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NIVELES SERICOS DE PD-1 COMO PREDICTOR DE MORTALIDAD EN SEPSIS

ANTECEDENTES. Sepsis es un proceso de disfuncion organica debida a la respuesta maladaptativa de un
hospedero frente a un reto infeccioso. Esto fue el principal motivador para proponer una definicion de sepsis
que no requiera pasar por los criterios de SIRS: la tercera definicién propone usar escalas de evaluacion de
dafio organico en todos los pacientes infectados para detectar a los pacientes con sepsis. Una de las vias
implicadas en esta respuesta antiinflamatoria es el receptor de muerte programada 1 (PD-1) y sus ligandos
PD-L1 y PD-L2, que controlan la activacion de las céluas T.

OBJETIVO. Asociar la medicion de los niveles séricos de PD-1 de una cohorte de pacientes con sepsis,
para identificar un punto de corte y desarrollar una escala de prediccion de mortalidad.

HIPOTESIS. En los pacientes que son hospitalizados en la sala de urgencias con diagndéstico de sepsis, los
niveles séricos de PD-1 se encuentran asociados a falla organica, y es posible predecir la evolucién a
choque séptico y choque séptico refractario asi como la mortalidad a 28 dias generando un punto de corte
a partir de estos niveles.

DISENO DE ESTUDIO. Se trata de un estudio observacional, descriptivo, transversal, prospectivo. Para el
analisis estadistico se utilizara el software SPSS version 23.0 (IBM Co) 2015. Se asegurara una confianza
del 95%.

METODOLOGIA. Se incluyeron un total de 10 pacientes que cumplerion con los criterios de inclusion, que
dieron su consentimiento para formar parte del estudio, se estudiaron las caracteristicas demograficas de la
muestra, se tomaron todos los estudios de laboratorio iniciales asi como niveles sericos de PD-1 y PD-L1,
se realizo el analisis con curvas roc para asociar con dias de estancia intrahospitalaria.

RESULTADOS. En nuestra muestra ninguno de los pacientes presenté mortalidad intrahospitalaria. Por lo
tanto, no podra compararse el grupo de mortalidad contra el grupo de supervivientes. Se evaluara la estancia
intrahospitalaria. La mediana de dias de estancia intrahospitalaria fue de 9 dias (RIQ 5.25, 12).

los resultados del analisis inmunolégico tomando en cuenta la determinacion de linfocitos que expresan PD-
1, asi como los monocitos que expresaron PDL-1 en la muestra estudiada, comaprada con su estancia
intrahospitalaria menor de 9 dias que se reporto como la media de estancia intrahospitalaria y mayor de 9
dias.

CONCLUSION. Se comprobé que los niveles elevados de PD-1y PD-L1 en pacientes que cursan con sepsis
se asocian a una estancia mas prolongada intrahospitalaria, en nuestro estudio no se asocio a mortalidad.

Palabras clave: Sepsis, Biomarcador, Mortalidad, SOFA, APACHE-II, SAPS II.
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GLOSARIO

IMC indice de Masa Corporal
FC Frecuencia Cardiaca
PAS Presién Arterial Sistélica
PAD Presién Arterial Diastolica
FR Frecuencia Respiratoria
PAM Presién Arterial Media
PD-1 Molecula de muerte programada 1
PDL-1 Ligando de Muerte Programada 1
SOFA Sequential Organ Failure Assessment
APACHE Il Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
SAPS I Simplified Acute Physiology Score
FiO2 Fraccion Inspirada de Oxigeno
pCO2 Presion Parcial Arterial de Dioxido de Carbono
pO2 Presién Parcial Arterial de Oxigeno
HCO3 Bicarbonato de Sodio
SatO2 Saturacion Arterial de Oxigeno
BT Bilirrubina Total




MARCO TEORICO

SEPSIS.

La sepsis es un proceso de disfuncion organica que se debe a la respuesta maladaptativa de
un hospedero frente a un proceso infeccioso que aumenta la morbimortalidad a corto, mediano
y largo plazo en quienes lo padecen. La sepsis es considerada la principal causa de muerte
por infeccion, especialmente cuando no se reconoce y se trata oportunamente, por lo que se
trata de una verdadera emergencia médica. La palabra sepsis se deriva del griego que significa
“putrefaccion” y fue Hipdcrates hacia el afio 460 a.C. el primero en describir este proceso en
el cuerpo humano. (22)

Durante muhos afos, se ha buscado establecer y universalizar una definicién operacional de
sepsis, que permita discriminar entre todos los pacientes infectados a aquellos que
presentaran esta respuesta disrregulada acompafiada de disfuncion organica multiple con la
suficiente sensibilidad y especificidad diagndstica; sin embargo, las definiciones que se han
propuesto hasta el momento distan de ser perfectas mas bien resultan ambiguas. (28)

Hasta hace algunos afios, el criterio de clasificacion de sepsis exigia iniciar el algoritmo
diagnostico a través de cumplir los criterios de sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SIRS) (21) (Fig. 1).

Fig. 1. SEGUNDA DEFINICION DE SEPSIS.
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Adaptado de: Crit Care Med 1992;20:864-874.
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de los criterios del SIRS(19). Esto fue el principal motivador para proponer una definicién de
sepsis que no requiera evaluar y cumplir los criterios de SIRS: la tercera definicion propone
usar escalas de evaluacidon de dano organico en todos los pacietes infectados para detectar a

los pacientes con sepsis(18). Tales escalas son el SOFA (Sequential Organ Failure



Assessment) y una variante breve conocida como qSOFA (quick-SOFA) (Tabla 1). Se define
disfuncion organica como un incremento en el puntaje total del SOFA de 2 o mas puntos como
consecuencia de la repsuesta ante la infeccion. En esta nueva definicion se pone el énfasis en
la disfuncidn organica y no en la respuesta inflamatoria sistémica. (18)

La manifestacién mas grave de la sepsis es el choque séptico, el cual se define como la sepsis
con disfuncion hemodinamica que conduce a hipoperfusion tisular. Su presencia aumenta
significativamente la mortalidad y su mejor tratamiento hasta el momento consiste en
intervenciones sistematicas para asegurar una presion arterial minima que alcance a ser
perfusoria para mantener una adecuada uresis y a minimizar o tratar el dafio producido por las
multiples fallas organicas (19).

La concentracion sérica de lactato se ha utilizado como un marcador de la disfuncion celular
en la sepsis, aunque otros multiples factores ademas de la hipoperfusion por disfuncion
hemodinamica pueden afectarla, tales como la hipoxemia, los cambios metabdlicos en células
inmunolodgicas y la reduccion de la depuraciéon hepatica. No obstante, la hiperlactatemia si ha

sido util en predecir mortalidad. (27)

INMUNOLOGIA DE LA SEPSIS

La respuesta inmune del huésped y su desregulacion en la sepsis depende principalmente de
la expresion y secrecion de una variedad de citocinas pro y antiinflamatorias, que ademas
muestran un papel fundamental en la activacion inflamatoria cronica asociada a la obesidad y
sus anomalias metabdlicas posteriores, como la resistencia a la insulina(22). El factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa) es la citocina proinflamatoria mas representativa con un papel
destacado en la respuesta inflamatoria de la sepsis. Segun estudios previos, esta respuesta
inflamatoria es promovida, al menos en parte, por las citocinas producidas por los macrofagos
del tejido adiposo, que experimentan alteraciones cuantitativas y cualitativas en la obesidad y
la sepsis (25). Los macrofagos de tejido adiposo se subdividen en dos poblaciones principales:
los macréfagos M1 clasicamente activados que producen citocinas proinflamatorias y los
macrofagos M2 activados alternativamente que secretan citocinas antiinflamatorias. Otro factor
fisiopatoldgico importante asociado con los efectos perjudiciales de la sepsis y la obesidad en
la estructura y funcion de diversos organos es el estrés oxidativo, impulsado por el desequilibrio
de oxidantes tisulares (radicales libres o especies reactivas de oxigeno) y las defensas

antioxidantes a favor del primero.



La sepsis se caracteriza por una respuesta proinflamatoria inicialmente que evoluciona a una
respuesta antiinflamatoria compensadora que es responsable del segundo pico de mortalidad
(27). Una de las vias implicadas en esta respuesta antiinflamatoria es el receptor de muerte
programada 1 (PD-1) y sus ligandos PD-L1 y PD-L2, que controlan la activacidon de las céluas
T. Al inhibir la respuesta inmune, se limita el dafo tisular ante la agresién de microorganismos
que pueden originar un proceso infeccioso (1). El descubrimiento de esta via de regulacion fue
descrito por primera vez en la década de los afios 70°s tras el estudio realizado por Lafferty y
colaboradores donde se planted que las células T son activadas por dos sefales, una mediada
por el reconocimiento de un antigeno a través del receptor de la célula T y la segunda conocida
como coestimuladora, que permite el adecuado desarrollo de una respuesta efectora (2).
Posterior a esto se han abierto nuevas ventanas de investigacion para la expresion de
prediccién de mortalidad en paciente con proceso séptico.

La proteina PD-1 de 288 aminoacidos y se encuentra localizada en el cromosoma 2 (2q37.3)
y es codificada por el gen Pdcd1, que esta constituido por 5 exones los cuales tienen una
actividad especifica. Se compone ademas de un dominio globular extracelular, uno
transmembranal y otro intracelular. A esta proteina se le han descrito 2 ligandos conocidos
como PD-L1y PD-L2 también denominados B7-H1 y B7-DC respectivamente. El PD-L1 esta
compuesto por 290 aminoacidos y se codifica por el gen Cd274 el cual esta localizdao en el
cromosoma 9 y el PD-L2 se codifica en el gen Pdcd1/g2 que se encuentra junto con el gen
Cd274 (5).

El PD-L1 se expresa en tejido linfoide como no linfoide por lo que nos sugiere que la via PD-
1/PD-L1 puede modular la respuesta inmune ya sea en organos linfoides como en érganos
blanco. Su expresion es sobrerregulada en respuesta a varios estimulos como anticuerpos
anti-lgM, anti-CD40, anti-CD3, LPS, INF-y, IL-4, IL-12 y factor estimulante de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF). ElI PD-L2 es inducido en las células T, B, los macréfagos
y las células dendriticas(3) . El PD-L1 al interactuar con sus ligandos envia sefiales con lo que
se traducira una disminucién de la produccion de citocinas como INF-y, TNF-a e IL-2 ejerciendo
efecto en la diferenciacion y sobrevida celular por la inhibicidn temprana de las sefiales de
activacién a traves de CD28 o IL-2 efectuando efectos antiapoptaticos sobre el ciclo celular y
sobre la activacion de los genes de citocinas (8).

PD-1y PD-L1 son moléculas que inhiben la activacion inmunoldgica. Se ha mostrado de forma
consistente en todos los estudios que la sepsis incrementa su expresion, tanto de superficie
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como sus concentraciones séricas; no obstante, su funcion y relacion con la mortalidad
permanece controversial; En la cohorte de Shao y colaboradores (16), se encontré que la
expresion de la molécula de inhibicion de la activacién inmunolégica PD-L1 incrementa su
expresion en monocitos a los 3-4 dias después de la instauracion de la sepsis, y que el nivel
de su expresion es un predictor independiente de mortalidad a 28 dias . En la cohorte de Taiy
colaboradores (10) también se encontro que la expresion de PD-L1 en monocitos era predictor
de mortalidad a 28 dias. En los estudios que existen, algunos resultados han sido
contradictorios probablemente porque consideran a la sepsis como una sola entidad
homogénea. Von Knethen y colaboradores (41) encontraron que en un modelo murino de
sepsis hay infrarregulacion de PD-L1 en hepatocitos y que al restaurar su expresién mediante
transferencia génica, mejora la sobrevida y disminuye el dafo hepatico. Shindo vy
colaboradores (40) por otro lado encontraron que al bloquear la via PD-1/PD-L1 duplica la tasa
de supervivencia en otro modelo murido de sepsis. Hay diferencias sustanciales en ambos
modelos (en el segundo por ejemplo, se utiliza ademas de la puncion cecal, inoculacion de
Candida albicans), lo que ademas de explicar las diferencias sugiere que también en el
humano no toda sepsis es igual. Patera y colaboradores (42)encontraron que en sujetos con
sepsis disminuye progresivamente la capacidad de los neutréfilos y monocitos, tanto de
fagocitar como de producir citocinas, se incrementa la frecuencia de granulocitos de baja
densidad (LDG - low density granulocytes) PD-L1+, y demostraron que estos LDG
antiinflamatorios tienen menor funcion. Al afadir in vitro anticuerpos anti-PD-1 o PD-L1 la
funcibn inmune se restituyd. Wilson y colaboradores (15) encontraron mayores
concentraciones de PD-1y PD-L1 soluble en pacientes sépticos; y en este grupo de pacientes,

encontraron mayor expresion de PD-1 en linfocitos T y B de memoria.
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JUSTIFICACION

En mayo de 2017, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconocio a la sepsis como
una prioridad global (23) ya que se estima que afecta a mas de 30 millones de personas al
afo, lo que puede representar hasta 6 millones de muertes anuales. Por tanto, se adopto una
resolucién de mejorar la prevencion, diagndstico y manejo de este padecimiento(19). La
primera causa de muerte en terapias intensivas (con excepcion de las unidades coronarias)
es la sepsis. En México, el estudio multicéntrico de Carrillo y colaboradores (24) demostré
que la falta de consenso en los criterios de clasificacion y el desempeio insuficiente de las
escalas de prediccion parece surgir del hecho de que consideran la sepsis como una entidad

homogénea y no como un conjunto de distintos escenarios clinicos.

La sepsis representa el gran reto de la médicina moderna para el médico de Urgencias y de
primer contacto, debido a la elevada incidencia, prevalencia y mortalidad que existe en los
pacientes que cursan con esta condicion clinica y considerando los multiples factores que
determinan un ascenso en la mortalidad, se trata de buscar una herramienta accesible, que no
genere grandes costos, que sea practica y eficaz para poder detectar a los pacientes con mal
prondstico y predecir la mortalidad, con la finalidad de incidir de manera temprana en el
tratamiento y desenlace del paciente, es por eso que mediante técnicas inmuldgicas y
celulares, se buscara establecer la asociacion entre los niveles séricos de PD-1 y la mortalidad
o escalas pronosticas, con la finalidad de generar un punto de corte para estimar un indice de
gravedad o mortalidad en pacientes con sepsis; y a futuro poder implementar nuevas pautas

terapéuticas.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el estudio multicéntrico de Carrillo-Esper y cols.(24), en México se encontro que el 27.3%
de todos los ingresos a una Unidad de Cuidados Intensivos fue por sepsis, los cuales tuvieron
una tasa de mortalidad del 30.7%.

El foco infeccioso mas comun fue sepsis abdominal (47%), pulmonar (33%), tejidos blandos
(8%) y renal (7%). Sin embargo, no existe en nuestro pais una cohorte con caracterizacion
inmunoldgica, protedmica y hormonal que permita evaluar la interaccion de estos factores en

el prondstico de los pacientes con sepsis (24).

La predicciéon de mortalidad en pacientes con sepsis es una necesidad inminente para la
optimizacion de recursos y para normar la conducta terapéutica en los servicios de Urgencias
y de Terapia Intensiva. Los puntajes actualmente existentes, tales como SOFA o APACHE I,
SAPS II, predicen mortalidad a través de evaluar cuan alejadas estan de variables fisiologicas
y de laboratorio, varios estudios han pautado la asociacion entre la mortalidad y los niveles de
PD-1, incluso se ha propuesto como parte de las estrategias para tratar de disminuir el impacto
de la enfermedad o la mortalidad el bloqueo de PD-1 o de su ligando, aun hace falta
investigacion y estudios al respecto, en este estudio se pretende asociar los niveles séricos de
PD-1 a la severidad de la enfermedad y a la mortalidad usando las esalas prondsticas vigentes
y con ello contribuir a la obtencion de un mejor desenlace de los pacientes que cursan con

sepsis.
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HIPOTESIS

En los pacientes que son hospitalizados en la sala de urgencias con diagnostico de sepsis, los
niveles séricos de PD-1 se encuentran asociados a falla organica, y es posible predecir la
evolucion a choque séptico y choque séptico refractario asi como la mortalidad a 28 dias
generando un punto de corte a partir de estos niveles.

La operacionalizacion estadistica de esta hipotesis general sera como sigue:

Hipotesis nula (HO): Los niveles séricos de PD-1 al momento del ingreso no estan asociados
con la mortalidad de los pacientes a 28.

Hipotesis alterna (H1): Los niveles séricos de PD-1 al momento del ingreso estan asociadas

con la mortalidad de los pacientes a 28.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Asociar la medicién de los niveles séricos de PD-1 de una cohorte de pacientes con sepsis,

para identificar un punto de corte y desarrollar una escala de prediccion de mortalidad.

Objetivos especificos

Caracterizar la epidemiologia de la sepsis y choque séptico en el servicio de Urgencias del
Hospital General de México.

Correlacionar los niveles séricos de PD-1 en pacientes con sepsis con la escala de falla
organica secuencial.

Establecer un vinculo entre los niveles séricos de PD-1 con un sistema de clasificacion de
severidad o gravedad como APACHE II.

Enlazar los niveles séricos de PD-1 con la escala pronostica para enfermedades agudas
SAPS Il a fin de estimar la severidad.

Realizar el seguimiento clinico de los pacientes con sepsis para caracterizacion de sus
desenlaces clinicos independientemente de su destino después de egresar del servicio de
Urgencias.

Desarrollar una escala de prediccidn de mortalidad y comparar su desempeio pronostico
con las escalas ya conocidas y validadas: APACHE-II, SOFA y SAPS II.

15



METODOLOGIA
Tipo y diseio de estudio

Se trata de un estudio observacional, descriptivo, transversal, prospectivo

Poblacién
Personas hospitalizadas en el servicio de urgencias del Hospital General de México, con el

diagnostico de sepsis, sin importar el sitio de origen.

Tamano de la muestra

No se realiza calculo matematico para la selesccion de la muestra, se realiza técnica de
muestreo no probabilistico a conveniencia, considerando a todos los pacientes que son
ingresados en el serivcio de urgencias del Hospital General de México, en el periodo
comprendido entre 25 de mayo y 21 dejulio de 2019, con el diagnostico de Sepsis, que reunan

todos los criterios de inclusion, que deseen participar y que firmen consentimiento informado.

CRITERIOS

Criterios de Inclusion:

e Pacientes mayores de 18 anos.

e Ingreso a Urgencias Médicas con al menos un diagndstico de ingreso de infeccion
clinicamente sospechada o

e documentada.

e Que el paciente, familiar o representante legal otorguen su consentimiento informado
para la recoleccion de datos, toma de muestras y realizacion de estudios asociados con

la investigacion.
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Criterios de Exclusion:

e IMC < 18 kg/m2.

e Cirugia previa para control del foco infeccioso actual o cualquier cirugia previa en las
ultimas 2 semanas.

e Falla organica previa (Insuficiencia hepatica Child-Pugh C previa, enfermedad renal
cronica estadio 5 previa,

¢ incluyendo dialisis peritoneal o hemodialisis cronica).

o Diagnostico o alta sospecha clinica de cancer activo.

e Diagnostico conocido de infeccion por VIH, cualquier estadio.

e Diagnostico previo de infeccion por hepatitis viral tipo B o tipo C, sin importar estado
actual.

e Embarazo.

e Diagnostico previo de enfermedades autoinmunes o autoinflamatorias, sin importar
estado actual. Por ejemplo, las siguientes (lista no limitativa): artritis reumatoide, lupus
eritematoso sistémico, esclerosis multiple, tiroiditis autoinmune (Hashimoto), esclerosis
sistémica, dermatomiositis, espondilitis anquilosante, espondiloartritis, psoriasis,
sindrome de Guillain-Barré, enfermedad de Crohn, Colitis Ulcerosa, miastenia gravis.

e Paciente con historia de trasplante (excepto cornea).

e Uso de esteroides o farmacos inmunosupresores en los 2 meses previos. Por ejemplo,
los siguientes (lista no

e limitativa): azatioprina, micofenolato de mofetilo, metotrexate, 6-mercaptopurina,
etanercept, abatacept.

e Tratamiento previo con cualquier anticuerpo monoclonal incluyendo denosumab para
osteoporosis. Por ejemplo, los siguientes (lista no limitativa): rituximab, infliximab,
certolizumab pegol, adalimumab, tocilizumab.

e Diagnostico conocido de inmunodeficiencia primaria. Por ejemplo, los siguientes (lista
no limitativa): Inmunodeficiencia comun variable, deficiencia selectiva de subclases de
IgG, deficiencia de IgA, sindrome de DiGeorge, neutropenia ciclica.

e Infeccion conocida por microorganismo que causa latencia. Por ejemplo, los siguientes
(lista no limitativa): Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium avium, Treponema

pallidum, Trypanosoma cruzii (enfermedad de Chagas).
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Criterios de Eliminacion:

e Que el paciente o representante legal retire su consentimiento informado.

e Documentacion en el expediente clinico de nuevo diagndstico de infeccion por VIH, virus

de hepatitis B y virus de hepatitis C.

¢ Que el paciente fallezca antes de tomar los estudios inmunologicos y moleculares.

DEFINICION DE LAS VARIABLES

Tabla de operacionalizacién de las variables

Variable

Tipo de variable

Forma de
medicion

Definicién operacional

VARIABLE DE

DESENLACE PRIMARIO

Mortalidad a 28 dias

Catego6rica nominal
dicotémica
(presente/ausente).

Se toma de formatos de
informe de caso. En los
casos de pérdida de
seguimiento, se
considera ausente en el
Ultimo seguimiento en el
que el paciente se
conoce vivo, y
posteriormente
censurado solo para el
analisis de supervivencia.

Se considera presente al dia 28 cuando se
documenta mortalidad por cualquier causa
en los seguimientos diarios
intrahospitalarios. Ausente: Si no se
documenté mortalidad.

Evolucion
intrahospitalaria
(HOSP_EVOL)

Categorica nominal
(infeccion/sepsis/choque
séptico/muerte)

Se toma de formatos de
informe de caso. Todos los
criterios son conforme a
SEPSIS-III. Sepsis: infeccion
con falla orgénica definida
por SOFA > 2. Choque
séptico: hipotension
refractaria a liquidos o
requiriente de aminas
vasopresoras + lactato > 2.5
mmol/L.

Infeccidn: paciente con infeccidn que se dio de
alta vivo, sin desarrollar criterios de sepsis.
Sepsis: paciente que cumplid criterios de sepsis y
se dio de alta vivo, sin presentar choque séptico.
Choque séptico: paciente que cumplio criterios
de choque séptico y se dio de alta vivo.

Muerte: se documenta mortalidad por cualquier
causa en los seguimientos diarios
intrahospitalarios.
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variable

Tipo de
varible

Definicidn operacional

Forma de medir/ observaciones

Variables demograficas y clinicas (principales)

La base de datos se mantendra anonimizada. La
Unica relacion del nimero de identificacion con

ID (ID) » Identificador unico para cada paciente. datos como nombre o expediente de paciente se
Cat990”03 tendra en resguardo solo por el investigador
nominal principal.

Numérica Afios cumplidos al momento del ingreso Se toma de formatos de informe de caso (Hoja de

Edad (AGE) discreta (18 —

120)

hospitalario.

recoleccién de datos inicial)

Categorica
nominal Sexo registrado en el CURP del paciente al
(Hombre / paciente al momento del ingreso. En caso |Se toma de formatos de informe de caso (Hoja de
Sexo (GENDER) : . iy S
Mujer) de no contar con el CURP se registrara el |recoleccion de datos inicial)
declarado por el paciente.
Numérica Se medira en la misma bascula al momento del

Peso (WEIGHT) discreta (10- |Peso en kg. ingreso a Urgencias. En caso de no poder pesar al
250) paciente se estimara por formula validada.
- Se medira en el mismo altimetro al momento del
Numérica ingreso si el paciente puede bipedestarse, o en
Talla (HEIGTH) discreta (100- |Talla en cm. y

220)

cinta métrica si el paciente esta en decubito
forzado.

Categorica
nominal
(pulmonar / Sitio primario del foco infeccioso al que se
Sitio de infeccion urinario/ atribuye principalmente la hospitalizacion Se toma de formatos de informe de caso (Hoja de
(INFEC_SITE) abdominal / actual recoleccion de datos inicial)
tejidos ’
blandos /
otros)
Presion arterial sistélica Prgsién §isté|ica medida en mmHg, la mas
(SBP) Numérica baja registrada desde el ingreso y hasta la |Se toma de formatos de informe de caso (Hoja de
continua (0 — |inclusion del paciente (primeras 6 horas)  |recoleccion de datos inicial). Se tomara de la hoja
200) de enfermeria.
Presion diastolica medida en mmHg, la
Presion arterial diastolica . mas baja registrada desde el ingreso y . .
(DBP) Numérica hasta la inclusion del paciente (primeras 6 Se toma de formatos de informe de caso (Hoja de
continua (0 - |horas) recoleccion de datos inicial). Se tomaréa de la hoja
150) de enfermeria.
. . . . _ |Se toma de formatos de informe de caso (Hoja de
Numérica Frecuencia cardiaca medida en latidos/min, recoleccion de datos inicial). Se tomara de la hoja
Frecuencia cardiaca (HR) |continua (0 — |2 M3s alta registrada desde el ingreso y - de enfermeria.
200) hasta la inclusién del paciente (primeras 6
horas)
Numérica . . . .
continua (0 — |Frecuencia respiratoria medida en Se toma de formatos de informe de caso (Hoja de
Frecuencia respiratoria 60) ventilaciones/min, la mas alta registrada recoleccion de datos inicial). Se tomaré de Ia hoj
. ja

(RESPR)

desde el ingreso y hasta la inclusién del
paciente (primeras 6 horas)

de enfermeria.
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Temperatura (TEMP)

Numérica
continua (34 -
44)

Temperatura en °C, la mas alta registrada
desde el ingreso y hasta la inclusién del
paciente (primeras 6 horas)

Se toma de formatos de informe de caso (Hoja de
recoleccién de datos inicial). Se tomara de la hoja

de enfermeria.

Puntaje APACHE-|
(APACHE)

Numérica
discreta (0-67)

Puntaje de la escala ampliamente
diseminada APACHE, la cual utiliza 14
diferentes variables de laboratorio y signos
clinicos para evaluar cuan diferentes son a
la normalidad.

Se realizara calculo automatizado a partir de los
datos que integran esta escala, colectados en la
Hoja de recoleccién de datos inicial.

Puntaje de la escala ampliamente

Numeérica diseminada APACHE, la cual utiliza 14
Puntaje SAPS-II (SAPSII) |discreta (0-  (diferentes variables de laboratorio y signos |Se realizara calculo automatizado a partir de los
163) clinicos para evaluar cuan diferentes son a |4atos que integran esta escala, colectados en la
la normalidad. Hoja de recoleccién de datos inicial.
Puntaje de la escala SOFA (Sequential
Numérica Organ Failure Assessment) la cual utiliza 6 |Se realizara calculo automatizado a partir de los

Puntaje SOFA (SOFA)

discreta (0-24)

diferentes variables de laboratorio y signos
clinicos para evaluar cuan diferentes son a
la normalidad.

datos que integran esta escala, colectados en la
Hoja de recoleccién de datos inicial.

Variables de laboratorio (principales)

Recuento total de leucocitos x 103

Numeérica . . ) : . . . "
Leucocitos (LEUC) continua (0- celula§/pL en Ig primera b!ometrla Se tomara del resultadg de biometria hematlca}
67) hematica solicitada al paciente tras su reportado por laboratorio central de este Hospital.
ingreso hospitalario.
Recuento total de neutréfilos x 103
- células/uL en la primera biometria
Neutréfilos (NEUT Ari e L .
( ) ?éjrmﬁﬂza(o- hematica solicitada al paciente tras su Se tomara del resultado de biometria hematica
100) ingreso hospitalario. reportado por laboratorio central de este Hospital.
Recuento total de linfocitos x 103
. . células/uL en la primera biometria
Linfocitos (LYMPH Ari e L .
( ) ?éjrmﬁﬂza(o- hematica solicitada al paciente tras su Se tomara del resultado de biometria hematica
100) ingreso hospitalario. reportado por laboratorio central de este Hospital.
. Recuento total de monocitos x 103 Se tomara del resultado de biometria hematica
Monocitos (MONOG) 'C“(;JI:E::L'ZE‘(O_ células/pL en la primera biometria reportado por laboratorio central de este Hospital.
100 hematica solicitada al paciente tras su
) ingreso hospitalario.
Numeérica
continua (0~ |Valor (,je glucosa en mg/dL en muestra Se tomara del resultado de quimica sanguinea
Glucosa (GLC) 1500) sanguinea tomada en tubo amarillo tras el ; .
) ) . . reportado por laboratorio central de este Hospital.
ingreso hospitalario del paciente.
Numeérica Valor de urea en mg/dL en muestra Se tomara del resultado de quimica sanguinea
Urea (UREA) continua (0- |sanguinea tomada en tubo amarillo tras el : q 9 .
) ) . . reportado por laboratorio central de este Hospital.
800) ingreso hospitalario del paciente.
Valor de creatinina en mg/dL en muestra
Creatinina (CREAT) Numérica sanguinea tomada en tubo amarillo tras el . o i
continua (0-  [ingreso hospitalario del paciente. Se tomara del resultadg de quimica sanguinea
20) reportado por laboratorio central de este Hospital.
Valor de proteina C reactiva en mg/L en
. . muestra sanguinea tomada en tubo
Proteina C reactiva (CPR Ari . ) ) .
( ) ?éjrmﬁﬂza(o- amarillo tras el ingreso hospitalario del Se tomara del resultado reportado por laboratorio
200) paciente. central de este Hospital.
Variables de caracterizacion inmunoldgica y molecular (principales)
Porcentaje de linfocitos T Numerlca Proporcion de linfocitos T que expresan el Med|C|o.n.por C|tometr.|.f=1 de ﬂuj,o en Escuela Superior
continua (0- de Medicina. Proporcién de células PD-1+ con la
que expresan PD-1 (PD1) marcador PD-1. ) s !
100) estrategia de analisis se detalla mas adelante.
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Porcentaje de monocitos Medicién por citometria de flujo en Escuela Superior

ue expresan PD-L1 Numérica Proporcion de monocitos que expresan el |de Medicina. Proporcién de células PD-L1+ o PDL-
?PDL1 )p PD- L2 (PDL2) continua (0-  |marcador PDL-1 o PDL-2. 2+ con la estrategia de analisis se detalla mas
y “ |100) adelante.

PROCEDIMIENTO

a) Seleccion de pacientes.

En las primeras 6 horas después del ingreso de un paciente a Urgencias sera tamizado, y
cuando cumpla los criterios de inclusion (ver abajo subseccion Criterios de Participacion) seran

invitados a participar.

El consentimiento informado sera otorgado por el paciente o por el familiar responsable o
representante legal en caso de que el paciente no esté apto para otorgar el consentimiento.
Los pormenores de la obtencién del consentimiento informado se detallan mas adelante, en la

seccion de aspectos éticos y de bioseguridad.
b) Toma de muestras.

Se tomara a cada paciente reclutado (a), ademas de las muestras habituales (que son
biometria hematica, velocidad de sedimentacion globular, quimica sanguinea, electrolitos
séricos, pruebas de funcion hepatica, perfil de lipidos, tiempos de coagulacion, examen de
orina, gasometria arterial y/o venosa, electrocardiograma y placa simple de térax), cultivos
segun esté indicado y hemocultivo en todos los casos, muestras especiales para estudios
inmunoldgicos especiales a realizarse en la Escuela Superior de Medicina del Instituto
Politécnico Nacional (cuantificacion de PD-1, PDL-1)
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Tubo Destino Objetivo

Tubo con K2 EDTA (BD Vaccutainer - | Laboratorio central U-204, HGMEL. Determinaciéon de biometria hematica y
lila) — (1). velocidad de eritrosedimentacion.

Tubo con K2 EDTA (BD Vaccutainer - | Laboratorio 103, SEPI ESM Determinacién de fenotipo inmunoldgico
lila) — (2). de linfocitos.

Tubo con heparina de litio y sodio (BD | Labortorio 103, SEPI ESM Pruebas funcionales de activacion
Vaccutainer - verde). linfocitaria.

Tubo seco o particulas de silica y gel | Laboratorio central U-204, HGMEL. Determinacion de metabolitos séricos de
separador de suero (BD Vaccutainer rutina.

SST-Il Advance - amarillo) — (1).

Tubo seco o particulas de silica y gel | Laboratorio central U-204, HGMEL. Determinacién de procalcitonina y
separador de suero (BD Vaccutainer hormonas.

SST-Il Advance - amarillo) — (2).

Jeringa para gases arteriales con | Laboratorio central U-204, HGMEL. Determinacion de gases arteriales o
heparina de litio 80 U.l. y Ca++ (BD venosos y lactato.

Preset Eclipse Syrinx).

Tubo con buffer de citrato de sodio con | Laboratorio central U-204, HGMEL. Determinacion de tiempos de
citrato de sodio 0.109M, 3.2% (BD coagulacion y fibrinégeno.

Vaccutainer - azul).

Botella para hemocultivo aerébico. Laboratorio central U-204, HGMEL. Hemocultivo.

Botella para hemocultivo anaerébico. Laboratorio central U-204, HGMEL. Hemocultivo.

c) Traslado de muestras.

Todas las muestras seran remitidas al laboratorio de nuestro Hospital donde se solicitara el
procesamiento; excepto un tubo morado y un tubo verde que seran trasladadas a la Escuela
Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional, donde se procesaran para la
cuantificacion de LDG, PD-1, PDL-1 y PDL-2. El traslado se hara conforme a la normativa
vigente (ver seccion Aspectos Bioéticos y de Bioseguridad, subseccion Traslado de la Muestra;
y Anexo C: Condiciones de traslado de la Muestra).

Una alicuota de suero obtenida de un tubo amarillo se resguardara en congelacion a -70°C si

esto fue permitido en el consentimiento informado para realizar Luminex y microarreglos.
d) Seguimiento intrahospitalario

Los pacientes seran seguidos diariamente durante su estancia intrahospitalaria para registrar:
variables clinicas, sitio de atencion clinica (area critica —v.g., urgencias o terapia intensiva— o
area hospitalaria), requerimiento de ventilacion mecanica invasiva, requerimiento de
sustitucién de la funcidn renal, aparicién de nuevas fallas organicas, decision médica de alta,

decision de limitacion del tratamiento o alta voluntaria.
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Recoleccion de expedientes
clinico

Revision de diagnosticos
cinicos.

Cumple criterios de No

inclusion. | .

Si

> Se excluye del protocolo.

Hoja de recoleccion de datos perzonales, epidemiclogicos y de
diagnostico. Anexo 1

Crescion de baze de datos
Excel

Anzliziz de datos SPSS

Escritura del articulo para su
publicacion en revista indizaca.
FASE |: ANALISIS DE DATOS DISPONIBLES - ESTUDIO RETROSPECTIVO.
Se llevara al cabo en primer lugar una fase retrospectiva en la cual se realizara la
caracterizacion clinico-epidemiolégica de pacientes, para estimar mejor el numero de
pacientes que se espera puedan ser reclutados en el estudio.

Los datos que se recabaran del expediente se detallan en el apéndice A.

FASE Il: COHORTE PROSPECTIVA.

1. Se reclutaran a todos los pacientes que lleguen al servicio de Urgencias a partir de la
fecha de aprobacion del presente proyecto y que cumplan los criterios de participacion
detallados previamente.

2. Alingresar un paciente en Urgencias con sospecha de foco infeccioso, se procedera a
obtener los signos vitales y somatometria de forma habitual y se procedera a obtener
los siguientes tubos de una muestra de sangre obtenida por puncién venosa y/o una

puncién arterial.
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Ademas, se tomaran los cultivos necesarios segun el foco infeccioso (urocultivo, cultivo de
secreciones, cultivos de herida, cultivo de liquido cefalorraquideo, liquido peritoneal o ascitis,

esputo, aspiracion traqueal o lavado bronquial).

ANALISIS ESTADISTICO

La descripcion demografica de los pacientes se realizara a través de medidas de tendencia
central y dispersion, como sigue: las variables continuas se describiran con media y desviacion
estandar; las variables ordinales semicuantitativas se describiran con mediana y rango
intercuartilar. Las variables nominales dicotdmicas se describiran como porcentajes con

intervalo de confianza al 95%.

Los factores de riesgo de mortalidad se analizaran utilizando de forma univariada y de forma
ajustada en un modelo multivariado con la maxima bondad de ajuste. Para las evaluaciones
univariadas se utilizaran las razones de riesgo y razones de momios para mortalidad durante
los siguientes 28 dias después de la inclusion y se consideraran estadisticamente
significativas aquellas variables en las que su intervalo de confianza al 95% para la razén de
riesgo no atraviese la unidad. Para el analisis multivariado, se realizara regresion logistica
multivariada. Se realizara una curva de Kaplan Meier para la mortalidad en funcién de los

biomarcadores que hayan demostrado significancia estadistica.

Para el desarrollo del modelo multivariado, se realizara una ponderacién de las variables

proporcional al tramario del efecto (Razén de Riesgos o Razon de Momios).
Los biomarcadores se compararan entre los grupos de mortalidad a 28 y 90 dias con los grupos
de supervivientes a 28 y 90 dias con t de Student si la distribucién es normal (antes o después

de transformacion logaritmica) y con U de Mann-Wittney en caso contrario.

Se utilizara el software SPSS version 23.0 (IBM Co) 2015. Se asegurara una confianza del
95%.
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ASPECTOS ETICOS Y DE BIOSEGURIDAD

APEGO IRRESTRICTO A CONSENSOS ETICOS INTERNACIONALES

El presente protocolo se desarrollara dando cumplimiento estricto a la Ley General de Salud y
su reglamento en Materia de Investigacion, a las Guias de la Conferencia Internacional de
Armonizacion sobre Buenas Practicas y a la NOM-012- SSA3-2012. Asimismo, se respetaran
invariablemente los principios plasmados en la Declaracién de Helsinki y en el Cédigo de
Nuremberg. Se garantizara en todo momento el maximo bienestar para los pacientes por
encima de cualquier objetivo de la investigacion, se protegera la vida, la salud, la dignidad, la
integridad, el derecho a la autodeterminacion, la intimidad y la confidencialidad de la
informacion de las personas que participen en nuestra investigacion. Todos los pacientes
recibiran irrestrictamente, acepten o no participar en el estudio, la atencion clinica habitual por
parte de los médicos especialistas adscritos al servicio de Urgencias. Cualquier imprevista
desviacion al protocolo aprobado durante el desarrollo del proyecto, sera notificado a los
Comités de Etica, Investigacion y/o Bioseguridad segun corresponda, de forma inmediata, si
se considera relevante, o en los informes anuales si no representa ningun riesgo para ningun
paciente ni para la integridad de la investigacion. Es importante sefialar que algunos objetivos
secundarios estan relacionados con la observacion de eventos adversos o respuestas
terapéuticas a distintas practicas: después de los analisis interinos se informara cualquier

resultado que pudiera mejorar la atencion de los pacientes en Urgencias.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Cuando un paciente ingrese al Hospital y cumpla los criterios de participacién, se le invitara a
participar en el estudio. Es posible que algun paciente que cumpla criterios de participacion no
esté neuroldégicamente integro y/o psicolégicamente apto para otorgar su consentimiento. Se
desarrollaron dos versiones para la carta de consentimiento que pueden encontrarse en el
Anexo. La version A se firmara cuando sea el paciente quien otorga el consentimiento. La
version B, cuando sea el familiar responsable o el representante legal quien lo otorgue. La
carta de consentimiento bajo informacion se firmara solo después de una detallada explicacion
detallada acerca del estudio y procedimiento, y después de resolver todas las dudas que
pudieran surgir. Las explicaciones se daran en un lenguaje apropiado y entendible para cada
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caso, en el que se incluya exhaustivamente la informacion relevante, con énfasis en que en
caso de no participar no habra ninguna consecuencia negativa para el tratamiento habitual del
paciente. El paciente podra revocar su consentimiento en cualquier momento de la
investigacion. En caso de que el paciente no pueda otorgar su consentimiento y este sea
otorgado por un familiar o representante legal, también

siempre se salvaguardara el derecho del paciente o su representante legal de revocar el
consentimiento en cualquier momento en el futuro.

Cualquier cambio en el texto del consentimiento informado se registrara como version: las
versiones que se someten con este protocolo son A.1 y B.1. Todo cambio sera sometido al
Comité de Etica para su consideracion y aprobacion antes de su implementacion.

La presente investigacion se considera de riesgo mayor al minimo, ya que implica la toma de
muestra de sangre por venopuncion. Los riesgos asociados al procedimiento de puncion
venosa son minimos: en algunos casos se puede presentar equimosis (un moreton en el sitio
de puncion: aproximadamente 1 de cada 10 punciones), mareo o hipotensién (que se le baje
la presion: aproximadamente 1 de cada 40 punciones), sincope o desmayo (aproximadamente
1 de cada 100 punciones) o que se infecte el sitio de puncion (muy raro, menos de 1 en cada
1000 punciones). En caso de presentar cualquiera de estas situaciones, o cualquier otra no
prevista relacionada con el estudio, el paciente recibira atencion médica completa y gratuita en
el propio servicio de Urgencias hasta su completa resolucion. Ocasionalmente, alguna puncion
venosa no es exitosa al primer intento y el paciente o su familiar o representante legal tendra

completa libertad de decidir si acepta o no que se realicen otros intentos.

CONFIDENCIALIDAD Y USO DE DATOS PERSONALES

Para mantener la confidencialidad, la base de datos se mantendra anonimizada y las muestras
seran identificadas solamente con el numero identificador consecutivo. La unica base de datos
que correlacione la identidad del paciente o cualquier otro dato que pueda identificarlo sera
mantenida bajo resguardo responsabilidad del investigador principal. La informacion de la base
de datos anonimizada podra ser compartida. El consentimiento informado que se muestra en
el Anexo A de este protocolo especifica el uso y manejo de datos personales, el anonimato de
los datos manejados en la base de datos y el derecho de revocacion.
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APEGO AL PROTOCOLO Y COMPROMISO DE REVISION

Todos los investigadores, tanto principal como asociados, nos comprometemos a conducir el
estudio conforme al protocolo aprobado por los Comités de Etica, Investigacion y Bioseguridad
del Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”. Si en algun momento se abre la
posibilidad de hacer un estudio multicéntrico, se informara a los Comités del Hospital y se
sometera el protocolo integro a los nuevos centros participantes. Cualquier cambio en el
protocolo se sometera a los Comités y se procedera a implementarlos, excepto solo en caso
de que la modificacion sea necesaria de forma inmediata para prevenir o eliminar un riesgo
inminente para uno o mas pacientes. El investigador principal supervisara y garantizara el
cumplimiento del Protocolo y que se realicen y completen adecuadamente los procesos
necesarios para la obtencion de la informacion y la adecuada y honesta consecucion del
consentimiento informado, asi como la documentacién correspondiente. Se garantizara la
rastreabilidad de cualquier desviacidon del protocolo en caso de existir, ya que estara
completamente registrada en la documentacién de origen y en el formulario de recoleccion de

datos (informe de caso).

BIOSEGURIDAD

Las muestras bioldgicas (sangre) que seran transportadas para su procesamiento externo a la
institucion (en la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional) son muestras
que potencialmente contienen agentes infecciosos que son considerados por la NOM-051-
SCT2/2011 como Categoria “B” ya que no son sustancias que “se transporta en una forma
que, al exponerse a ella, es capaz de causar una incapacidad permanente, poner en peligro la
vida o constituir una enfermedad mortal para seres humanos o animales”. Por lo tanto, La
designacion oficial de transporte del No. UN 3373 es "SUBSTANCIA BIOLOGICA,
CATEGORIA "B" de acuerdo al numeral 5.2.2.1 de dicha norma. Las muestras seran
transportadas en vehiculo particular debidamente identificadas con el numero identificador que
corresponde al paciente. Los tubos se transportaran en posicion horizontal a temperatura
ambiente en un recipiente cerrado disefiado para evitar fugas y protegido. El embalaje sera
conforme a la estipulado por las NOM-003-SCT/2008 y la NOM-051-SCT2/2011:

Estara constituido por tres elementos:
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Un recipiente primario, en este caso los tubos de recoleccién de muestra, herméticamente
sellados, rodeados por una gasa absorbente;

un envase y/o embalaje secundario estanco, constituido por una caja de poliestireno
expandido;

un envase exterior suficientemente resistente del que un lado al menos mide como minimo
100 mm x 100 mm2; marcado con el simbolo de sustancias infecciosas: tres medias lunas
sobre un circulo. Ademas, tendra el distintivo “UN3373 SUSTANCIA BIOLOGICA CATEGORIA
B”.

Para dar cumplimiento internacional al embalaje, se seguira ademas de lo estipulado en las
NOM-003 y NOM-051 previamente mencionada las instrucciones mas exhaustivas de la
Organizacién Mundial de la Salud. Las instrucciones se reproducen en el ANEXO C:

Instruccion de embalaje/envasado.

MANEJO DE RESIDUALES DE LA MUESTRA

Al momento del consentimiento informado el paciente, su familiar o representante legal podran
decidir si otorgan su consentimiento para almacenar remanentes residuales de la muestra
biolégica para futuras investigaciones, en cuyo caso se almacenara el suero residual en
congelacion a -70°C. El paciente podra decidir si se debera solicitarle en el futuro en caso de
usar la muestra para alguna investigacion no relacionada a lo establecido en el consentimiento
informado. En caso contrario, cualquier muestra residual se eliminaran por completo conforme
a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
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RELEVANCIA'Y EXPECTATIVAS

Obtencion de grado académico de médico especialista

Presentacion de resultados a diferentes cortes en al menos 3 congresos nacionales y 1
congreso internacional.

Publicacién de al menos 4 articulos en revistas internacionales.

Iniciar lineas de investigacion para futuras generaciones.

RECURSOS DISPONIBLES (HUMANOS, MATERIALES Y FINANCIEROS)

Humanos: Se utilizaran los recursos humanos disponibles de residentes e internos de pregrado
que aceptan entrar en el proyecto.

Materiales: Se solicitaran estudios de laboratorios habituales a los pacientes y se solicitara a
laboratorio central, estudios especificos para el protocolo de investigacion. Se cuenta con
acceso a citometro de flujo

Financieros: No se cuenta con financiamiento extrainstitucional y después de la aprobacion del

proyecto se presentara al Fondo Sectorial de Investigacion en Salud (FOSIS)

RECURSOS NECESARIOS

Se solicitara que los estudios de laboratorio no habituales (perfil hormonal, tiroideo, etc.)
sean cubiertos por recursos hospitalarios, y solo los habituales seran cubiertos por los
pacientes.
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RESULTADOS

Se incluyeron un total de 8 pacientes que fueron admitidos en hospitalizacién de la sala de
urgencias adultos, en el periodo comprendido entre el 25 de mayo de 2019 al 21 de julio de
2019 con el diagndstico de sepsis. Las caracteristicas demograficas de la poblacion se

resumen en la tabla 1.

N=8§8
Sexo
Hombres, n (%) 7 (87.5)
Mujeres, n (%) 1(12.5)
Edad, mediana (RIQ) 35(22.5, 52.5)

En nuestra muestra de estuio la no existio distribucion uniforme en lo correspondiente al sexo
de los participantes, solamente se incluyo 1 persona del sexo femenino que representa el
12.5%, con 7 sujetos del sexo masculinos que corresponde con el 87.5% de la muestra.

En cuanto a la edad la media obtenia fue de 25 anos, con un rango comprendido entre los 22.5

alos 52.5 anos.

Abdominal, n (%) 4 (50)
Pulmonar, n (%) 1(12.5)
SIRS sin foco infeccioso, n (%) 3(27.5)

En lo correspondiente al sitio de infeccidn que se documento como responsable de la
repsuesta inflamatoria sistémica se encontrd que el sitio con mayor frecuencia de infeccion fue
el abdominal con 4 participantes, correspondiente al 50% de la muestra, seguido por el
sindrome de repsuesta inflamatoria sistémica sin sitio de infeccion documentada con 3 sujetos
que corresponde al 27.5% de la muestra, por ultimo se documenta el sitio de infeccidn
pulmonar con solamente un sujeto que corresponde al 12.5%.
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MEDICIONES SOMATOMETRICAS

Peso — kg, mediana (RIQ) 85 (85, 88.75)
Talla — m, mediana (RIQ) 1.75 (1.675, 1.75)
IMC - kg/m2, mediana (RIQ) 27.75 (26.6, 30.6)

Presion arterial sistolica — mmHg, media (DE) 113 .75 (14.08)
Presion arterial diastolica — mmHg, media (DE) | 68.75 (3.54)

Frecuencia cardiaca — min-1, media (DE) 104.0 (17.9)
Frecuencia respiratoria — min-1, media (DE) 22.4 (3.0)
Temperatura — °C, media (DE) 36.95 (0.86)

Saturacion por pulsooximetria — %, media (DE) | 93.4 (3.6)

Las mediciones somatométricas se realizan en todos los pacientes que son hospitalizados en
el servicio de urgencias, el peso promedio de encontrol en 85 kg, con rango intercuartilico
de88.75, la talla promedio fue de 1.75 con rango intercuartilico de 1.67-1.75, la mediana del
indice de masa corporal se enceuntro en 27.7, con respecto a la tension arterial sistolica eta
se encuentro con mediana en 113.775, con una desviacion estandar el 14.08, la presion arterial
diastélica se encontré6 con media de 68.75, con desviasion estandar correspondiente a 3.54,
en cuanto a la frecuencia cardiaca la media encontrada fue de 104 Ipm, con desviacion
estandar 17.9, la frecuencia respiratoria media fue de 22.4, con desviacién estandar 3.0, la
temperatura corporal media encontrada es de 36.9°c con desviacién estandar 0.86, la

saturacién de oxigeno por oximetria de pulso fue de 93.4% con desviacion estandar de 3.6.

Medidas de celularidad

Glucosa capilar — mg/dL, media 115.6 (47.1)
(DE)
Leucocitos — células/ulL, media (DE) | 13.3 (2.5)
Neutrofilos — células/ul, media (DE) | 10.6 (2.5)
Linfocitos — células/ulL, media (DE) 1.6 (0.9)
Monocitos — células/ulL, media (DE) |1 (0.4)
Eosinofilos — células/ulL, media (DE) | 0.1 (0.3)
Hemoglobina — g/dL, media (DE) 15.8 (2.3)

Hematocrito — %, media (DE) 42.9 (8.5)
VCM - fL, media (DE) 91.9 (3.6)
HCM - pg, media (DE) 30.9 (0.8)
CMHC - pg, media (DE) 33.6 (0.9)
Ancho de distribucion eritrocitaria — | 13.6 (0.9)
%, media (DE)
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Plaquetas — células/ulL, media (DE) 287.3 (108.1)
Volumen plaquetario medio — fL, 8.9 (1.2)
media (DE)

A todos los pacientes a su ingreso al. Area de hospitalizacion se le realiza toma de estudios
de laboratorio entre estos se incluye la biometria hematica, dentro de los hallazgos
encontrados en la muestra de estudio son: glucosa capilar media 115.6 con desviacion
estandar 47.1, la determinacion media de leucocitos fue encontrada en 13.3, con desviacion
estandar de 2.5, los valores medios de neutréfilos son reportados en 10.6 con desviacion
estandar 2.5, en cuento al recuento de linfocitos la media fue de 1.6, con media de 0.9, el
conteo de monocitos es encontrado en 1, con desviacion estandar en 0.4, el recuento de
eosindfilos se reporto en 0.1, ocn desviacion estandar de 0.3, los valores de hemoglobina se
reportaron con una media de 15.8, con deviacion estandar 2.3, los valores de hematocrito
medidos se reportaron con una media de 42.9, con desviacion estandar de 8.5, el conteno de

plaquetas fue reportado con valor medio de 287.3, con desviacion estandar de 108.1

medidas de laboratorio

Glucosa (mg/dL) , media (DE) 123 (48.9)
Urea (mg/dL) , media (DE) 38.4 (11.2)
Creatinina (mg/dL) , media (DE) 1(0.4)
Acido iirico (mg/dL) , media (DE) 6.1 (1.3)
Colesterol (mg/dL) , media (DE) 152 (39.1)
Triglicéridos (mg/dL) , media (DE) 155.6 (71.8)
Colesterol-HDL (mg/dL) , media (DE) 32.4 (24.9)
Colesterol-LDL (mg/dL) , media (DE) 100 (39.6)
Bilirrubina directa (mg/dL) , media (DE) 2.1 (2.8)
Bilirrubina indirecta (mg/dL) , media (DE) 1.7 (1.5)
Proteinas totales (g/dL) , media (DE) 6.5 (0.5)
Globulinas (g/dL) , media (DE) 2.7 (0.3)
Albumina (g/dL) , media (DE) 3.9 (0.7)
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ALT (U/L) , media (DE)

151.6 (237)

AST (U/L) , media (DE)

102.9 (127.2)

FA (U/L), media (DE) 144.5 (64)
GGT (U/L) , media (DE) 429.6 (369)
DHL (U/L) , media (DE) 241.8 (73.1)

Amilasa (U/L) , media (DE)

788.5 (714.7)

Lipasa (U/L) , media (DE)

1393.5 (1245.4)

Sodio (mEq/L) , media (DE) 135.5(3.2)
Potasio (mEq/L) , media (DE) 4(0.3)
Cloro (mEq/L) , media (DE) 101.9 (4.5)
Calcio (mg/dL) , media (DE) 9.1 (0.7)
Fésforo (mg/dL) , media (DE) 3.3 (0.7)
Magnesio (mg/dL) , media (DE) 2(0.2)
Tiempo de protrombina (s) , media (DE) 12.3 (0.8)
INR, media (DE) 1(0.1)
Tiempo de tromboplastina activada (s) , media | 26.1 (2.8)

(DE)
Fibrinégeno, media (DE)

331.1 (218.7)

Esta tabla evidencia los hallazgos encontrados en las mediciones de laboratorio que se
realizaron en los pacientes ingresados en el servicio de urgencias con el diagndstico de sepsis,
se encontro la glucosa con una media de 123 mg/dl, con desviacion estantar 48.9, la medicion
de urea fue con una media de 38.,4 con desviacion estandar de 11.2, en cuento a los valores
medidos de creatinina se encuentor una media de 1, con desviacion estandar de 0.4, la media
obtenida de acido urico fue de 6.1, con desviacion estandar en 1.3, la media de los valores de
colesterol en sangre fue de 152 con una desviacion estandar de 39.1, los valores medidos de
trigliceridos se encuentraron con una media en 155.6, con desviacion estandar de 71.8, se
midieron las bilirrubinas indirectas con una media en 1.7, con desviacion estandar de 1.5, en
cuento a la bilirrubina directa la media se encuentro en 2.1, con desviacion estandar de 2.8,
los valores medios de albmina se localizaron en 3.9, con desviacion estandar 0.7, tambioen se
realizo medidas de trasnsaminasas encontrando lo siguiente, alt se encuentro con una media
en 151.6 con desviacion estandar de 237, los valores se ast medios fueron de 102.9, con

desviacion estandar de 127.2, los valores de fosfatasa alcalina medios fueron de 144.5, con
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desviacion estandar de 64, en cuento a gamma glutamil trasnferasa la media encontrada fue
de 429.6, con desviacion estandar en 369, los niveles sericos de deshidrogenasa lactica se
reportaron con una media de 241.8, con desviacion estandar de 73.1, los niveles de amilasa
se encuentraron con valores medios de 788.5 con desviacion estandar 714.7, en cuento a los
niveles de lipasa la media encontrada fue de 1393.5, con desviacion estandar 1245 .4.

Se realizo determinacion de los niveles séricos de electrolitos séricos se encontro que la media
del sodio fue de 135.5, con desviacion estandar 3.2, los valores medidos de potasio se
encontraron con una media de 4 con desviacion estandar de 0.3, el cloro se encontro con una
meida de 101.9, con desviacion estandar 4.5, los niceles de calcio se encontraron con media
de 9.1, con desviacion estandar de 0.7, el fosforo se situo con una media de 3.3, con desviacion
estandar de 0.7, la media del magnesio fue de 2, con desviacion estandar de 0.2.

Se realiz6 medcion de los tiempos de coagulacion encontrando la media del tiempo de
protrombina en 12.3, con desviacicon estandar de 0.8, el inr se encontré con una media de 1,
con desviacion estandar de 0.1, el tiempo de tromboplastina activada se encontré con una
media de 26.1, con desviacion estandar de 2.8, la media del fibrinogeno fue de 331.1, con
desviacion estandar 218.7.

En nuestra muestra ninguno de los pacientes presentdé mortalidad intrahospitalaria. Por lo
tanto, no podra compararse el grupo de mortalidad contra el grupo de supervivientes. Se
evaluara la estancia intrahospitalaria. La mediana de dias de estancia intrahospitalaria fue de
9 dias (RIQ 5.25, 12).
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En la grafica a continuacion se muestra la distribucion de los dias de estancia
intrahospitalaria.

Mean = 8.88
Std. Dev. = 3.314
N=8

Frequencia

6.00 8.00 10.00 12.00

Estancia intrahospitalaria (dias)

En la figura se observa que una distribucion bimodal, con un pico en menos de 6 dias y otro
pico en mas de 12 dias. Se decidi6 comparar entre aquellos pacientes que tuvieron una
estancia menor a 9 dias y aquellos con una estancia mayor de 9 (mediana).

En la siguiente tabla se presentan los resultados del analisis inmunol6gico tomando en cuenta
la determinacion de linfocitos que expresan PD-1, asi como los monocitos que expresaron
PDL-1 en la muestra estudiada, comaprada con su estancia intrahospitalaria menor de 9 dias
que se reporto como la media de estancia intrahospitalaria y mayor de 9 dias.

Variable Global Menos de 9 Miasde 9 dias P
dias (n =4) (n=4)

Leucocitos — 13.3 (2.5) 12.4 (2.7) 14.2 (2.1) 0.325

células/ul,

media (DE)

Neutrofilos — 10.6 (2.5) 9.8(3.1) 11.4 (1.7) 0.413

células/ul,

media (DE)

‘;/o de linfocitos PD- | 52 7 (27.7) 48.9 (28.7) 56.4 (30.4) 0.732

;@Df'&monocitos 28.1(14.4) 25.8 (13.7) 30.5(16.8) 0.679

IMF PD-1 4.7 (2.3) 4.7 (1.5) 4.8 (3.2) 0.966

(linfocitos)
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IMF-PD-L1
(monocitos)

8(3.4)

8.4 (3.9)

7.7 (3.4)

0.812

Se evidencia que los pacientes que presentan conteo de neutrofilos mayor se podria asociar a

una estancia con mayor duracion en dias, los pacientes que presentaron un conteo mas

elevado de neutrofilos tambien son asociados con una mayor estancia hospitalaria, los

pacientes que presentaon un porcentaje menor de expresion en linfocitos pd1 tuvieron una

estancia hospitalaria mas corta, los pacientes que tuvieron un porcentaje de expresion de

monocitos de PD-L1 no mostraron diferencia en la duracion de la estancia intrahospitalaria.

Se buscaron las correlaciones entre las variables inmunoldgicas. La matriz de correlaciones

se muestra en la tabla a continuacion:

Leucocitos Neutrdfilos Linfocitos Monocitos %Linfocitos %Monos IMF PD-1 IMF PD-1
(x10°3 (x10°3 (x10°3 (células/mcL) PD-1 PD-L1 Linfocitos Monocitos
células/mcL) | células/mcL) | células/mcL)
Neutrdfilos Coeficiente 0.922
(x10°3 de
células/mcL) correlacion
valor p 0.001
Linfocitos Coeficiente 0.030 -0.253
(x10°3 de
células/mcL) correlacion
valor p 0.943 0.545
Monocitos Coeficiente 0.683 0.524 0.096
(células/mcL) de
correlacion
valor p 0.062 0.183 0.820
%LinfosPD-1  Coeficiente -0.323 -0.524 0.639 -0.286
de
correlacion
valor p 0.435 0.183 0.088 0.493
%MonosPD-  Coeficiente -0.180 -0.405 0.602 -0.190 0.976
1 de
correlacion
valor p 0.670 0.320 0.114 0.651 <0.001
IMF PD-1 Coeficiente -0.168 -0.310 0.458 0.095 0.452 0.357
Linfos de
correlacion
valor p 0.691 0.456 0.254 0.823 0.260 0.385
IMF PD-1 Coeficiente -0.335 -0.571 0.711 -0.048 0.905 0.881 0.357
Monos de
correlacion
valor p 0.417 0.139 0.048 0.911 0.002 0.004 0.385
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Leucocito |Neutroéfilo| Linfocitos | Monocito
s (x10"3 | s (x10°3 | (x10°3 s
células/m | células/m|células/m| (células/ | %LinfosP | %Monos |IMF PD-1 |IMF PD-1
cL) cL) cL) mcL) D-1 PD-1 Linfos Monos
Neutrofilos Coeficiente de 0.922
(x10°3 correlacion
células/mcL) valor p 0.001
Linfocitos Coeficie.nte de 0.030 -0.253
(x10°3 correlacion
células/mcL) valor p 0.943 0.545
Monocitos Coeficie.nte de 0.683 0.524 0.096
(células/mcL) correlacion
valor p 0.062 0.183 0.820
Eosindfilos Coeficiente de 0315 0.089 0674 -0.134
(células/mcL) correlacion
valor p 0.492 0.849 0.097 0.775
%LinfosPD-1 Coeficie.nte de -0.323 -0.524 0.639 -0.286
correlacion
valor p 0.435 0.183 0.088 0.493
%MonosPD-1 Coeficiente de -0.180 -0.405 0.602 -0.190 0.976
correlacion
valor p 0.670 0.320 0.114 0.651 <0.001
IMF PD-1 Coeficientede |, 1568|0310 0458 0095 0452 0.357
Linfos correlacion
valor p 0.691 0.456 0.254 0.823 0.260 0.385
IMF PD-1 Coeficientede | 5335| -0571| 0711| -0048] 0905 0881 0357
Monos correlacion
valor p 0.417 0.139 0.048 0.911 0.002 0.004 0.385

Observando la matriz de correlacion revela que existe una correlacion fuerte entre la variable

leucocitos y neutréfilos, es decir en la muestra obtenida, los paciente que presentaron mayor

conteo de leucocitos tambien presentaron mayor conteo de neutrofilos con un valor de p <0.05.

Resulté con una fuerte correlacion la comparacion entre las variables porcentaje de linfocitos

que expresaron PD-1 y porcentaje de monocitos que expresaron PD-L1, con un valor de p

estadisticamente significativo. Existi6 una correlacion fuerte entre los pacientes que

presentaron un porcentaje alto en el conteo de linfocitos que expresaron PD-1 junto con la

medicion cuantitativa de PD-L1 expresada en monocitos, con un valor de p=0.002.
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Area bajo la curva
IC95%

Variable Area bajo la curva valor p Inferior Superior
HLinfosPD-1 0.583 0.724 0.119 1000
%MonosPD-1 0.583 0.724 0.119 1.000
IMF PD-1 Linfos

0.583 0.724 0.124 1.000
IMF PD-1 Monos

0.333 0.480 0.000 0.776
Imc 0.292 0.377 0.000 0.719
Leucocitos (x10"3
células/mcL)

0.750 0.289 0.310 1.000
Neutréfilos (x10°3
células/mcl)

0.833 0.157 0.493 1.000
Linfocitos (x10"3 células/mcL)

0.458 0.860 0.000 0.930
Monocitos (células/mcL)

0.333 0.480 0.000 0.771
Eosindfilos (células/mcL)

0.750 0.289 0.367 1.000

Curva ROC de % de linfocitos PD-1 en prediccion de estancia intrahospitalaria
prolongada

1.0

0.8

0.6

Sensibilidad

0.44

0.2

0.0 T T T
00 02 04 06 08 1.0

1 - Specificity

El area bajo la curva que se encuentra al hacer el analisis entre los niveles de PD-1 en

comparacion con los dias de estancia intrahospitalaria, se correlacionan, es decir un paciente
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que presenta niveles mas elevados de PD-1, puede cursar con una estancia intrahospitalaria
mas prolongada.

Curva ROC del porcentaje de expresion de PD-L1 en monocitos como predictor

de estancia intrahospitalaria prolongada
1.0

0.8

0.6

Sensibilidad

0.4+

T T
0.0 0.2 04 06 08 10
1 - Especificidad

El area bajo la curva que se encuentra al hacer el analisis entre los niveles de PD-L1 en
comparacion con los dias de estancia intrahospitalaria, se correlacionan, es decir un paciente
gue presenta niveles mas elevados de PD-L1, puede cursar con una estancia intrahospitalaria
mas prolongada.

Se realizo una regresion logistica multivariada utilizando como variable de desenlace la

estancia intrahospitalaria mayor de 9 dias, encontrandose los siguientes valores:

Beta | Valor p
Edad .018 .895
Neutréfilosx10"3célulasmcL 912 340
IL6 .064 .801
TNF .387 .534
LinfosPD1 .168 .682
MonosPD1 244 .621
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DISCUSION

En nuestor estudio el outcome primario consistia en evaluar la mortalidad a 28 dias, de los
pacientes que presentaran sepsis asociado a los niveles séricos de PD-1y PD-L1, sin embargo
en nuestra cohorte de pacientes ninguno de ellos presenté defuncion a 28 dias, por lo que no
fue posible realizar la asociacion estadistica, esto puede deberse a varios factores entre los
principales factores que impidieron este resultado encontramos el hecho de que se agregaron
al estudio pacientes que presentaban datos de repsuesta inflamatoria sistémica, es decir
considernado la definicion de sepsis Il, por lo que se considera, en el futuro realizar la
investigacion con la deficinion de sepsis .

En la cohorte de Shao y colaboradores (16), se encontré que la expresion de la molécula de
inhibicioén de la activacion inmunologica PD-L1 incrementa su expresion en monocitos a los 3-
4 dias después de la instauracion de la sepsis, y que el nivel de su expresion es un predictor
independiente de mortalidad a 28 dias . Nosotros no udimos realizar la comparacion con la
mortalidad porque en nuestra muesta de pacientes, ninguno de ellos presento mortalidad a 28
dias, se debe considerar que se requiere de estudios con mayor numero de pacientes, asi
como mediciones seriadas de los niveles séricos de PD-1 y PD-L1.

En la cohorte de Tai y colaboradores (10) también se encontré que la expresion de PD-L1 en
monocitos era predictor de mortalidad a 28 dias. En nuestro caso la mortalidad decidio
cambiarse por dias de estancia intrahospitalaria.

En los estudios que existen, algunos resultados han sido contradictorios probablemente porque
consideran a la sepsis como una sola entidad homogénea.

En nuestro estudio existieron varias limitantes que no permitieron la inclusion de mas pacientes
para realizar el analisis estadistico, en primer lugar la citometria de flujo para la deteccion de
niveles sericos de PD-1 y PD-L1 no se realizo en la unidad medica donde se desarrollo el
estudio, se debe considerar agregar a la seleccion de pacientes gsofa, entre otros parametros
clinicos y de laboratorio para la inclusion de los mismos, sin duda hace falta continuar
investigando esta via de amplificacion de la repsuesta inmune ya que abre nuevos
panomaramas para interferir directamente en la mortalidad y sobrevida de los pacientes con

sepsis.
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CONCLUSION

Hace falta seguir estudiando a profundidas, los efectos que producen en el organismo y en la
respuesta inmune las altas concnetraciones séricas de PD-1 y PD-L1 durante la respuesta
disregulada del huesped ante la infeccion, queda camino abierto para darle seguimiento a esta
investigacion con una cohorte mas grande, con mediciones seriadas, donde sea posible
evaluar mortalidad para posteriormente investigas los posibles efectos beneficos que puedea
tener el hecho de bloquear o inhibir a PD-1 o PD-L1, Shindo y colaboradores (40) por otro lado
encontraron que al bloquear la via PD-1/PD-L1 duplica la tasa de supervivencia en otro modelo
murino de sepsis. Hay diferencias sustanciales en ambos modelos (en el segundo por ejemplo,
se utiliza ademas de la puncion cecal, inoculacion de Candida albicans), lo que ademas de
explicar las diferencias sugiere que también en el humano no toda sepsis es igual. Patera y
colaboradores (42)encontraron que en sujetos con sepsis disminuye progresivamente la
capacidad de los neutréfilos y monocitos, tanto de fagocitar como de producir citocinas, se
incrementa la frecuencia de granulocitos de baja densidad (LDG - low density granulocytes)
PD-L1+, y demostraron que estos LDG antiinflamatorios tienen menor funcion. Al afiadir in vitro
anticuerpos anti-PD-1 o PD-L1 la funcion inmune se restituyd. Wilson y colaboradores (15)
encontraron mayores concentraciones de PD-1 y PD-L1 soluble en pacientes sépticos; y en
este grupo de pacientes, encontraron mayor expresion de PD-1 en linfocitos T y B de memoria.
Se comprobd que los niveles elevados de PD-1 y PD-L1 en pacientes que cursan con sepsis
se asocian a una estancia mas prolongada intrahospitalaria, en nuestro estudio no se asocio

a mortalidad.
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