puede
ser afectada durante la sepsis como resultado de la regulacion de la
trombomodulina por las citocinas inflamatorias. Niveles bajos de Proteina C
son observados en la mayoria de los pacientes con sepsis y son asociados con

un incremento en el riesgo de muerte (Bernard y cols., 2001).



Bernard y colaboradores realizaron un estudio sobre el uso de la
proteina C activada en pacientes sépticos encontrando una deficiencia de esta
en un 87% (Siegel, 2002). La eficacia clinica se la proteina C activada
recombinate (Drotrecogin Alfa activada) fue evaluada en un estudio
internacional, multicéntrico, doble ciego, controlado por placebo, aleatorio
(PROWESS) en el cual 1690 pacientes con sepsis grave recibieron Drotrecogin
Alfa activada o placebo, durante las 48 hrs de inicio de la primera disfuncion
organica inducida por sepsis. Los pacientes tratados con Drotrecogin alfa
mostraron una mejoria en la sobrevida a los 28 dias en comparacion con
aguellos tratados con placebo. A los 28 dias, las tasas globales de mortalidad
fueron 24.7% para el grupo tratado con Drotrecogin Alfa activada y 30.8% para
el grupo tratado con placebo. Drotrecogin Alfa activada redujo el riesgo de
muerte en 19.4% y aumentd las probabilidades de sobrevida en 38.1%.

(Bernard, 2001).

En noviembre 2001 la FDA aprobd su el uso de Drotrecogin Alfa
activada para el tratamiento de pacientes sépticos con alto riesgo de muerte

evaluado por APACHE Il mayor de 25 puntos.

Otro estudio abierto, multicéntrico que incluy6 a 2378 pacientes adultos
con sepsis grave (ENHANCE) se evaluo la mortalidad a 28 dias la cual fue de
25.3%. La tasa de mortalidad fue menor en los pacientes tratados dentro de las
24 horas de disfuncién organica comparados con aquellos tratados después de

24 horas (Vincent, 2005).



Los eventos de sangrado son frecuentes en pacientes con sepsis grave
y la alta incidencia de sangrado durante la infusion es debida a su propiedad
antitrombdética y ocurre predominantemente en pacientes con predisposicion a

sangrado.

En el estudio PROWESS el porcentaje de pacientes que
experimentaron cuando menos un evento de sangrado cuando fueron tratados
con Drotrecogin Alfa activada y cuando fueron tratados con placebo fue de
23.9% y 17.3% respectivamente. En ambos grupos de tratamiento la mayoria
de los eventos de sangrado fueron equimosis o0 sangrado del tracto
gastrointestinal. La tasa de eventos graves de sangrado grave durante el
periodo de estudio de 28 dias fue de 6.5%. La incidencia de sangrado del
Sistema Nervioso Central durante el periodo de estudio de 28 dias fue de 1.5%

(Bernard et al., 2001).



[l. Planteamiento del Problema

La sepsis severa constituye una entidad heterogénea en la que se
incluye a casos con infeccion producida por distintos microorganismos en una
variedad de focos, condicionando dafio a distintos drganos, distintos niveles de
gravedad y distintos estadios evolutivos, acompafado en muchas ocasiones de
estado de choque y como consecuencia falla o disfuncion multiorganica y

muerte.

La sepsis severa es la primera causa de ingreso y de las enfermedades
mas prevalentes en las unidades de cuidados intensivos, presenta una
mortalidad elevada alcanzando hasta un 50% aun en unidades de terapia con

alta tecnologia.

En la terapia de la sepsis severa hoy en dia se requiere de una terapia
gue mejore la perspectiva de sobrevida de los pacientes en estado critico y en
este sentido la proteina C activada recombinante recientemente se ha colocado
como un buen candidato para el tratamiento de sepsis severa por lo que
aumenta la necesidad de realizar investigaciones acerca de los beneficios que

puede tener el tratamiento con esta droga de origen recombinante.



I1l. Marco Teobrico

La Drotrecogina alfa (activada) (Xigris, Eli Lilly, Indianapolis, USA),
conocida formalmente como Proteina C activada humana recombinante, es una
glucoproteina analoga de la proteina C enddgena, sintetizada y secretada por
células humanas manipuladas con ingenieria genética (Yan et al., 1990). La
proteina C es un importante modulador de la coagulacion y la inflamacion
asociada a sepsis severa. En Pacientes con sepsis, disminuye la proteina C y
se reduce la capacidad para producir endogenamente proteina C activada,
favoreciendo la inflamacion sistémica, la coagulacion y la muerte celular

(Esmon, 1998).

La Drotrecogina alfa fue aprobada por la FDA de los Estados Unidos en
Noviembre del 2001, para ser usada como tratamiento en combinacion con la
terapia convencional, en pacientes adultos en estado critico con sepsis severa

y alto riesgo de muerte http://lwww.fda.gov/ohrms/dockets/ac/01/briefing/

Caracteristicas clinicas de la sepsis severa.

La sepsis severa, se define como aquella sepsis asociada a una
disfuncion aguda de 6rgano, resultado de un proceso inflamatorio generalizado
y una respuesta procoagulante a la infeccion (Bone et al., 2001). Como
estadistica relevante se ha estimado que la incidencia de sepsis en los Estados
Unidos es de aproximadamente 750 000 casos por ailo generando un costo

econOémico cercano a los 17 billones de ddlares (Angus et al., 2001). A pesar



de los avances en cuidados intensivos, la sepsis severa conduce a una
velocidad de mortalidad alta, en el rango de 30-50%.  (Brun-Buisson et al.,

1995; Friedman et al., 1998)

El sindrome de sepsis severa se caracteriza por un choque circulatorio y
desarrollo de falla organica multiple que puede llevar a la muerte del paciente
(Parrillo, 1993). La terapia convencional consiste en erradicar la fuente de la
infeccion administrando terapia antimicrobiana y soporte cardiovascular
(Wheeler y Bernard, 1999). Se ha visto que una atencion pronta a las
alteraciones hemodinamicas puede influir en la recuperacion de un paciente
con sepsis severa. Rivers y sus colegas (2001) realizaron recientemente un
estudio con pacientes que presentaban sepsis severa y choque séptico, el
objetivo se dirigié rapidamente a restituir liquidos, administracion de farmacos
vasoactivos y transfusion de células rojas, el resultado que obtuvieron fue una
reduccion en la mortalidad comparado con pacientes que solo recibieron una

terapia convencional.

Por 25 afios, se han realizado pruebas clinicas dirigidas a tratar sepsis
severa enfocandose principalmente en la respuesta inflamatoria, incluyendo el
uso de glucocorticoides, anticuerpos contra endotoxina e inhibidores
especificos de mediadores proinflamatorios (Opal y Cross, 1999; Freeman y
Natanson, 2000; Natanson et al., 1998). Desafortunadamente las terapias anti-
inflamatorias han fallado al parecer en parte porque se habia ignorado la
importancia del sistema de coagulaciéon en la sepsis (Freeman y Buchman,

2002; Matthay, 2001).



En los Ultimos 10 afios, se ha incrementado el conocimiento del
acoplamiento que existe entre los procesos de inflamacién, coagulacién
microvascular y dafio celular endotelial en la patofisiologia de la sepsis severa
(Iba et al., 1998). Estos hallazgos han llevado a realizar pruebas clinicas con
agentes que tengan ambos efectos, anticoagulantes y anti-inflamatorios como
terapia en sepsis severa, como la proteina C activada, el TFPI (inhibidor de la
via factor tisular) y antitrombina Il (Bernard et al., 2001; Warren et al., 2001,
Abraham, 2000). De estos tres agentes se ha demostrado que la proteina C
activada es la Unica que mejora la sobrevivencia. Para entender mejor el
mecanismo por el cual actia la proteina C activada en la sepsis severa es
mejor que expliguemos un poco la funciébn de la proteina C en la via

anticoagulante y su asociacion con el sindrome de sepsis.

Vias de sefalizacién de la Proteina C en el proceso anticoagulante vy

Sepsis Severa.

La asociacion entre la activacion del sistema de coagulacion vy sepsis
severa se conoce desde hace afos (Corrigan et al., 1968). Durante la sepsis la
liberacién de toxinas microbianas y citocinas inflamatorias, incluyendo el TNF-a
(Factor de necrosis tumoral alfa), IL-13 e IL-6 de macréfagos entran en
circulacién sistémica desencadenando una cascada que resulta en una
inflamacion, dafio endotelial y trombosis microvascular (Hinshaw et al., 1996).
Pronto ocurren eventos en respuesta a la infeccion, el primero de ellos es la

adhesién de leucocitos a células endoteliales lo cual es promovido por citocinas



proinflamatorias a través de una regulacion positiva de moléculas de adhesién
como la E-selectina y P-selectina (Parent y Eichacker, 1999). La adhesioén de
moléculas permite que los neutrofilos activen varias proteasas y otras citocinas
proinflamatorias, lo cual contribuye a dafar el flujo sanguineo y dafio oxidante a

vasos sanguineos (Parent y Eichacker, 1999).

Ademads, para iniciar la cascada inflamatoria, toxinas microbianas y
citocinas inflamatorias generan un ambiente procoagulante a través de varios
mecanismos, en los cuales se incluye la activacion de la via de coagulacién
extrinseca por medio de la expresion del factor tisular proveniente de células
endoteliales dafladas y monocitos activados (Levi y ten Cate, 1999; Osterud y
Flaegstad, 1983). El factor tisular es un mediador clave en la activacién de la
coagulacion en pacientes con sepsis. El factor tisular se une al factor de
activacion VIl para formar el complejo factor tisular/factor Vlla, el cual a su vez
activa al factor X. El factor X le permite al factor V (Va) convertir protrombina en
trombina, la cual corta el fibrinbgeno generando monémeros de fibrina, el cual

polimeriza para formar fibrina (Taylor et al., 1991).

La importancia del factor tisular en la activacion de la coagulacion en
sepsis fue confirmado en estudios con voluntarios sanos expuestos a
endotoxina donde la inhibiciébn del factor tisular por el TFPI previene la

generacion de trombina y formacion de fibrina (Taylor et al., 1991).
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Figura 1. Mecanismos de accion de la proteina C activada.

Por el contrario, los eventos proinflamatorios pueden ser inducidos por

componentes del sistema de coagulacion (van der Poll et al., 1990; Dickneite,

1998; Levi et al., 1987). Por ejemplo, se ha mostrado que la trombina induce

respuesta proinflamatoria directa en células endoteliales y macréfagos (Herbert

et al.,, 1994; Jones y Geczy, 1990). De forma semejante el complejo factor

tisular/factor Vlla puede aumentar la produccién de especies reactivas de




oxigeno y la expresion del factor de histocompatibilidad clase 1l y receptores de
adhesioén celular en macréfagos (Cunningham et al., 1999).

Asi, existen varias vias que pueden actuar de forma sinérgica con
mecanismos inflamatorios y procoagulantes los cuales pueden iniciar y
perpetuar trombosis microvascular, hipoperfusién tisular y disfuncién de érgano
en pacientes con sepsis.

Anormalidades en la coagulaciéon vy fibrinolisis son comunmente
observadas en pacientes con sepsis y ha sido asociado con una disminucién
de la sobrevida. (Mesters et al., 2000; Lorente et al., 1993; Fisher y Yan,
2000). Estos incluyen reducciones en todos los principales anticoagulantes
fisiologicos, antitrombina Ill, proteina C y TFPI, asociados con incrementos en
el PAI-1 y en el inhibidor de fibrinolisis activado por trombina, el cual puede
inhibir fibrinolisis.

La formacion sistémica de fibrina resulta de un incremento en la
generacion de trombina, la supresion de mecanismos anticoagulantes
fisiologicos y alteraciones en la fibrinolisis. Una extensa activacion de la
coagulacion resulta de una deposicién intravascular de fibrina y finalmente una
oclusion de vasos de pequefio y mediano calibre cominmente denominada
diseminacién intravascular de la coagulacion la cual ha sido implicada en el
desarrollo de sepsis induciendo falla multiorgénica.

Bajo condiciones fisiolégicas normales, la proteina C juega un papel
crucial en el mantenimiento de la homeostasis y la modulacién de la
inflamacion (Esmon et al., 1997). La proteina C es una glucoproteina
dependiente de la vitamina K sintetizada por el higado, esta formada por

péptido del55 aminoéacidos (cadena ligera) y un péptido de 304 aminoacidos
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(cadena pesada) unidos por un puente de disulfido (Comp y Esmon, 1991). La
cadena ligera contiene residuos de carboxiglutamato gamma en la region N-
terminal, la cual requiere de un procesamiento intracelular y de una unién
dependiente de Calcio que se une negativamente a la membrana. La cadena
pesada posee un dominio de serina proteasa. La proteina circula en la sangre
como un zimo@geno inactivo. En presencia de trombina, la proteina C se une a
dos receptores que estan sobre la superficie endotelial, el receptor endotelial a
proteina C y el receptor a trombomodulina, convirtiéndose en proteina C activa.
La proteina C activa con la proteina S actia como un cofactor esencial, inactiva
los factores Va y Vlla por lo tanto inhibe la generacion de trombina. Ademas, la
proteina C activa estimula la fibrinolisis disminuyendo la concentracién de PAI-
1. Finalmente, la proteina C activada tiene efectos directos anti-inflamatorios
como lo demuestra su habilidad para inhibir tanto el TNF-a como la
interleucina-1 por monocitos y la expresion de E-selectina sobre las células
endoteliales, por lo tanto inhibe la fijacién de leucocitos al endotelio.

La proteina C activa también modula directamente la sefializacion celular
y el patrén de expresion de genes de células endoteliales (Joyce et al., 2001).
Estudios moleculares han revelado que la proteina C activa inhibe la expresion
de células de adhesion mediada por TNF y regulada por el factor de
transcripcion NF-kB (Grinnell y Joyce, 2001). La proteina C activa potencia la
expresion de varios genes apoptoticos entre los cuales se encuentra el Bcl-2 y
el inhibidor de apoptosis-1, asi modula el proceso de apoptosis (muerte celular
programada) (Deveraux y Reed, 1999). Entonces, con las evidencias
encontradas en estos estudios es claro que la proteina C activa ademas de sus

propiedades profibrinoliticas y antitromboticas, juega un papel crucial
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manteniendo el balance de los mecanismos anti-inflamatorios y apoptéticos en
respuesta a un dafo.

La conversion de la proteina C activa en proteina C es alterada durante
la sepsis y se ha visto que existe una alta correlacion entre la reduccion en los
niveles de la proteina C y el aumento en la morbilidad y mortalidad en
pacientes con sepsis severa y choque séptico (Fijnvandraat et al., 1995). La
terapia usando concentrados de proteina C ha mostrado prevenir
coagulopatias y mejora la esperanza de vida en modelos de sepsis en
animales (Taylor et al., 1987) y en humanos con meningococcemia severa
(Ettingshausen et al., 1999). El hecho que durante la sepsis severa se altera la
activacion de la proteina C, hace sugerir en principio que la administracion de

la proteina C activa puede ser una buena alternativa como terapia.

Farmacologia y Farmacocinética de la Proteina C Act  iva (Drotrecogina

alfa).

Es una forma recombinante que se expresa en células humanas de rifion
de la linea 293 (Ehrlich et al., 1989). La droga tiene un peso molecular de 55
kDa y al igual que la forma enddgena también consta de una cadena pesada y
una ligera, posee propiedades anti-trombéticas, profibrinoliticas y anti-
inflamatorias (Eli Lilly, 2001). En pacientes con sepsis severa se alcanzan
concentraciones plasméticas maximas después de dos horas de su
administracion (12 pg/kg/hr a 30 pg/kg/hr). La droga puede ser inactivada por
inhibidores de proteasas plasmaticas enddégenas. En la mayoria de los

pacientes, los niveles plasmaticos de la droga disminuyen a niveles no

12



detectables dos horas después de retirar la infusion. La droga tiene un
aclaramiento de aproximadamente 40 litros/hr en pacientes sanos y aumenta
un 50% en pacientes con sepsis severa al parecer resultado de una

disminucién en los inhibidores de proteasas endégenos.

Cambios hematoldgicos durante la sepsis

La sepsis es un proceso fisiopatoldgico que involucra alteraciones de la
microcirculacion y cambios en las caracteristicas bioquimicas vy fisiolégicos en
los constituyentes de la sangre.

Las alteraciones en las propiedades de los eritrocitos contribuyen a la
fisiopatologia de la sepsis, incluyendo anormalidades en el transporte de
oxigeno y cambios en las propiedades mecanicas que alteran la reologia de la
microcirculacion (Goyette et al., 2004).

La disfuncion del sistema hematolégico es una manifestacién temprana
de los pacientes sépticos. Las anormalidades mas comunes en el sistema
hematolégico son anemia, leucocitosis, trombocitopenia, activacion del sistema
coagulacion y cambios a nivel del endotelio, ademas de alteraciones
morfoldgicas de los eritrocitos junto con disminucion de flujo, hipoxia local e
hipoperfusion secundarias, contribuyendo al desarrollo de la falla orgénica
multiple.

Numerosos estudios en varios modelos experimentales de sepsis han
demostrado severas alteraciones a nivel microvascular incluyendo disminucién
funcional de la densidad capilar, alterando la extraccion de oxigeno vy

alteraciones morfolégicas y un alto porcentaje cambios irreversibles en los

13



eritrocitos como ovalocitos, esferocitos y equinocitos (Scharte, 2003; Berezina.
et al., 2004).

La deformidad del eritrocito ocurre tempranamente en la sepsis,
contribuyendo a la disminucién del flujo sanguineo y mayor tiempo de
exposicidn a estas células en la microcirculacion.

Recientes avances para monitoreo de la circulaciébn se ha observado
que la proporcion de capilares perfundidos fue marcadamente mas disminuida
en pacientes con sepsis severa y choque séptico comparada con voluntarios
sanos. Los resultados mostraron que las alteraciones en la microcirculacion
mejoraron rapidamente en los sobrevivientes pero no en los no sobrevivientes
ademas que la severidad de las alteraciones microvasculares fueron

correlacionados con la severidad de la falla organica (Ezz el din et al., 2005).
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IV. Hipotesis

La administracion intravenosa de Proteina C activada recombinante
reduce las alteraciones morfolégicas que se presentan en los eritrocitos de

pacientes con sepsis severa.
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V. Objetivo General

Estudiar el efecto de la administracion de la Proteina C activada
recombinante sobre la morfologia del eritrocito en pacientes con sepsis severa

o choque séptico.
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VI. Materiales y Métodos

Disefio del estudio :

Descriptivo, Longitudinal, Transversal, Prospectivo.

Universo de estudio

Paciente adulto con diagndéstico de sepsis grave o choque séptico con mas de
una falla organicas o con una calificacion de APACHE Il de mas de 25 puntos,
candidatos a la administracion de Proteina C activada recombinante en la
Terapia Intensiva Adultos del “Hospital Regional Adolfo Lopez Mateos”, durante

el periodo comprendido de abril a septiembre del 2006.

Tamano de la muestra :

5 pacientes

Criterios de Inclusion:

Pacientes adultos con sepsis severa o choque séptico que tengan mas de una

falla organica o APACHE Il mayor de 25 puntos.
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Criterios de Exclusién
Paciente con sepsis 0 choque séptico que tengan solo una falla organica,

pacientes embarazadas, transplantados, cuenta de plaquetas menores 30 mil.

Criterios de Eliminacion:

Sangrado activo, pacientes con didlisis peritoneal o hemodialisis.

Eleccion de pacientes y toma de muestras.

Se eligieron como candidatos aquellos pacientes que cumplieron con los
criterios de inclusion.

Se tomo un frotis de sangre periférica antes de iniciar el tratamiento con
la Proteina C activada recombinante (Drotrecogin alfa, adquirida de la
compainiia Eli Lilly), se administré6 a una dosis de 24 ug/kg/hr (fue preparada
siguiendo las recomendaciones para su administracion del fabricante) en
infusion continua durante 96 hrs.

Durante el tratamiento se tomaron frotis de sangre periférica a las 24, 48,
72 y 96 hrs para monitorizar el efecto sobre las variables hematoldgicas; las
laminillas fueron fijadas y tefiidas con tincion de Write. Las laminillas fueron
observadas con un microscopio 6ptico de luz polarizada acoplado a una
camara digital que permitid la adquisicion de imagenes (microscopio Olympus

modelo BXSIWI).
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Consideraciones éticas:

Este estudio se ajustd a las normas éticas institucionales y de la Ley
General de Salud en materia de investigaciéon para la salud, de acuerdo con las
disposiciones del articulo No. 17 seccion Il en lo que se fundamenta la

investigacion.

Este estudio se ajustd a las normas e instructivos institucionales en
materia de investigacion cientifica, por lo que fue aprobado por el comité de

Investigacion del Hospital.

Anéalisis estadistico

Todos los datos fueron manejados y tratados con el programa Sigma
Plot version 6.0, mientras que las pruebas estadisticas se realizaron en el
programa Minitab Release 12 para Windows. Los datos expresados como
porcentajes se presentan como media * desviacion estandar, se realizaron
como pruebas de significancia: la prueba de Man-Whitney, el coeficiente de
correlacion de Pearson y la prueba de Chi-Cudrada, se consideraron que las

diferencias eran estadisticamente significativas cuando se tenia una p < 0.05.
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VII. Resultados
En la tabla numero uno podemos apreciar las caracteristicas de los
sujetos que fueron elegidos para participar en el estudio, como podemos
apreciar de forma general el promedio de edad fue de 45 + 12 afios con un
valor promedio en la escala de APACHE de 28 = 3 y un SOFA medio de 13 + 4.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes seleccionados para el estudio.

Sexo Edad Localizacion de la Infeccion APACHE SOFA

(Afos)
1 M 54 Abdomen 26 15
2 F 34 Respiratorio 26 11
3 M 45 Abdomen 30 10
4 F 32 Abdomen/Respiratorio 31 18
5 F 61 Abdomen 25 10

Para evaluar el efecto de la proteina C activada recombinada sobre las
alteraciones en la morfologia de los eritrocitos, clasificamos las alteraciones
morfologicas del eritrocito en dos grupos: de Tamafio (Anisocitosis) y en su
forma (Poiquilocitosis).

Los resultados que se obtuvieron al realizar el analisis de los frotis se
pueden observar en la tabla nimero 2. En dos de los 5 pacientes que
participaron en el estudio no se observaron mejorias en la morfologia de los
eritrocitos ni en su forma ni en el tamafio, sin embargo, tres de los pacientes al
ser tratados con las infusiones de la proteina C activada recombinada si

presentan mejoria, estadisticamente significativa (p < 0.05), en la morfologia de
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los eritrocitos tanto en forma como en tamano, tal como se puede apreciar en la

figura 2A 'y 2B.

Tabla 2. Alteraciones en la morfologia del eritrocito en pacientes con sepsis

sTX TX-24hrs TX-48hrs TX-72hrs TX-96 hrs
Paciente

T/F T/F T/F T/F T/F
1 38 35 34 32 39 33 39 34 42 35
2 30 22 29 20 20 14 16 8 12 8
3 12 8 9 6 5 3 2 2 1 1
4 52 40 50 39 55 41 54 40 58 40
5 15 12 12 11 9 8 9 7 7 5

T= Porcentaje de eritrocitos que tienen alteraciones en su tamafio, F= Porcentaje de eritrocitos

que tienen alteraciones en su forma, sTX = Previo a la administracién de la proteina C activada

recombinada, TX = a las 24, 48, 72 y 96 horas de tratamiento con la proteina C activada

recombinada.
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Figura 2. Efecto de la proteina C activada recombinante sobre las alteraciones en el tamafio
(Panel A) y forma (Panel B) del eritrocito (ER). La Barra negra representa el porcentaje de
alteracion antes de administrar la proteina C activada y la barra en gris representa el porcentaje
promedio en al final del tratamiento con la proteina C activada. Los porcentajes estan

graficados como media + desviacion estandar.
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También resulta muy importante resaltar que 2 de los 5 pacientes que
participaron en el estudio murieron. Los pacientes que murieron son el 1 y el 4,
justo los que tienen un mayor SOFA (16.5 + 1.5) respecto de los que no
murieron (10.3 £ 0.3).

En este estudio, ademas, se puede apreciar que en los pacientes
sépticos existe una correlacion entre el valor del SOFA y las alteraciones en la
morfologia del eritrocito tanto en su tamafio (Coeficiente de correlaciéon de
Pearson de 0.9513) como en su forma (Coeficiente de correlaciéon de Pearson

de 0.9520)(ver figura 3, donde se muestra la correlacién).

60 +
50 4
40 +
30 1

20 1

10 4

% de alteracion en la morfologia del ER

O T T T T T 1
8 10 12 14 16 18 20

SOFA
Figura 3. Correlacién entre el SOFA y el porcentaje de alteraciones en la morfologia del
eritrocito (ER). Los circulos claros (o) representan el porcentaje de ER con alteraciones en su
tamafio, mientras que los circulos rellenos de negro (e) representan el porcentaje de ER con

alteraciones en su forma. (—) correlacion entre el SOFA y la alteracién en el tamafio del ER y (-
- -) correlaciona el SOFA con la alteracién en la forma del ER. Estos datos que se muestran
corresponden a valores de estas variables previas al tratamiento con la proteina C activada

recombinada.

23



Otro andlisis que se realizé fue una prueba de chi-cuadrada con el fin de

ver asociaciones entre variables de estudio. Como se puede apreciar en los

analisis realizados (tablas 3 y 4) existe una relacion significativa (p< 0.05) entre

las alteraciones morfologicas del eritrocito y la sobrevivencia.

Tabla 3. Relacion entre el porcentaje promedio de eritrocitos con alteraciones

en el tamano al final del tratamiento con la proteina C activada recombinada y

la sobrevivencia.

% de ER con alteracion en el

TX
Tamaho
Si 3 11
Sobrevivieron
No 2 46

Chi-cuadrada = 4.3, p = 0.03.

Tabla 4. Relacién entre el porcentaje promedio de eritrocitos con alteraciones

en su forma al final del tratamiento con la proteina C activada recombinada y la

sobrevivencia.
TX | % de ER con alteraciéon en su forma
Si 3 8
Sobrevivieron
No 2 37

Chi-cuadrada = 4.6, p = 0.03.
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Finalmente, podemos ver dos imagenes ilustrativas donde se aprecian
alteraciones en la forma (Imagen A) y en el tamafio (Imagen B) de los

eritrocitos en pacientes sépticos.
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VIII. Discusioén

En este trabajo de investigacion se soporta que los pacientes con sepsis
severa 0 chogue séptico presentan alteraciones en la morfologia de los
eritrocitos tanto en su forma como en su tamafio, dichas modificaciones pueden
impactar funciones como el transporte de oxigeno e inducir cambios en la
reologia de la microcirculacibn como lo sugieren otros autores comprometiendo

en estado de salud del paciente (Goyette et al., 2004).

Se ha visto que la disfuncion del sistema hematolégico es una de las
manifestaciones tempranas de los pacientes seépticos, entre estas
anormalidades que se han reportado, ademas de los cambios en la morfologia
de eritrocito, se encuentran la anemia, leucocitosis, trombocitopenia, activacion
del sistema coagulacion, cambios a nivel del endotelio capilar, disminucion de
flujo, hipoxia local e hipoperfusion secundarias, contribuyendo al desarrollo de
la falla organica multiple (Scharte, 2003; Berezina. et al., 2004; Ezz el din et al.,
2005). Estas anormalidades podrian explicar lo observado en nuestra
investigaciéon donde los pacientes con un SOFA mayor estan correlacionados
con un alto porcentaje de eritrocitos con alteraciones morfologicas que
comprometen el estado critico del mismo y reduciendo la esperanza de vida tal

como ocurrio con dos pacientes que fallecieron.
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Recientes avances en la terapia de los pacientes con sepsis severa y
choque séptico usando la proteina C activada recombinante han demostrado
qgue disminuye los indices de mortalidad y mejora la expectativa de vida de los
pacientes en estado critico (Pastores, 2003), en nuestro estudio el tratamiento
con la proteina C activada recombinante también mejoré la esperanza de vida
de los pacientes y demostramos ademas que reduce las alteraciones

morfoldgicas de los eritrocitos dato que no ha sido reportado previamente.
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IX. Conclusiones

1. Existe una correlacion entre los valores de SOFA y el porcentaje de

eritrocitos con alteraciones morfoldgicas.

Los pacientes con un SOFA menor a 11 respondieron satisfactoriamente
al tratamiento con la proteina C activada recombinada mientras que a
valores mayores de SOFA no se observaron cambios en la morfologia

alterada de los eritrocitos.

La terapia de pacientes sépticos con la proteina C activada recombinada

parece mejorar la esperanza de recuperacion en un 60%.

En general, los datos obtenidos en esta investigacion hacen
sugerir que los pacientes con sepsis severa y choque séptico cuando se
someten a terapia con la proteina C activada recombinada pueden
disminuir las alteraciones morfolégicas de los eritrocitos tanto en su
tamafio como en su forma mejorando la expectativa de vida de los

pacientes.
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