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RESUMEN

Introduccioén. La sepsis abdominal (SA) se define como infeccion en la cavidad
peritoneal, que origina una enfermedad sistémica y se estima que es la segunda
causa mas comun de sepsis. El cuadro clinico se caracteriza por dolor abdominal
acompanado de fiebre, ndusea y vomito con datos de irritacién peritoneal. La
peritonitis secundaria puede evolucionar a una sepsis abdominal cuando se
presenta sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS). Para evaluar su
severidad se cuenta con varias escalas clinicas como son APACHE II, SOFA e
indice de peritonitis de Mannheim (IPM). La respuesta inmunolégica celular en la
peritonitis se encuentra descrita en modelos murinos; en humanos la informacién
en limitada.
Justificacion. Las poblaciones celulares en liquido peritoneal se han descrito en
casi todas las patologias que conllevan a ascitis, en estudios que para determinar
la asociacion con el pronodstico de la enfermedad. No se encuentra mucha
informacion sobre la respuesta inmune en la peritonitis secundaria, por lo que se
propone que las poblaciones de linfocitos T en liquido peritoneal podrian
relacionarse con la severidad de la patologia y podrian formar parte del prondstico
en pacientes con peritonitis secundaria. En caso de que exista dicha relacién, nos
ayudaria a tomar decisiones terapéuticas en el momento oportuno.
Objetivo. Determinar si existe correlacion entre las diferentes poblaciones de
linfocitos T y citocinas en el liquido peritoneal, con la severidad de la patologia y
concentraciones de procalcitonina en pacientes con sepsis abdominal por
peritonitis secundaria.
Material y métodos. Estudio transversal piloto de pacientes con peritonitis
secundaria en el servicio de urgencias del Hospital General de México “Dr.
Eduardo Liceaga”; registro de datos clinicos y de laboratorio, para determinar el
diagndstico y medir la severidad de la SA con base en el calculo de escalas
clinicas (SOFA y APACHE Il), escala quirurgica (IPM), biomarcadores (niveles
séricos de PCT). En el transoperatorio se tom6 una muestra de liquido peritoneal
para la determinacién de poblaciones de células TCD4 y citocinas mediante
citometria de flujo. Se construyé una base de datos en Microsoft Excel, se
5



utilizaron medidas de tendencia central para descripcidon de variables. Se
realizaron correlaciones de Spearman. Se determinaron puntos de corte, de
acuerdo con la mortalidad esperada en la literatura, de las escalas para hacer
grupos: APACHE II: leve < 14 y severo 215, SOFA: leve <3 y severo 24, y
Mannheim leve < 20, moderado 21-29 y severo = 30, para la concentracion de
procalcitonina se agrupé como concentracion baja (<2ng/ml) y alta (=2 ng/ml). Se
compararon estos grupos con las citocinas y linfocitos entre ellos mediante U de
Mann-Whitney y Kruskal Wallis segun el numero de grupos. La significancia
estadistica se establecio cuando P<0.05.

Resultados. Se obtuvieron datos de 39 pacientes, 41% fueron hombres y 59%
mujeres con una edad media de 43.74 + 18.53. La patologia mas frecuente fue
apendicitis (62%). Las escalas de severidad se correlacionaron bien entre si, todas
con R>0.5 y P<0.001. La escala SOFA y Mannheim son proporcionales al numero
de células por ml (R=0.317, R=0.363, P<0.05). Dentro de los grupos de severidad,
en la escala de Mannheim, SOFA y procalcitonina, se encontré6 un mayor
porcentaje de linfocitos TCD4 en el grupo con riesgo bajo que en el grupo con
riesgo alto; y un mayor numero de células por ml en los pacientes con riesgo alto
que con riesgo bajo. En los grupos de Mannheim la concentracion de IL-6 es
mayor (11,476.53 pg/ml) en el grupo severo que en el grupo leve (1,210.17 pg/ml).
Conclusién. Las escalas de severidad son un buen indicador del numero de
células por mL, linfocitos TCD4 e IL-6 en el liquido peritoneal de pacientes con
peritonitis secundaria. La escala de severidad de Mannheim es un buen indicador
para el porcentaje de linfocitos TCD4 y células por mL en el liquido peritoneal de
pacientes con peritonitis secundaria. La escala de severidad APACHE Il no es un
buen indicador de la respuesta inmunolégica en liquido peritoneal en la peritonitis
secundaria. La procalcitonina es un buen marcador de la respuesta en peritonitis

secundaria, independientemente de si es sepsis sistémica o no.

Palabras clave: sepsis abdominal, procalcitonina, linfocitos, escalas de severidad

en sepsis.



. INTRODUCCION

a. Definicion

La sepsis abdominal (SA) es una respuesta desregulada ante una infeccion,

donde el sistema inmune monta una estrategia de defensa exagerada que resulta
en un proceso de inflamacién generalizada sostenida, que lleva a alteraciones de
perfusién, que ocasionan fallas de diferentes sistemas organicos y puede
ocasionar la muerte. La sepsis puede aparecer como consecuencia de una
infeccidon en cualquier 6rgano o sistema. La sepsis abdominal por peritonitis
secundaria es una de las formas mas comunes y la mas agresiva de las formas de
sepsis.

La peritonitis se define como infeccién en la cavidad peritoneal y se divide en:

* Primaria: infeccién del liquido peritoneal sin que haya ocurrido perforacion
de una viscera, puede ocurrir por diseminacion hematégena o a través de
un conducto (por ejemplo, catéter intraperitoneal). Los pacientes con
aumento de liquido peritoneal (ascitis, dialisis peritoneal) tienen mayor
susceptibilidad por alteracién y mala respuesta en los mecanismos de
defensa.

* Secundaria: resulta de la perforacién de una viscera intraabdominal.

* Terciaria o persistente: son peritonitis secundarias que no remiten o cuando
se desarrolla una superinfeccion de toda la cavidad peritoneal. Se
caracteriza por alta mortalidad, y normalmente existe inmunosupresion

subyacente'?.

En la peritonitis secundaria mas de 400 especies de bacterias pueden invadir
la cavidad. En casos de perforacion de eséfago y estdbmago predominan
organismos grampositivos; mientras que, si la perforacion es en la parte distal del
tubo digestivo, predominan los gramnegativos y anaerobios, siendo los mas
comunes Bacteroides fragilis y Escheria coli’.

La mortalidad varia del 20 al 60 % y, aunque no se conoce con exactitud la

incidencia de sepsis abdominal, se estima que es la segunda causa mas comun



de sepsis®.

b. Cuadro clinico

El cuadro clinico inicial es diferente de acuerdo con la etiologia, pero una vez
establecida la peritonitis se caracteriza por dolor abdominal acompafado de fiebre,
nausea y vomito. A la exploracién fisica se observan datos de irritacion peritoneal:
rebote positivo, espasmo reflejo tdnico de musculos abdominales, ileo paralitico y
en la peritonitis circunscrita se pueden auscultar roces y crepitaciones®.

La peritonitis secundaria puede evolucionar a sepsis abdominal, la cual es una
peritonitis mas sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS),
diagnosticado de acuerdo con criterios especificos que evidencian el involucro

sistémico inflamatorio y de perfusion de la enfermedad”®.

c. Estudios paraclinicos

La biometria hematica reporta datos que apoyan el diagndstico, como es
leucocitosis > 11.400/uL o < 4.300/uL con una sensibilidad de 57% y una
especificidad de 55%, si a esto se le agrega una desviacién a la izquierda
(presencia de mas de 74% de neutrdfilos en el diferencial o mas de 11% de
bandas), la sensibilidad aumenta a 93%°.

La Proteina C Reactiva (PCR) tiene una sensibilidad del 78 % y especificidad
del 60 % para diferenciar infecciones bacterianas a otras causas del SIRS, la
procalcitonina, por su parte tiene una sensibilidad del 85 % y especificidad del 83
%. Una PCR > 20 mg/L y procalcitonina > 2 ng/mL sugieren una infeccion grave o
enfermedad inflamatoria™.

La radiografia simple de abdomen es util para identificar aire libre en
cavidad, para identificar rapidamente perforaciones’!, abscesos, incluso tumores si
éstos provocan desplazamiento de una asa intestinal llena de aire, la sensibilidad
y especificidad es baja, por lo que se deben solicitar otros estudios radiolégicos
para complementar el diagndstico'". Otros estudios de imagen son el ultrasonido
abdominal, tomografia axial computada y resonancia magnética abdominal, todas

encaminadas a determinar la etiologia de la peritonitis.



d. Respuesta inmunolégica

El peritoneo combate una infeccion de tres maneras; la primera por la
absorcion de bacterias al sistema linfatico, la segunda por fagocitosis por
macrofagos o poliformonucleares (PMN), y la tercera, a través de varios factores
que actuan para localizar la infeccion en forma de un absceso™.

Durante la primera etapa de peritonitis, los PMN y células mononucleares
activadas migran hacia la cavidad abdominal por quimiotaxis por la proteina
quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), proteina inflamatoria de macréfagos 2
(MIP-2), y quimiocinas, como la interleucina 8 (IL-8), el leucotrieno B4 (LTB-4),
todo esto por accion del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la interleucina 1
beta (IL-1B) producida por las células mesoteliales, mastocitos y macréfagos. El
TNFa y la interleucina 6 (IL-6) juegan un papel regulador en la depuraciéon de
bacterias. La interleucina 12 (IL-12) juega un papel mas importante en la sepsis
abdominal, es producida por monocitos y macréfagos, y aumenta la actividad de
las células mononucleares y PMN. La IL-12 también activa a las células asesinas
naturales (natural killers, NK), las cuales son una fuente importante de interferén
gamma (INFy) para activar a las células T. La deposicion de fibrina es un hallazgo
tipico en la peritonitis. Las endotoxinas y las citocinas proinflamatorias activan la
cascada de coagulacion durante la peritonitis, lo que conlleva a la formacion de
fibrina con el objetivo de reducir el movimiento bacteriano y aumentar el
atrapamiento de bacterias. La deposicidon de fibrina puede resultar en la formacion
de adhesiones peritoneales que pueden causar varias complicaciones
postoperatorias como obstruccion intestinal, infertilidad y dolor cronico™.

En cuanto a los linfocitos T y B peritoneales, su fenotipo y funcién son muy
divergentes y se encuentran linfocitos no-tipicos (como linfocitos B1, T gamma-
delta, TCD4-CD8, o con la expresion constitutiva de CD25)".

e. La procalcitonina como marcador de sepsis
Los signos clinicos tempranos de sepsis, como fiebre, taquicardia y
leucocitosis no son especificos y se sobreponen con signos de respuesta

inflamatoria sistémica no relacionados con origen infeccioso. Otros signos como



hipotensién, trombocitopenia y aumento en la concentracién de lactato son datos
de progresion a falla organica. El retraso en el diagndstico y tratamiento de la
sepsis aumentan la morbilidad y mortalidad. Se han investigado diferentes
biomarcadores en sangre periférica para diagnosticar sepsis, estimar su severidad
y pronéstico. La procalcitonina es un polipéptido de 116 aminoacidos que tiene
ventajas sobre otros biomarcadores, ya que tiene un corto tiempo de induccion
después del estimulo bacteriano y vida media prolongada.

La procalcitonina es un marcador util para diferenciar sepsis de respuesta
inflamatoria sistémica de origen no infeccioso, un punto de corte entre 1.0 y 2.0
ng/mL es util para discriminar pacientes con sepsis de aquellos que cursan con
respuesta inflamatoria sistémica. A pesar de ser un marcador diagndstico de
sepsis, debe interpretarse en contexto con la historia clinica, exploracion fisica y

estudio microbioldgico cuando sea posible.?’

f. Escalas de gravedad de sepsis

La escala denominada APACHE Il (por Acute Physiology Chronic Health
Evaluation)'” es un sistema de clasificacion de la severidad de enfermedades
ampliamente utilizado. Desarrollado por Knaus y col. en 1985'". Considera
parametros de disfuncion de diferentes sistemas organicos y con base en ello
emite un puntaje que va de 0 a 67 puntos (Tabla 1).

La escala de evaluacion secuencial de falla organica (SOFA, por sus siglas en
inglés) es una escala de severidad de la morbilidad y estimacion de la mortalidad.
Incluye 6 variables, cada una representa a un sistema, dando valores de 0 a 24

(Tabla 2). La mortalidad de acuerdo con la escala de SOFA se ilustra en la tabla 3.
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Tabla 1. Escala de severidad APACHE I

Variable + 4 +3 +2 +1 ] +1 +2 +3 +
Termperatura >41 39-409 — 38.538.|36-384 |34-35.9 | 32-33.9| 30-31. 3| < 29.9
TAM =160 130-159 | 110129 70-109 —_— S50-69 — < 49
FC =180 130-1589 | 110129 70-109 — 50-69 40-54 = 39
FR =50 35-49 — 25-34 12-24 10-11 6-9 — =5
A arPo2 > 500 | 350493 | 200-349 <200 — — — —
PO2 —_ —_ —_ > 70 61-70 R 55-60 < 55
PH Artenal = 7.7 |7.6-7.69 — 7.5-7.99|7.33-7 .49 — 7.25-7.347.15-7.24 < 7.15
HCO3 > §2 41-51.9 - 32-40.9| 23-31.9 - 18-21.9| 15-17.9 < 15
Sodio > 180 |160-173|155-153| 150-154| 130-149 — 120-128| 111-118| =< 110
Potasio D ioF 569 —_ 5559 3.554 334 2.529 — < 25
Creatinina > 3.5 2-34 1.5-1:9 0.61.4 —_ < 06 —_ —_
Hto > 60 — 50-59 9| 46-49 9 | 30-45 .9 — 20-29.9 —_ = 20
Recuento
Leucocitos > 40 —_ 20-39 9| 15-19 9| 3-14 9 R 1-2.9 — < 1
Slasgow —_ —_ —_ = Seee _— — S
Puntaje
fsiolGgico - - - - — - - —
_'algudo
Tabla 2. Escala de severidad SOFA.
0 1 2 3 4

Respiracién®

Pa0,/FIO; (mm Hg) o >400 <400 <300 <200 <100

Sa0,/FIO, 221-301 142-220 67-141 <67

Coagulacion

Plaguetas 103/mm! >150 <150 <100 <50 <20

Higado

Bilirubina (mg/dL) <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12,0

= 3
Cardiovascular
Tensidn arterial

PAM 270 mmHg

PAM <70mm Hg

Dopaminaa<5o
dobutamina a
cualquier dosis

Dopamina a dosis de

5,1-150
Epinefrinaa <

Norepinefrinaa<0,1

0,10

Dopamina a dosis de

>150

Epinefrina>0,10

Norepinefrinaa>0,1

Sistema Nervioso Central

Escala de Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
Renal

Creatinina (mg/dL) <1,2 1,2-1,9 2,0-34 3,5-4,9 >5,0
o flujo urinario (mL/d) <500 <200

Pa0;: presion arterial de oxigeno; FIO,: fraccion de oxigeno inspirado; Sa0,, Saturacion arterial de oxigeno periférico; PAM, presion arterial
media; *Pa0,/FIO; es relacion utilizada preferentemente, pero si no esta disponible usaremos la Sa0,/FIO;; "Medicamentos vasoactivos
administrados durante al menos 1 hora (dopamina y norepinefrina como ug/kg/min) para mantener la PAM por encima de 65 mmHg.
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Tabla 3. Mortalidad de acuerdo con SOFA durante la estancia hospitalaria

Puntos de SOFA Mortalidad
0-6 <10 %
7-9 15-20 %

10-12 40 - 50 %
13- 14 50 - 60 %
15 >80 %
15-24 > 90 %

El indice de peritonitis de Mannheim (IPM). Es una escala de peritonitis que
considera datos clinicos preoperatorios y hallazgos transoperatorios para construir
un algoritmo que arroja un puntaje que nos ayuda a predecir la mortalidad de
acuerdo con la puntuacion obtenida con los criterios'®(Tabla 4). En la tabla 5 se

observa la mortalidad esperada de acuerdo con su puntuacion.

Tabla 4. Criterios y puntaje de acuerdo con la escala de Mannheim.

Criterio Puntuacion si esta presente

Edad > 50 anos 5

Sexo femenino

Falla organica*

Enfermedad maligna

Duracion de peritonitis > 24 h

Origen no coldnico de sepsis

Peritonitis generalizada

Exudado claro

o O O &~ M b N O

Exudado purulento

—
N

Exudado fecal

*Se define como falla organica si la creatinina = 1.32 mg/dL, urea = 100.3 mg/dL, PaO2 pulmonar

< 50 mmHg, PaCO2 = 50 mmHg, choque hipo o hiperdinamico segun la definicion de Shoemaker,

obstruccion intestinal > 24 h o ileo mecanico completo.
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Tabla 5. Mortalidad esperada de acuerdo con la puntuacion Mannheim?®

Puntos Mortalidad
0-5 0 %
6-13 20 %
14 — 21 13 %
22 -29 26 %
30-39 64 %

g. Tratamiento

El tratamiento de la SA por peritonitis secundaria consiste en eliminar el foco
de infeccidn quirargicamente, reanimacion dentro de las primeras 6 horas y terapia
antimicrobiana®'.

La relaparotomia puede realizarse en pacientes con peritonitis secundaria para
remover detritus residual o como control de una patologia adicional en la cavidad
abdominal. No existe evidencia entre mejoria en la morbimortalidad entre
pacientes con relaparotomia programada o por demanda®. Los marcadores que
indican una infeccion intraabdominal persistente, falla organica o ambos son
buenos predictores para realizar una relaparotomia. En un metaanalisis, realizado
por Lamme y col., sobre los predictores clinicos para realizar una relaparotomia,
observaron que la edad, comorbilidades, la fuente de peritonitis gastrointestinal
alta, peritonitis generalizada, eliminacion del foco de infeccidn, bilirrubina,
creatinina, lactato, el indice PaO2/FiO2 y albumina tienen una prediccion

moderada para predecir la necesidad de realizar una relaparotomia.

h. Marcadores inmunolégicos para pronoéstico

En varios estudios se han intentado relacionar varios marcadores
inmunoldgicos con la severidad y mortalidad de peritonitis. En una revision
realizada por van Till y col. se encontré que entre los factores que se asocian a un

aumento en la severidad/mortalidad se encuentran la IL-10 (en sangre y en liquido

13



peritoneal), IL-1B (sangre y liquido peritoneal), IL-6 (sangre y liquido peritoneal)
TNFa (sangre y liquido peritoneal), G-CSF (sangre), IL-12 (sangre), IL-18 (sangre),
IL-8 (sangre); y entre aquellos que se asocian a una disminucion de la
severidad/mortalidad se encuentran INFy (sangre y liquido peritoneal). Pero la
informacion en cuanto a las determinaciones y mediciones de celularidad es casi

nula.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existe correlacion entre la celularidad inmunolégica peritoneal
determinada por las poblaciones celulares de linfocitos T y B, con la severidad de

la sepsis abdominal en pacientes con peritonitis secundaria?

. JUSTIFICACION

Las poblaciones celulares en liquido peritoneal se han descrito en varias
patologias, como el cancer gastrico®, cancer ovarico®®, cancer de endometrio®, y
otros tipos de cancer donde se desarrolle ascitis; todos asociados con el
pronostico de la enfermedad. La severidad de la sepsis esta relacionada con la
intensidad de la respuesta inflamatoria. La produccion excesiva de citocinas pro-
inflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucinas (IL) 1b,
IL-6, IL-8 inducen al sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y cumplen un
papel importante en la progresion a falla organica.

Actualmente el uso de escalas de severidad (APACHE Il, SOFA, Mannheim)
consideran edad, antecedentes patoldgicos, determinantes fisiologicos y funcién
organica para determinar la gravedad y predecir la evolucién de un paciente.

No se encuentra mucha informacién sobre la respuesta inmune en la peritonitis
secundaria, por lo que nosotros proponemos que las poblaciones de linfocitos T y
B en liquido peritoneal podrian relacionarse con la severidad de la patologia,
determinada por escalas de severidad y nivel de procalcitonina, y formar parte de
un dato prondstico en pacientes con peritonitis secundaria. En caso de que exista
dicha relacion, nos ayudara a tomar decisiones terapéuticas en el momento

oportuno.
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IV. HIPOTESIS

Ho: No existe correlacion entre las poblaciones de linfocitos y citocinas en
liquido peritoneal y la severidad de la sepsis abdominal en pacientes con

peritonitis secundaria.

Ha: Existe correlacion entre las poblaciones de linfocitos y citocinas en liquido
peritoneal y la severidad de la sepsis abdominal en pacientes con peritonitis

secundaria.

V.OBJETIVOS

a. General:
Determinar si existe correlacion entre la severidad de la sepsis abdominal, con
las poblaciones de linfocitos T y citocinas en el liquido peritoneal, en pacientes

con diagnéstico de abdomen agudo quirurgico con peritonitis secundaria.

b. Especificos:
* Determinar por citometria de flujo las poblaciones de linfocitos T CD4+ y
CD8+ en liquido peritoneal.
e Determinacion de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, INF e IL-17 en
sobrenadante de liquido peritoneal.
» Correlacionar las variables medidas con el diagnéstico, escalas APACHE I,

SOFA, Mannheim y determinacién de procalcitonina preoperatoria.

16



VL.

MATERIAL, PACIENTES Y METODOS

Tipo y disefo de estudio: Transversal, observacional.

1.

2,

b.

. Pacientes

. Poblacién y tamaino de muestra. La poblacién son pacientes que acuden

al servicio de Urgencias del Hospital General de México “Dr. Eduardo

Liceaga”. Se obtuvo una muestra no probabilistica por conveniencia.

Criterios de seleccién.

Inclusién: Pacientes hombres y mujeres mayores de 18 afios de edad con
diagndstico de sepsis abdominal por peritonitis secundaria que acepten
participar en el estudio y firmen el consentimiento informado.

Exclusion: Pacientes con tratamiento con antibiéticos mayor a 24 h previos
a su ingreso a Urgencias, enfermedades autoinmunes o endocrinas previas,
didlisis peritoneal y pacientes que no deseen participar en el estudio.

Eliminacion: Muestra insuficiente.

Material y métodos

Recoleccion de datos clinicos y escalas APACHE IlI, SOFA y Mannheim.

Durante el abordaje al paciente se le invitd a participar en el proyecto de

investigacion y se realizé un breve cuestionario (Anexo 1) y exploracion fisica.

Los datos de las escalas se calcularon con los resultados de los laboratorios

prequirurgicos (Biometria hematica, quimica sanguinea, gasometria vy

procalcitonina).

Obtencion de muestra de liquido peritoneal. Se obtuvo una muestra de

liquido peritoneal transoperatorio en tubos con heparina de 10 mL (BD
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Vacutainer®). Se centrifugd a 400g durante 5 min para obtener el
sobrenadante y botén celular. El boton celular se lavé dos veces con medio
RPMI 1640 (GIBCO) con EDTA 2Mm, azida de sodio al 1 % y suero fetal
bovino al 4%. Se lisaron eritrocitos y se filtré a través de una malla de nylon de
70 um (Cell Strainer Fisher Scientific) para posteriormente realizar conteo
celular en camara de Neubauer con azul tripano al 0.4% en una dilucién 1:10.

Se eliminaron muestras coaguladas o con viabilidad celular <80 %.

. Determinacién de citocinas en sobrenadante de liquido peritoneal. En el
sobrenadante del liquido peritoneal, se tomaron 50 ul para la determinacion de
las siguientes citocinas: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF, INF e IL-17 mediante el kit
comercial de citocinas Th1/Th2/Th17 BD™ Cytometric Bead Array.
Brevemente, la técnica consiste en perlas de captura con un fluorocromo con
diferente intensidad media de fluorescencia para cada citocina, se incuba con
la muestra problema y posteriormente, se agrega el anticuerpo de deteccién
acoplado a otro fluorocromo, siendo la intensidad media de fluorescencia de
este ultimo la concentracién de cada citocina. El rango de deteccion va de 0 a
5000 pg/ml, las concentraciones de cada muestra se obtienen aplicando la
férmula obtenida de la regresion logistica de 4 o 5 parametros calculada de la
curva tipo (Swart, 2010).

. Determinacion de linfocitos en liquido peritoneal. Un millon de células
fueron tefiidas con anticuerpos de superficie para las diferentes poblaciones
celulares: linfocitos TCD4 (Anti-CD3 Alexa Fluor 700® y Anti-CD4 FITC),
Linfocitos TCD8 (Anti-CD3 Alexa Fluor 700® y Anti-CD8 PE). Se incubaron 30
minutos y posteriormente fueron fijadas con paraformaldehido al 1% en
regulador de fosfatos durante 20 minutos a 4°C. Se realizé un lavado con 1 ml
de solucién de bloqueo y centrifugado a 300xg durante 5 minutos vy
resuspendidos en 200 pl de solucion de bloqueo para la lectura en citobmetro

de flujo (Sony SH800). El algoritmo de analisis se describe en la figura 1.
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Figura 1. Algoritmo de analisis para linfocitos T por citometria de flujo. Primero se realiz6
una grafica de tamafo area contra altura (A) para obtener singuletes, posteriormente una
de tamafio contra complejidad (B) y se seleccion6 la poblacion de interés, en este caso
los linfocitos, y finalmente, se selecciond la poblacién CD3" (C). De la poblacion CD3" se

realizaron andlisis para obtener los linfocitos TCD8" (D), los CD4" (E).
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5. Operacionalizacion de las variables

NOMBRE DESCRIPCION TIPO CODIFICACION
Edad Numero de afios Cuantitativa
cumplidos a la fecha. discreta
Sexo Sexo bioldgico Cualitativa 1. Masculino
determinado por dicotémica 2. Femenino
caracteres sexuales.
Diagnéstico Diagnéstico previo a la | Cualitativa nominal | 1. Apendicitis
posoperatorio. realizacion de la 2. Oclusién intestinal
intervencién quirurgica. 3. Colecistitis aguda
4. Perforacion de
viscera hueca.
APACHE II Escala empleada como | Cualitativa nominal | Leve < 14 puntos
predictor de mortalidad. Severo 215 puntos
Puntuaciéon hasta 67
SOFA Escala empleada como | Cualitativa nominal | Leve < 3 puntos
predictor de disfuncion Severo = 4 puntos
organica. Puntuacion
de hasta 24
Mannheim Escala predictiva que Leve < 20 puntos

evalla la
morbimortalidad por
peritonitis bacteriana.

Moderado 21-29
puntos
Severo = 30 puntos

Procalcitonina Concentracion de Cuantitativa
procalcitonina antes y continua
después de la
intervencién quirargica
de urgencia.

Células T CD4 Porcentaje de células Cuantitativa
que presenten continua
marcadores CD3 y
CD4 (%)

Células T CD8 Porcentaje de células Cuantitativa
que presenten continua
marcadores CD3 y
CD8 (%)

Células B1 Porcentaje de células Cuantitativa
que presenten continua

marcadores para
células B1 CD20,
CD27, CD43(%)
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c. Analisis estadistico

Se construy6é una base de datos en Microsoft Excel, se utilizaron medias,
desviacién estandar, frecuencias y porcentajes para la descripcion de variables
clinicas y demograficas. Se realizaron correlaciones de Spearman para las tres
escalas y las citocinas y linfocitos. Se determinaron puntos de corte, de acuerdo
con la mortalidad esperada en la literatura, de las escalas para hacer grupos:
APACHE II: leve < 14 y severo 215, SOFA: leve <3 y severo 24, y Manheim leve <
20, moderado 21-29 y severo = 30, asi como la concentracion de procalcitonina se
utilizé como variable categérica siendo concentracién baja (<2ng/ml) y alta (=2
ng/ml). Se compararon estos grupos con las citocinas y linfocitos entre ellos
mediante U de Mann-Whitney y Kruskal Wallis segun el numero de grupos. La
apariencia macroscopica del liquido peritoneal se utiliz6 como una variable ordinal
de la siguiente manera: sin alteracion=1, seroso=2, purulento=3 y necroético=4. La
significancia estadistica se establecié cuando P<0.05. El anélisis estadistico se
realiz6 con el software IBM SPSS V23.

d. Aspectos éticos y de bioseguridad.

El proyecto de investigacion se llevé a cabo de acuerdo a lo emitido por la
declaracion de Helsinki en su ultima version, las Guias para la investigacion clinica
y epidemioldgica del Consejo para Organizaciones Internacionales de Ciencias
Médicas (Council for International Organizations of Medical Sciences o CIOMS por
sus siglas en inglés), el coédigo de ética de la Asociacién Médica mundial, el
Reporte Belmont, las guias de Buenas Practicas Clinicas, la Ley Federal de
proteccion de Datos personales en Posesion de los particulares y la  General de
Salud. Antes de realizar cualquier procedimiento en los pacientes se solicitdé su

autorizacion mediante la firma de un Consentimiento Informado (Anexo 2).

Los objetos punzocortantes empleados para la toma de muestras bioldgicas
fueron dispuestos de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002. Los residuos

derivados del proceso de toma de muestras biolégicas fueron depositados en
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recipiente rigido con tapa hermética encontrado en el Servicio de Cirugia General
del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga” y en el Laboratorio de
Inmunologia Clinica | en la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, IPN.
Los residuos derivados de este proceso fueron:
* Jeringas de 10 mL conteniendo sangre y liquido peritoneal
e Agujas de 24 gauges (G) y 32 mm contaminadas con sangre
(punzocortante), dicho residuo sera depositado en recipiente rigido de
polipropileno resistente a fracturas con resistencia de penetracion minima
de 12.5 Newtons.
* Torundas de algodon contaminadas con sangre.

* Gasas previamente estériles contaminadas con sangre.
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VIl. RESULTADOS

Se obtuvieron 39 pacientes y sus caracteristicas clinicas y demograficas se

resumen en la tabla 6.

Tabla 6. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes con abdomen
agudo quirurgico.

Frecuencia
Sexo
Femenino 16 (41%)
Masculino 23 (59%)
Edad 43.74 £ 18.53
Organo afectado
Apéndice 24 (62%)
Colon 4 (10 %)
Biliar 3 (8%)
Intestino delgado 3 (8%)
No identificado 2 (5%)
Epiplon 1(2%)
Ovario 1(2%)
Rifon 1(2%)
Liquido peritoneal
Sin alteracion 12 (31%)
Seroso 8 (21%)
Purulento 17 (43%)
Necraotico 2 (5%)

Se muestran frecuencias absolutas y porcentajes. La edad se representa con media y desviacion
estandar.

a. Correlaciones

Se encontré que las escalas se correlacionan bien entre si, APACHE Il con
Mannheim (R=0.614, P<0.001), APACHE Il con SOFA (R=0.683, P<0.001) y
Mannheim con SOFA (R=0.596, P<0.001). Se realizaron correlaciones de las tres
escalas con las citocinas y linfocitos, encontrandose lo siguiente: la escala de

SOFA es proporcional al numero de células por ml (R=0.317, P=0.049) y la escala
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de Mannheim es inversamente proporcional a el porcentaje de linfocitos TCD4
(R=-0.403, P=0.013) y directamente proporcional al numero de células por mL
(R=0.363, P=0.023). Para la escala de APACHE Il ninguna citocina ni linfocito se
correlacioné de manera significativa.

La apariencia macroscopica del liquido peritoneal se correlaciond
negativamente con los linfocitos TCD4 (R=-0.534) Lo cual es esperado pues la
apariencia macroscopica es un criterio en la escala de Mannheim. La escala de
Mannheim se correlaciona positivamente con INF (R=0.342, P=0.036) y el numero
de células por ml (R=0.355, P=0.026).

b. Comparacién de grupos por escala.

Para los dos grupos en la escala de APACHE Il, leve <14 y severo 215, y
Mannheim, leve <21, moderado 21-29 y severo >30; no se encontraron diferencias
en ninguna citocina ni linfocitos.

En los grupos para la escala SOFA, se encontr6 un mayor porcentaje de
linfocitos TCD4 en el grupo con riesgo de mortalidad leve que en el grupo de con
riesgo severo (36.23 vs 13.46). La concentracion de IL-6 es mayor (11,476.53
pg/ml) en el grupo severo que en el grupo leve (1,210.17 pg/ml), al igual que las
células por ml (40.28 x 10° vs 1.83 x 10°, respectivamente). Lo anterior se muestra

en la figura 2.

c. Procalcitonina
Solo se logré obtener la concentracién prequirurgica de procalcitonina en 28
pacientes. Se encontré6 una correlacion positiva con la escala de Mannheim
(R=0.432, P=0.022), con la concentracion de IL-6 (R=0.377, P=0.048) y TNF
(R=0.443, P=0.018), asi como una correlacion inversamente proporcional al
porcentaje de linfocitos TCD4 (R=-0.504, P=0.007). Al hacer las comparaciones
entre el grupo con concentracion baja de procalcitonina (<2ng/ml) y alta (=2 ng/ml),
observamos que en el grupo alto tiene un mayor puntaje (mediana 17.5, 5-32) en
la escala de Mannheim que en grupo bajo (mediana 6, 0-26, P=0.025), asi como
células por ml (3.397x107 (1.8x105-2.955x108) vs 9x105 (3.375x104-9.64x107),
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P=0.015) y concentracién de TNF (19.33 ng/ml (11.76-209.19) vs 11.33 ng/ml
(0.76-1900.14), P=0.019). En cuanto a la comparacion del porcentaje de linfocitos
TCD4, el grupo bajo tiene un mayor porcentaje que el grupo alto (42.28% (8.09-
63.98) vs 15.97% (5.54-5025), P=0.009). Lo anterior resumido en la figura 3.
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Figura 2. Diferencias entre los dos grupos (leve y severo) de la escala SOFA. Se
muestran las diferencias en células por ml (A), porcentaje de linfocitos TCD4 (B) e

IL-6 expresada en logaritmo (pg/ml). Se utilizé U de Mann-Whitney. +P<0.05.
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Figura 3. Diferencias entre los grupos con concentracion de procalcitonina baja y
alta. Se muestran las diferencias en la puntuacion en la escala de Mannheim (A),
porcentaje de linfocitos TCD4 (B), en células por ml (C), y TNF(D) expresada en
logaritmo (pg/ml). Se utilizé U de Mann-Whitney. +P<0.05.
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VIIl. DISCUSION

Las escalas de severidad que se estudiaron se relacionan entre si de forma
significativa, resultados esperados ya que evaluan variables relacionadas con falla

organica y toman en cuenta parametros comunes

En nuestro estudio, la cantidad de linfocitos TCD4 se correlaciona de forma
inversamente proporcional con las escalas SOFA, Mannheim, concentraciones de
procalcitonina asi como con las caracteristicas macroscopicas del liquido
peritoneal. Estos resultados pueden explicarse porque en la sepsis se induce una
respuesta inflamatoria sistémica excesiva, que depende de Ila funcidn
inmunoldgica del paciente, durante el curso de la enfermedad se presenta
disfuncion de las células T, en un intento por contrarrestar la respuesta
inflamatoria a través de la inhibicién de células T y de produccion de anticuerpos
de las células B.?® Por este motivo encontramos menor cantidad de células TCD4
cuando tenemos valores mas altos en las escalas de severidad (SOFA y
Mannheim), ya que estas indican falla organica o se relacionan con patologias
mas graves, de la misma forma que niveles mas altos de procalcitonina estan

relacionados con sepsis grave.?

PD-1 (Programmed Death 1) es un receptor co-inhibidor, miembro de la
superfamilia B7-CD28. Su expresion puede ser inducida en la superficie de los
linfocitos TCD4 y TCD8. PD1 y sus dos ligandos; PD-21 (B7-H1) y PD-L2 (B7-DC);
son capaces de inhibir el estimulo antigénico persistente a través de la regulacion
de activacion, tolerancia e inmunopatologia en células T.

Durante la respuesta inflamatoria, la expresion de PD1 aumenta, causando
inhibicion de la funcién de las células T; como proliferacién, activacién citotoxica y
produccion de citocinas; lo que lleva a un estado de “extenuacion” de células T,
volviéndose incapaces de participar en una respuesta inmune efectiva. La sobre-

expresion de PD-1 en células T circulantes en pacientes con sepsis, se relaciona
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con disminucién en la capacidad proliferativa de las células T, aumenta el indice

de enfermedades nosocomiales y la mortalidad.

En un estudio realizado por Dong-Na Gao et al.** se midi6 el porcentaje de células
TCD4 en sangre periférica en pacientes con sepsis, encontrandose los niveles
mas bajos en casos de choque séptico, demostrando que PD1 regula la actividad
de las células T, con relacion inversamente proporcional entre el porcentaje de
células TCD4 y severidad de la sepsis. Lo que concuerda con nuestros resultados,

a pesar de que nosotros medimos TCD4 en liquido peritoneal.

Los niveles de procalcitonina se relacionaron con el indice prondstico de
Mannheim y en consecuencia con la cantidad de células por mililitro de liquido
peritoneal y la cantidad de células TCD4. La procalcitonina tiene una cinética muy
relacionada con el inicio y la evolucién de la infeccién, evidenciando elevacién en
su concentracion en las primeras 3-6 horas®'. Estos resultados concuerdan con
otros estudios, en los que se evidencia una correlacion positiva y significativa entre
los valores de procalcitonina y mayor gravedad del indice de Mannheim®'. Estos
valores elevados de procalcitonina preoperatoria son de ayuda para el prondstico
de la gravedad del proceso abdominal, teniendo la ventaja de que, al ser un
biomarcador sistémico, es facil de determinar junto con los estudios
preoperatorios. Valores elevados en el preoperatorio nos orientan hacia un mal
pronéstico del cuadro clinico. Otros estudios han sugerido el concepto de
aclaramiento de procalcitonina para el pronéstico de sepsis, demostrando que el
cambio dinamico de la procalcitonina es mas significativo que el valor absoluto.?®
De las escalas de severidad evaluadas en nuestro estudio, Unicamente se
encontré relacion entre procalcitonina con el indice de Mannheim, esta escala
toma en cuenta hallazgos transoperatorios, por lo que podria indicar que este
biomarcador sistémico tiene mejor relacion con la severidad de la patologia
intraabdominal en casos de peritonitis secundaria, que con la severidad de la
sepsis a nivel sistémico y sus repercusiones en otros érganos, ya que no mostrd

relacion con las escalas APACHE Il y SOFA, al menos en nuestra poblacion.
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La sintesis de procalcitonina esta inducida directamente por antigenos
microbianos e indirectamente por respuesta inmune a IL-1B, TNF-a e IL-6%2
Encontramos relacion de los niveles de procalcitonina con IL-6 y TNF. Estudios
que han estudiado marcadores en sepsis, tanto sistémicos en sangre como
peritoneales, han demostrado que los mediadores peritoneales se encuentran en
niveles de 10 a 1000 veces mas altos que en los valores sistémicos en pacientes
con peritonitis, lo que sugiere que la medicién de citocinas peritoneales podria ser
un método para determinar y dar seguimiento a la reaccion inflamatoria en un
paciente?®. Al demostrar la asociacion en la elevacién de estas citocinas en liquido
peritoneal con la procalcitonina y la escala de SOFA, podemos identificar a los
pacientes con peritonitis secundaria en quienes debemos mantener vigilancia
estrecha cuando los sintomas o las pruebas complementarias no son

concluyentes e identificar a quienes requieren tratamiento quirargico temprano.

En nuestro estudio encontramos relacion de las escalas de severidad con la
severidad en peritonitis secundaria, asi como con la respuesta inmunoldgica en la
respuesta inflamatoria, en nuestro caso secundaria a infeccion. No existe
actualmente un biomarcador ideal para identificar a los pacientes con mayor riesgo
de complicaciones, sin embargo, podemos reunir informacién a partir de los
biomarcadores con los que contamos, para ayudarnos en el diagnostico de los
pacientes que cursan con sepsis e identificar de forma temprana a quienes
requieren manejo quirurgico o médico intensivo, sin esperar a que se encuentren
en una etapa mas avanzada de la patologia y por lo tanto con prondstico

desalentador.

La expresion de niveles altos de PD1 puede servir como marcador fisiopatolégico
en sepsis. Mientras que un alto porcentaje de CD4 puede considerarse como
factor protector.

Bloquear PD-1 ha demostrado restaurar la funcion de las células T. Con base en

estos estudios, se considera que la terapia inmunoadyuvante con anticuerpos anti-
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PD-1 es capaz de revertir el estado de inmunosupresion inducida por sepsis y

mejorar la supervivencia en estos pacientes®.

Dentro de las limitaciones de este trabajo se encuentran una muestra pequenfa, la
dificultad para reunir todos los datos necesarios para la medicion de escalas de
severidad, debido a las caracteristicas de la patologia algunos pacientes no
permanecen hospitalizados tanto tiempo como para realizar estudios de control

postquirurgico.

A partir de este trabajo podemos investigar la relacibn con la evolucion
postoperatoria, tanto por estudios de laboratorio, como por clinica y la
recuperacion de los pacientes y determinar si existe algun biomarcador del liquido
peritoneal relacionado con la evolucidén y recuperacion, asi como la medicion de
procalcitonina una vez controlado el foco infeccioso. También seria de interés
relacionar los hallazgos en liquido peritoneal y la severidad de la patologia con lo
reportado en estudios de patologia (biopsias y piezas quirurgicas), y con el tiempo

en la remision total de la respuesta inflamatoria.
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IX. CONCLUSIONES

Las escalas de severidad son un buen indicador del numero de células por ml,
linfocitos TCD4 e IL-6 en el liquido peritoneal de pacientes con peritonitis
secundaria.

La escala de severidad de Mannheim es un buen indicador para el porcentaje de
linfocitos TCD4 y células por ml en el liquido peritoneal de pacientes con peritonitis
secundaria, encontrandose menor cantidad de células TCD4 conforme progresa la
sepsis, lo que indica contraregulacion de la respuesta inflamatoria, como un
intento por limitar el dano. Sirviendo como factor protector el hallazgo de niveles
altos de TCD4.

La escala de severidad APACHE Il no es un buen indicador de la respuesta
inmunoldgica en liquido peritoneal en la peritonitis secundaria.

La procalcitonina es un buen marcador de la respuesta en peritonitis secundaria,
ya que se relaciona con la severidad en la escala de Mannheim, la cual toma en
cuenta hallazgos transoperatorios y nos indica la gravedad de la patologia con la
qgue nos enfrentamos.

La procaicitonina y el indice de Mannheim nos ayudan a identificar de forma
temprana a los pacientes que requieren tratamiento urgente y mayor apego y
vigilancia debido a patologia abdominal quirurgica, ya que sus valores se
relacionan de forma significativa con las células encontradas en el liquido

peritoneal de pacientes con peritonitis secundaria.
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ANEXOS

Anexo 1. Hoja de recoleccién de datos
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Anexo 2. Consentimiento informado.

HOSPITAL
GENERAL
de MEXICO

DR. EDUARDO LICEAGA

CONSENTIMIENTO INFORMADO Folio 001

Titulo: Correlacion de la respuesta citoinmunoldgica peritoneal con el comportamiento clinico en la
peritonitis secundaria

Investigador principal: Dr. Noé |. Gracida Mancilla

Presidente del comité de ética: Dra. Estela Garcia Elvira

Introduccion. La peritonitis es un problema muy grave en cirugia, ya que pueden desarrollarse
muchas complicaciones, en las cuales a veces, es necesario realizar una o varias cirugias mas.
Obejtivo. Determinar si las poblaciones de células presentes en el liquido que se encuentra en el
abdomen se relacionan con la necesidad una reintervencion.

Procedimientos: Se extraeran 6-10 mL de sangre de su brazo y 2-5 mL del liquido que se
encuentra en la cavidad abdominal. No se entregaran resultados de éste ultimo.

El proyecto de investigacion corresponde a una investigacién con minimo riesgo.

Su participacion es totalmente voluntaria y si decide no participar no afecta en ninguna manera su
tratamiento en el hospital.

No recibira pago por su participacion ni se requiere de ningun pago de su parte.

La informacion que recojamos por este proyecto de investigacion se mantendra confidencial de
acorde a la ley. Cualquier informacion acerca del paciente tendra un nimero en vez de su nombre.
Puede retirarse del estudio en el momento que lo desee.

Los datos obtenidos en el estudio pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos.

Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité de Bioética del Hospital General de
México “Dr. Eduardo Liceaga” que es un comité cuya tarea es asegurarse de que se protege de
dafios a los participantes en la investigacion.

He sido testigo de la lectura exacta del documento de consentimiento informado al paciente y el
individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que el individuo ha dado
consentimiento libremente.

Direccion testigo

1:

Nombre y firma del testigo

1:

Direccion testigo

2:

Nombre y firma del testigo
2:

He leido la informacion proporcionada o me ha sido leida. He tenido la oportunidad de preguntar
sobre ella y se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente participar en esta investigacion.

Nombre y firma del

participante:

En caso de dudas contactar a Dra. Leticia Elizabeth Mota Gardufio (Teléfono 5517020826).
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