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RESUMEN

Una caracteristica comun observada en los pacientes admitidos en la Unidad
de Cuidados Intensivos (UCI), es la presencia de hiperglucemia en ausencia de
historia previa de diabetes. Esta elevacion en la concentracion de glucosa se
conoce como hiperglucemia por estrés, y se le considera como un factor
negativo para la evolucion de los pacientes en la UCI. Por lo anterior,
realizamos un estudio de prospectivo y longitudinal, en el que se reclutaron
pacientes hospitalizados en la UCI del INER a causa de neumonia. Se les
extrajeron 3 muestras sanguineas, a las 24, 48 y 72 horas desde su ingreso.
Las muestras se procesaron por citometria de flujo para conocer la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS); los pacientes fueron seguidos por
medio de sus datos clinicos. Nuestros resultados mostraron que el 87% de los
pacientes que ingresaron a la UCI tuvieron como diagnostico de ingreso
neumonia adquirida en la comunidad (NAC). Posterior a su ingreso todos los
pacientes evolucionaron hacia sepsis, asi como presentaron hiperglucemia.
Las concentraciones mas elevadas de glucosa se observaron en los pacientes
que fallecieron (147mg/dl), en comparacion con los pacientes que
sobrevivieron (129 mg/dl) (p<0.001). Adicionalmente, se encontré que el
porcentaje total de linfocitos fue menor en el grupo de pacientes que fallecio
(5.7 vs 11.8%, p<0.001). Asimismo, se encontr6 que existen diferencias
significativas en cuanto la produccién de ROS en los pacientes sobrevivientes
contra los fallecidos, siendo significativamente mayor en esta ultima poblacién.

Nuestros resultados mostraron que los pacientes de la UCI del INER, tuvieron
NAC, asociada con hiperglucemia, neutrofilia y linfopenia en ambos casos,
ademas de un aumento en la produccion de ROS, siendo 3 dias nuestro
periodo de observacion. Esto, sugiere la importancia de evaluar continuamente
la glucosa, los neutrdfilos y los linfocitos en pacientes de la UCI con diagnéstico
primario de NAC, ya que la glucosa al elevarse puede estar provocando un
incremento en la produccién de radicales libres y eso influir directamente en un

mal prondstico para los pacientes de la UCI.

Palabras clave: Hiperglucemia, Linfopenia, Neutrofilia, Sepsis, Choque

Séptico.



ABSTRACT

A common feature observed in patients admitted to the Intensive Care Unit
(ICU) is the presence of hyperglycemia in the absence of prior history of
diabetes. This rise in glucose concentration is known as stress hyperglycemia,
and is considered as a negative factor for the evolution of patients in the ICU.
Therefore, we conducted a prospective longitudinal study. We enrolled patients
hospitalized in the ICU with pneumonia as diagnosis at INER. We extracted 3
blood samples starting at 24, 48 and 72 hours after admission. Samples were
processed by flow cytometry to determine the production of reactive oxygen
species (ROS), and patients were followed through their clinical data.

Our results showed that 87% of patients admitted to ICU admission had a
diagnosis of community-acquired pneumonia (CAP). After admission all patients
progressed to sepsis, and hyperglycemia. The highest concentrations of
glucose were observed in patients who died (147mg/dl) compared with patients
who survived (129 mg / dl) (p <0.001). Additionally, we found that the total
percentage of lymphocytes was lower in the group of patients who died (5.7 vs
11.8%, p <0.001). We also found significant differences in ROS production in
patients surviving against the deceased, being significantly higher in this
population.

Our results showed that patients in the ICU of INER, CAP was associated with
hyperglycemia, lymphopenia and neutrophilia in both cases, and an increase in
the production of ROS, with 3 days of our observation period. This suggests the
importance of continually assessing glucose, neutrophils and lymphocytes in
ICU patients with a primary diagnosis of CAP, as the glucose rise may be
causing an increase in free radical production and that directly influence a poor

prognosis for ICU patients.

Key Words: hyperglycemia, lymphopenia, neutrophilia, sepsis, septic shock



1. INTRODUCCION

Los pacientes Criticamente Enfermos, que requieren ser ingresados a la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), presentan un aumento significativo en el
riesgo de muerte, ademas, la presencia de morbilidades puede variar de un 20
a un 80%. Un alto porcentaje de los pacientes hospitalizados en la UCI
presentan Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS), entidad

clinica que nos indica una patologia subyacente.” *’

1.1 Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica y Sepsis

El SRIS es el resultado de las adaptaciones inmunoldgicas que genera nuestro
organismo para responder ante cualquier tipo de agresién, sea infecciosa o
fisica. Para documentar que un paciente cursa con el SRIS, tenemos en cuenta

los criterios clinicos que se enumeran a continuacion:

¢ Fiebre, mas de 38°C o hipotermia con menos de 36°C

¢ Frecuencia cardiaca de mas de 90 latidos por minuto.

¢ Frecuencia respiratoria de mas de 20 respiraciones por minuto, o en caso
de tener una gasometria, que presente PaCO, de menos de 32mmHg.

e Cuenta de leucocitos mayor de 12,000uL o menor de 4000uL, o la

presencia de formas inmaduras (bandas) >10%.

El SRIS presenta un espectro clinico muy amplio y tiene diferentes variantes

segun su causa y presentacion clinica; cabe aclarar los siguientes conceptos:

e Sepsis: SRIS mas la evidencia de un foco infeccioso activo, entendiendo
que existen gérmenes patégenos en alguna parte del organismo.

e Sepsis grave: cuando existe sepsis y la presencia de datos clinicos como

la hipotension, oliguria y trastornos del estado mental, que nos orientan
a pensar que el paciente cursa con hipoperfusion tisular.

e Choque Séptico: Sepsis grave con hipotensién, misma que no responde

de forma adecuada a la terapia intravenosa de liquidos.



¢ Falla Organica Multiple: Se debe a la disfuncion de uno o varios 6rganos

debido a la hipoperfusion tisular en el choque séptico e incluso en un
SRIS desencadenado por agentes no infecciosos como es el caso de

una pancreatitis grave.*

1.2 Antecedentes Generales

La evolucidn del SRIS la sepsis en los pacientes criticamente enfermos esta
asociada con diversas alteraciones metabdlicas, entre las que destaca la
hiperglucemia. Conocemos como hiperglucemia inducida por estrés, a la
elevacion de la glucosa sanguinea a causa de una enfermedad grave, por citar

algunas: la neumonia, las pancreatitis, y los traumatismos graves." '*

1.3 Hiperglucemia Inducida por Estres

La hiperglucemia inducida por estrés en los pacientes criticamente enfermos es
resultado del SRIS. Cuando se da el estimulo inicial que desencadena el
sindrome, dentro de su fisiopatologia, se liberan diversos mediadores quimicos
conocidos como citocinas. Las citocinas son sustancias pleiotropicas y entre
sus funciones se encuentran el modular la respuesta inflamatoria, por lo tanto
las podemos clasificar dentro de dos grupos: citocinas proinflamatorias y

citocinas antiinflamatorias.?

Dentro del grupo de citocinas proinflamatorias, podremos citar al factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a. por sus siglas en inglés), las Interleucinas 1y 6
(IL-1 e IL-6) y el interferon gamma (IFN-y) entre otras. Estas sustancias son
capaces de estimular diversos érganos y tejidos, entre los que se encuentran:
el higado, las glandulas suprarrenales. Las citocinas estimulan los 6rganos
blanco, ocasionando que estos secreten hormonas, como el glucagon, el
cortisol y la adrenalina; a la vez que se reduce la secrecién de insulina en el

pancreas.*

Las hormonas mencionadas anteriormente, tienen un efecto antagoénico a la



insulina; es decir, sus efectos son catabdlicos y generan un incremento en la
oxidacion de sustratos para producir glucosa, con la consecuente elevacion de

la misma. 2

Algunas citocinas proinflamatorias, en particular el TNF-a, producen resistencia
a la insulina en los tejidos periféricos (tejido adiposo y musculo esquelético),
que aunado al incremento en la produccién de la glucosa, se genera lo que se

conoce como Hiperglucemia por Estrés."®

1.4 Hiperglucemia y Funcién Inmunolégica

Desde hace algunos anos, existen reportes de los efectos negativos que tiene
la hiperglucemia en la respuesta inmunoldgica del organismo, por ejemplo: hay
articulos que hablan sobre el efecto proinflamatorio de la glucosa, siendo que
ésta, es capaz de aumentar los niveles plasmaticos de IL-1, IL-8 y el TNF-a.
También se ha documentado que la glucosa induce un incremento en
expresion del factor de transcripcion NF-kappaB, un factor clave para la

respuesta inflamatoria.”> ® '°

En Japdn, Ryosuke Tsuruta, llevd a cabo un estudio en roedores, que consistio
en un modelo de isquemia-reperfusion cerebral, establecié dos grupos: el
primero, que mantuvo concentraciones de glucosa basales, y el segundo, en el
que las concentraciones de glucosa se mantuvieron elevadas. El demostré que
en el grupo de hiperglucemia, se produjo un mayor dafo tisular, e incremento
la produccion de citocinas proinflamatorias, concluyendo que la hiperglucemia
amplifica la respuesta inflamatoria ante un estimulo inicial. De lo anterior,
existen reportes similares en poblaciones humanas por lo que inferimos que la

glucosa es un agente proinflamatorio muy poderoso.®

1.5 Hiperglucemiay Leucocitos

La glucosa no nada mas es capaz de alterar la secrecion de citocinas y de

factores de transcripcion genéticos. Sabemos, por los estudios que se han



realizado en pacientes diabéticos, que también ejerce un efecto negativo en la
funcién de las células que participan en montar la respuesta inmunoldgica tanto
en sus formas innata y adaptativa, entre ellos: neutrdfilos y linfocitos

respectivamente.'?

En la diabetes mellitus se presentan elevaciones de glucosa sostenida en
tiempo, que finalmente, es lo que lleva producir cambios en las funciones
celulares. La diferencia de la hiperglucemia por estrés durante el SRIS en los
pacientes criticos, radica en que la elevacién de la glucosa, se presenta de
forma aguda; sin embargo, existe evidencia de que esta elevacion abrupta de
las cifras de glucosa plasmatica, es capaz de generar cambios en las
poblaciones celulares citadas anteriormente, por citar algunos autores: Von
Kanel en el 2001, documenté cambios en linfocitos T CD4, CD8, B y células
asesinas naturales (NK por su nombre en inglés Natural Killers) e Ines
Kauffmann en 2006 encontré ciertos cambios en la funcién productora de ROS
en neutrodfilos, asociados a elevaciones controladas de glucosa, posterior a una

ingestion de 75g, en pacientes sanos.™

Con lo anterior, documentamos que los pacientes criticamente enfermos
presentan SRIS o alguna de sus variantes, que entre sus alteraciones
metabdlicas, se presenta la hiperglucemia. Por tanto dentificamos la
hiperglucemia, como uno de sus componentes claves. La hiperglucemia
presente durante la sepsis, es capaz de generar cambios en la respuesta
inmunologica del hospedero y por consiguiente afectar la capacidad del
sistema inmunoldgico para erradicar al organismo causal, y finalmente, alterar

su evolucion clinica durante su estancia en la UCI.

2. Antecedentes Directos

Lo descrito anteriormente, refuerza el hecho de que la hiperglucemia resulta en
dafios en diversas células, tejidos y érganos.?® 2* Michael Brownlee en 2001,
describe el mecanismo asociado al inicio de las complicaciones durante la

hiperglucemia cronica, siendo un incremento en el estrés oxidativo,



consecuencia de una mayor sintesis de Especies Reactivas del Oxigeno (ROS)

por parte de la cadena de transporte mitocondrial. '

A la fecha, todavia no es claro qué beneficios nos ofrece un control estricto de
la glucosa sanguinea en los pacientes criticamente enfermos hospitalizados en
la UCI. Existe la teoria, que el control de la glucosa puede disminuir la
respuesta inflamatoria, esto con base en lo descrito anteriormente, que se
considera la glucosa como un poderoso agente pro-inflamatorio; ademas al
disminuir su concentracion en sangre, también se puede inferir, que disminuira

la tasa de produccion de ROS.'* 1% 16.17

Algunos autores evaluaron la funcion de los leucocitos a diferentes
concentraciones de glucosa, por ejemplo: en el afio 2000, Priya Mohanty,
encontré por primera vez, que la glucosa estimula la generacién de ROS en
leucocitos (polimorfonucleares y mononucleares) de pacientes sanos, a los

cuales se les habia administrado una carga de glucosa oral de 75g."

Marc G. Jeschke en Alemania, realizé un estudio en el 2004. Le dio
seguimiento a 28 nifos hospitalizados por quemaduras que manifestaron SRIS;
un grupo de nifios se mantuvo con un control glucémico a base de insulina con
rangos entre 120 y 180mg/dl, mientras que se prescindié de esta terapéutica
en el otro grupo. Demostré que su grupo tratado, presentd concentraciones de
citocinas proinflamatorias en sangre, significativamente menores que el grupo
no tratado. Esto permite sugerir el uso de insulina para controlar la

hiperglucemia en la UCI." 21

Por otro lado, se ha descrito, la disfuncion de los leucocitos durante
enfermedades criticas como la sepsis.’ Retomando el estudio de Inés
Kauffmann, del 2006, en que compard la produccién de ROS en las células
polimorfonucleares, obtenidas de pacientes criticamente enfermos por sepsis,
con células polimorfonucleares provenientes de voluntarios sanos. Los
resultados mostraron diferencias significativas en la produccién de ROS en el
grupo de pacientes con enfermedad critica, hecho ligado con la severidad de la

enfermedad. Asimismo, demostraron que los polimorfonucleares de los



pacientes graves, aumentaban significativamente su produccion de ROS con

respecto a los controles. %

Los pacientes hospitalizados en la UCI del INER, se presentan como una
poblacion con enfermedad critica por neumonia. En resumen, presentan sepsis
y ademas, el aumento en la concentracién de la glucosa se asocia con una
mayor severidad clinica.> > ° Asi la hiperglucemia, se asocia con un mal
prondéstico debido al aumento del estrés oxidativo y ROS, ya que su presencia
se ha relacionado con el aumento en la morbilidad y en la mortalidad de los

pacientes hospitalizados en la UCI. **

2.1 Especies Reactivas de Oxigeno

Las especies reactivas de oxigeno son compuestos altamente reactivos que
tienen la capacidad de dafar células y tejidos. Anteriormente se menciond que
Michael Brownlee supone el aumento de ROS como un el factor principal para

el desarrollo de complicaciones a causa de hiperglucemia. *°

Normalmente, se estan produciendo ROS en la cadena de transporte
mitocondrial celular, sin embargo la célula cuenta con mecanismos
antioxidantes que se encargan de amortiguar la carga de ROS generados: la
superoxido dismutasa y la catalasa son dos enzimas, cuya funcion consiste en
transformar el radical superoxido (O2) en perdxido de hidrégeno (H202) vy

finalmente en oxigeno libre (O.) libre y H,0. *°

Los sistemas antioxidantes son saturables, y por ello, se requieren de
mecanismos amortiguadores extras, como algunas vitaminas (C y E) y el
glutation, que se encargan de captar los ROS, evitando que dafen las

membranas celulares. *°

La produccion de ROS se ve aumentada de forma significativa durante la
presencia de hiperglucemia, cuando es cronica (en diabetes mellitus 1y 2) se
describen 4 mecanismos fundamentales que no se abordaran en este escrito,

debido a que estudiaremos la influencia de elevacion de la glucosa de forma



aguda, descrita ampliamente en los parrafos previos. También existen reportes
de elevaciéon en la produccion de ROS en pacientes criticamente enfermos,
pero en estos reportes no han buscado una posible asociacién entre niveles de

glucosa sanguinea y ROS.’

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tenemos resultados contradictorios acerca de los beneficios que el control
estricto de glucosa puede tener en los pacientes hospitalizados en la UCI. Esto
hace necesario evaluar, algunos de los tipos celulares o elementos asociados
con una adecuada respuesta por parte del paciente de la UCI. Partiendo de
esto, el seguimiento del paciente debe ser estricto y estrecho, ademas de que
es necesario una capacitacion para el personal encargado de regular los

niveles de glucosa en sangre.

Michael Brownlee, que sugirio la importancia del estrés oxidativo, como una de
las causas principales en desarrollo de complicaciones durante la diabetes
mellitus; asimismo, él propuso que es mas nocivo el echo que un paciente
desarrolle picos de hiperglucemia, a que mantenga la glucosa alta durante el
tiempo. Es sumamente relevante resaltar, que en los pacientes criticamente
enfermos, se observa un patrén variable de picos de hiperglucemia sanguinea,
lo cual sugiere que esta elevacidn abrupta en la concentracion de glucosa,

puede estar asociada con una mala evolucién del paciente en la UCI.

Los resultados de los modelos experimentales, asi como en humanos,
muestran a la hiperglucemia como un potenciador de la respuesta inflamatoria
y en consecuencia como un inductor de la produccién de ROS, contribuyendo
al dano celular, y en general, modificando la respuesta del huésped ante una
agresion. Desconocemos, si este aumento en la concentracidon de la glucosa
sanguinea tiene un efecto directo para provocar una respuesta deficiente del
paciente con sepsis; sin embargo, las evidencias sugieren que esto puede
presentarse como consecuencia del estrés oxidativo, que tendria como efecto
un mal prondstico, aumentando las complicaciones, aumentando el tiempo de
estancia hospitalaria y por consiguiente los costos de personal y de recursos

hospitalarios.



4. JUSTIFICACION

En este estudio se busco una relacion entre los niveles de glucosa sanguinea y
la produccion de ROS por parte de leucocitos; con el fin de entender mucho
mas sobre la patogénesis de la sepsis, y el papel que juega la glucosa en

alterar la respuesta inflamatoria de un paciente con una enfermedad grave.

En base a los resultados, podemos sugerir o descartar el control de la glucosa
en la poblacion de nuevo ingreso en la UCI e incluso se pueden plantear
nuevos esquemas de tratamiento, o disefar terapéuticas que beneficien
directamente al paciente en su evolucidon clinica, misma que impactaria de

forma significativa en los costos de la hospitalizacién en la Institucién.

El campo en el que se incursiond, es novedoso, debido a los resultados
controversiales ante el control glucémico en pacientes graves, que aunque la
literatura menciona los efectos benéficos en cierto grupo de pacientes, hace
falta mas informacion, y hasta el momento existen pocos estudios que evaluen
la funcion de los leucocitos y su produccion de ROS en pacientes con sepsis y
sobre todo: que busquen relacionarlo con la hiperglucemia inducida por estrés
para concluir que, esta puede alterar las funciones celulares y que conlleve

consecuencias importantes para la evolucion del paciente.

Contribuimos a conocer la patogénesis del padecimiento, en un futuro se
podran disefiar formas mucho mas efectivas para el control de un paciente
criticamente enfermo, que si ya de por si, presentan todo un reto a los
especialistas de esta rama. En cuanto al coste del Sistema Nacional de Salud
generan un gasto enorme, mismo que puede disminuirse si conocemos a fondo
la fisiopatologia de la enfermedad y por ello indicar la terapéutica necesaria.
Este tipo de padecimientos tiene un impacto significativo en la calidad de vida
del paciente, muchas veces gresan con secuelas que también requeriran

tratamiento de rehabilitacidén si es que no son irreversibles.

Todo lo anterior puede mejorar al iniciar un tratamiento mucha mas especifico,

oportuno y eficaz



5. HIPOTESIS

La hiperglucemia presente en los pacientes criticamente enfermos, se relaciona
directamente con una elevacién en la produccion de especies reactivas de

oxigeno en leucocitos, misma que contribuye a una mala evolucion clinica.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General

e Determinar si existe relacion directa entre hiperglucemia y la produccién
de especies reactivas de oxigeno de los leucocitos de los pacientes

criticamente enfermos.
6.2 Objetivos Especificos

e Correlacionar el resultado de los niveles de ROS con la evolucion clinica
de los pacientes criticamente enfermos.
e Determinar si existe asociacion entre un buen control glucémico vy los

niveles de ROS en los pacientes con sepsis.

7. MATERIAL Y METODOS

Se realizo un estudio prospectivo y longitudinal, donde se determiné si existe
asociacioén entre niveles de glucosa sanguinea y la produccién de ROS por
parte de los leucocitos y posteriormente como influye esta produccion en la
evolucion clinica de los pacientes con enfermedad critica, hospitalizados en la
UCl.

El periodo de reclutamiento se llevo a cabo de Diciembre del 2010 a Marzo del
2011. Todos los individuosfueron seguidos prospectivamente, desde su ingreso
a la UCI y salida de la misma, sea por defuncion o por mejoria. Durante su
estancia en hospitalizacion se obtuvieron muestras sanguineas a las 24, 48 y

72 horas con el fin de determinar ROS; y por medio de un cuestionario



estandarizado, se recopil6 informacion de la estancia que incluye las variables
a estudiar. (ANEXO1)

Posteriormente se clasificaron en pacientes vivos y fallecidos, y se compararon

las diversas variables que se estudiaron.
7.1 Poblacion de Estudio

La poblacion se generé a partir de todos los pacientes que ingresaron a
urgencias del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) que
cumplieron criterios para sepsis principalmente con Neumonia Adquirida en la
Comunidad hospitalizados en la UCI. Todos los individuos fueron reclutados en
el INER.

7.2 Seleccidn y reclutamiento de pacientes

Se realizd un escrutinio a todo paciente que ingresé a la UCI del INER,
posteriormente si cumplio los criterios de inclusién se procedié a buscar a los
familiares, a los que se les explico el objetivo del estudio. Si aceptaban que su
familiar hospitalizado participara en el estudio, se procedié con la firma del

consentimiento informado en presencia de dos testigos.

Los pacientes fueron reclutados a partir de su ingreso en la UCI con el
diagndstico comentado previamente y realizado por un médico adscrito
intensivista. No se utilizd esquema de muestreo para la seleccion pues se
pretendio reclutar a todos los pacientes diagnosticados durante el periodo de

estudio.

Sélo se reclutaron pacientes, que sus familiares firmaron el consentimiento
informado y posteriormente se inicié con la recoleccién de la informacion por

medio de un cuestionario estructurado especificamente para este estudio.
7.3 Criterios de Inclusion

e Pacientes que llegaran a Urgencias y posteriormente fueron
hospitalizados en la UCI con diagndstico de Neumonia Adquirida en la
Comunidad y que cumplieran dos o mas de los siguientes parametros a

Su ingreso:
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0 Temperatura corporal >38°C o <36°C
o Frecuencia respiratoria >20 respiraciones por minuto o PCO2
<32mmHg
0 Pulso >90 latidos por minuto
0 Recuento leucocitos >12.000/ml o <4000/ml; o 10% de bandas.
e Mayores de 18 afos y menores 60 anos.
e Ambos Sexos

e Que su familiar haya firmado el consentimiento informado.
7.4 Criterios de Exclusion

e Pacientes con antecedente de Diabetes tipo 1y 2.
e Pacientes con antecedentes de enfermedades autoinmunes.
e Pacientes con VIH.

e Pacientes con enfermedades linfoproliferativas.
7.5 Criterios de eliminacion

e Paciente que firme consentimiento informado y que durante su

seguimiento no se le pueda tomar una muestra de sangre.
7.6 Toma de Muestra

La toma de muestra se realizé en los pacientes hospitalizados en la UCI de los
que se obtuvo el consentimiento informado y ésta se realizo a las 24, 48 y 72
horas de su ingreso; en cada toma se extrajeron como maximo 2 tubos
vacutainer color lila con EDTA de 6ml, para generar un total de 6 tubos por
paciente. La extraccion de sangre venosa total se realizd directamente del
catéter con la técnica adecuada para el caso, o en su defecto mediante

puncion venosa directa con el sistema vaccutainer.

La toma de muestra fue llevada a cabo por el personal del proyecto o cuando

se requierio, se solicité ayuda al personal de la UCI.

7.7 Procesamiento de la Muestra
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Una vez en el laboratorio, una de las muestras se centrifugd a velocidad de
3000 revoluciones por minuto por 10 minutos. Se obtuvo el plasma de la
muestra y se congeld a -70 °C hasta su utilizacion. De la muestra restante se
realizd la separacion de los leucocitos totales por gradientes con el uso de
Lymphoprep. En estas células se determind la produccion de ROS

intracelulares por citometria de flujo.
7.8 Determinacién de Especies Reactivas de Oxigeno:

Estas se determinaron en los leucocitos totales, usando la sonda DCFH-DA
(Molecular Probes). Un total de 20 000 células fueron incubadas con 10 umol
de DCFH-DA en un volumen de 1ml de solucion salina de Hank’s por 15 min.
Al término de este tiempo se leyeron en un citdbmetro de flujo Facscalibur
Instrument (San Jose, CA, USA).

7.9 Tamaio de muestra

Mediante muestreo por conveniencia vy factibilidad técnica y financiera, se

establecio que la poblacion de estudio debe ser de al menos 30 pacientes
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8. RESULTADOS

El tipo de poblacion que ingres6 a la UCI del INER fueron pacientes que

presentaron insuficiencia respiratoria aguda a causa de neumonia adquirida en

la comunidad (87%) y/o crisis asmatica grave (13%).

resumen en el Cuadro 1.

Sus caracteristicas se

Tabla 1. Caracteristicas de base de los pacientes ingresados a la

UCl.

Sexo
Femenino
Masculino
Total
Diagnéstico de Inicio
NAC
Crisis Asmatica
Edad (media/afios)
Err Est.
IMC (media)

Err Est.

Dias estancia hospitalaria

Err. Est.

Sobrevivientes

13

21

17 (81%)
4 (19%)
39
2.559
27.99

1.188

21.52

2.920

Desenlace

Fallecidos

9 (100%)
0 (0%)
48
3.317
26.67

1.143

21.89

5.251
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En el grupo de pacientes sobrevivientes se encontraron algunas caracteristicas
individuales que se listan a continuacién: en un total de 4 pacientes el
diagndstico de ingreso fue por crisis asmatica; de estos, en 2 pacientes no se
tuvieron comorbilidades; 1 de ellos presentd hiponatremia durante su estancia
y uno era adicto a la cocaina. No se documentd el tipo de infeccion viral o
bacteriana en estos 4 pacientes. En los 17 pacientes restantes que
sobrevivieron y que ingresaron por neumonia adquirida en la comunidad
(CAP), uno presentaba obesidad morbida mas infeccion por H1N1, otro tenia
lesibn medular a nivel de T12, otro paciente desarrolld insuficiencia renal
durante su estancia, un paciente contaba con diagndstico de distrofia muscular
de Becker y uno mas con anemia; solo se establecié el diagnostico etioldgico
de la neumonia en 2 pacientes, infeccion por H1N1 y otro para Escherichia coli.
En los 15 pacientes restantes no se documentdé la infeccion por un

microorganismo especifico .

En el grupo de pacientes fallecidos (n=9), la causa de muerte para todos los
pacientes fue choque séptico a causa de neumonia, sin embargo, encontramos
en 2 pacientes infeccion previa por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana,
uno de los cuales presentaba adicionalmente Diabetes Mellitus tipo 2. En otros
dos pacientes se obtuvo PCR positiva para HIN1 y en 1 mas para Influenza A;
los 4 pacientes restantes no tienen un diagndstico etioldgico preciso a pesar de

que se realizaron las pruebas de escrutinio.

En este estudio predomino el sexo masculino en los pacientes ingresados, sin
embargo, no se encontraron diferencias estadisticas con respecto a esto
(p=0.149). La media de edad para los participantes que sobrevivieron es de
casi 10 anos contra los pacientes fallecidos, estadisticamente encontramos una
tendencia ligeramente significativa ante estos datos (p=0.045). El indice de
masa corporal no tuvo cambios significativos (p=0.377) en ambos grupos, y
tampoco se encontraron diferencias en cuanto a tiempo de estancia
intrahospitalaria (p=0.856). Todos los pacientes ingresaron por Insuficiencia
Respiratoria Aguda, en donde el 81% presento Neumonia adquirida en la
comunidad y el 13% Crisis Asmatica. Un 43% de los pacientes presentd
comorbilidades y 2 pacientes presentaban infeccion por el Virus de la

Inmunodeficiencia Humana.
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El analisis de la informacion obtenida del expediente clinico indico que los
pacientes evolucionaron a sepsis. Las caracteristicas clinicas que se utilizaron
para dar el diagnostico de sepsis fue presentar 2 o mas de las siguientes
caracteristicas a consecuencia de un foco infeccioso: temperatura corporal
>38°C o <36°C, Frecuencia Respiratoria >20 por minuto o una PCO,
<32mmHg, pulso >90 latidos por minuto, cuenta leucocitaria de >12x10° o

<4x10°% 0 mas de 10% de formas inmaduras.

Al considerarse a la elevacion en la concentracion de glucosa en sangre como
un factor de riesgo para la evolucidn del paciente que ingresa a la UCI,
pensamos importante analizar las variaciones en la concentracién de glucosa
sanguinea en los pacientes evaluados. La determinacion de la concentracién
de glucosa en sangre mostré una mayor concentracién de esta en el grupo de
pacientes que fallecieron (Media de 147mg/dL, IC 138-155, 95%) en
comparacién con el grupo de pacientes que sobrevivieron (Media de 129mg/dL,
IC 125-134, 95%), diferencia que resultd estadisticamente significativa
(p<0.001). (Figura 1)

Sobrevivientes Fallecidos
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La evaluacién de la concentracion de hemoglobina mostré una disminucion en
el grupo de pacientes fallecidos (Media 11.8mg/dL, IC 11.6-12.0, 95% VS
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10.9mg/dL, IC 10.6-11.2, 95%), y esta variacidén resulté estadisticamente
significativa (p<0.001). (Figura 2)
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El numero de plaquetas en los pacientes, no encontré diferencias estadisticas
significativas entre ambos grupos (Media 267.85 x 10> IC 256-279.71, 95% VS
249x10°, IC 238.22-261.50, 95%) (p=0.877). (Figura 3)
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Los resultados sugieren una tendencia hacia la leucocitosis en los pacientes
que fallecieron (Media 13.54x10°, IC 12.47-14-16, 95%) en comparacion con
los pacientes que sobrevivieron (Media 10.145x10° IC 9.6-10.6, 95%), las
pruebas estadisticas de los datos encontraron diferencias significativas (p<
0.001). (Figura 4).

Sobrevivientes Fallecidos
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El analisis mostrd, una tendencia hacia la neutrofilia en los pacientes que
fallecieron (Media 90.79%, IC 89.8-92.1, 95%), en comparacién con los que
sobrevivieron (Media 80.96%, IC 79.9-81.9, 95%). Diferencia que fue

estadisticamente significativa (p<0.001). (Figura 5)
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Finalmente otra poblacion que sufri6 cambios significativos fue la de los
linfocitos. Se encontré6 un menor porcentaje de linfocitos totales en los
pacientes fallecidos (Media 5.7%, IC 4.8-6.5, 95%) en comparacion con los

sobrevivientes (Media 11.8, IC 11-12.5, 95%) (p<0.001). (Figura 6).
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En cuanto a produccion de Especies reactivas del oxigeno obtuvimos los

siguientes parametros, para la poblacién sobreviviente. (Figuras 7, 8y 9)

En la que observamos Ila fluorescencia emitida por la poblacion

correspondiente a leucocitos en células de pacientes hospitalizados en la UCI,

alas 24, 48 y 72 horas de su ingreso. Sin encontrar cambios estadisticamente

significativos entre ellas.

Counts

et
-
o
s | Il |
) vz |
o
L
107 10! 10¢ 10° 10

FL1-H

Figura 7. Produccion de ROS en leucocitos a las 24 horas de su ingreso a la

UCI en pacientes sobrevivientes.
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Figura 8. Produccion de ROS en leucocitos a las 28 horas de su ingreso a la

UCI en pacientes sobrevivientes.
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Figura 9. Produccién de ROS en leucocitos a las 72 horas del ingreso a la UCI

en pacientes sobrevivientes.

Los resultados con respecto a los pacientes fallecidos muestran una clara
variacion con respecto a los pacientes sobrevivientes. En las figuras
encontramos que los participantes ingresan mucho mas graves que los

pacientes que sobrevivieron.

30 40 S0

Counts
10 20

0

—
L
[

0

FL1-H

20



Figura 10. Produccion de ROS en leucocitos a las 24 horas del ingreso a la

UCI en pacientes fallecidos.
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Figura 11. Produccién de ROS a las 48 horas del ingreso a la UCI en los

pacientes fallecidos.
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Figura 12. Produccion de ROS a las 72 horas del ingreso a la UCI en los

pacientes fallecidos.

Las diferencias entre ambos grupos resultaron estadisticamente significativas.
(p<0.001)
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9. DISCUSION

Los pacientes criticamente enfermos que presentan sepsis, se caracterizan por
una respuesta inflamatoria sistémica y la cual va asociada con dafo tisular
generalizado.?” Se maneja una incidencia de 200 a 300 casos por cada 100
000 habitantes, la cual aumenta un 8% por afio de acuerdo con algunos
autores. Las evidencias muestran que aproximadamente un 75% del total de
pacientes que ingresan a la UCI desarrollan sepsis.?® Asimismo, se considera
que la mortalidad en estos pacientes va del 20 al 50% y hasta un 80% cuando
evoluciona a choque séptico, lo cual resalta la importancia de evaluar aspectos
que permitan un rapido y adecuado tratamiento en estos pacientes®® Una
caracteristica que se ha observado en los pacientes que ingresan a la UCI es
la elevacion en la concentracion fisioldgica de glucosa en sangre,'™ lo cual se
considera un factor negativo para la evolucion clinica del paciente.® Adicional a
lo anterior, se ha observado que el grado de hiperglucemia asi como la
duracion de esta estan asociadas al prondstico de los pacientes criticos.>® Sin
embargo, a pesar de estas evidencias, aun desconocemos cuales serian los
niveles de glucosa en sangre que podemos considerar como de riesgo para el

paciente critico.

Nuestros resultados mostraron una mayor concentracién de glucosa en los
pacientes que fallecieron. La media de la concentracién de glucosa en los
pacientes que fallecieron fue 147mg/dL. Estos resultados concuerdan con
evidencias previas que reportan la elevacion de la glucosa como un factor de
mal prondstico en los pacientes hospitalizados en la UCI."*#® Sin embargo, los
niveles de glucosa sanguinea que podemos asociar con el prondstico del
paciente son muy variables. Algunos autores consideran a una concentracion
de glucosa >135 mg/dl, como un predictor de muerte en pacientes
hospitalizados en la UCI.*' Sin embargo en otros trabajos se considera a la
concentracion >151 mg/dl de glucosa en sangre como un factor de riesgo para
el paciente critico.®? En contraste, otros autores sugieren a una concentracion
de glucosa entre 80 y 110mg/dl como las mas adecuadas para una reduccion
de la morbimortalidad en UCI quirdrgicas,’® sin embargo, en UCI no quirtrrgicas

esta concentracion de glucosa se asocia con una disminucién de la morbilidad
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pero no de la mortalidad. En relacion a esto el estudio de Chavez y Sanchez>
realizado en 12 unidades de terapia intensiva en Meéxico, muestran a la
concentracion de glucosa <150 mg/dl en sangre como adecuada para disminuir
el riego de morbimortalidad. Sin embargo, los mismos autores mencionan que

es un parametro que debe considerarse con cuidado.

No se conoce con certeza el efecto que esta elevacion de glucosa produce en
el sistema inmunoldgico de estos pacientes. Algunos modelos experimentales
han mostrado que la elevacion de la glucosa es capaz de amplificar la

respuesta inflamatoria ante un estimulo inicial,®

mientras que las evidencias
obtenidas en pacientes diabéticos muestra que la hiperglucemia altera la
funcionalidad de los neutrdfilos asi como de los linfocitos.' ' Por otra parte,
se han descrito cambios en los neutrofilos de pacientes sanos posterior a la
administracion de una carga oral de glucosa.® En nuestro estudio observamos
que los pacientes que fallecieron muestran una tendencia a manejar cifras de
glucosa mas elevadas que nuestro grupo de sobrevivientes. Analizando y
asociando con lo descrito previamente en la literatura, podemos suponer que
una disminucion de la concentracion de glucosa en estos pacientes pudiera
mejorar su evolucion clinica en la UCI, al disminuir alteraciones (como las
mencionadas) en las poblaciones celulares de estos pacientes. Algunos
trabajos indican que ligeros aumentos de glucosa son capaces de producir una
reorganizacion de las poblaciones de linfocitos,'* asi como de inducir dafio por

una elevada produccion de especies reactivas de oxigeno por los linfocitos."

Los neutrdéfilos de los pacientes fallecidos mostraron una elevacion significativa
con respecto al grupo de sobrevivientes. Sabemos que la funcidn de estas
células es clave al iniciar la respuesta inmunoldgica innata contra las
agresiones y que ademas son la primera célula que llega al sitio de la lesion y
libera importantes mediadores quimicos de la inflamacién. Sin embargo,
algunos estudios han mostrado la falla de los neutréfilos durante la sepsis.*
Esta funcion deficiente de los neutréfilos se relaciona de forma directa con la
mortalidad en sepsis severa, manifestandose clinicamente en infecciones mas
severas o con la falta de respuesta al tratamiento. Acerca de esto es importante
mencionar, que recientemente se le ha asociado a estas células como

importantes generadores de especies reactivas de oxigeno, lo cual lleva a dafio
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oxidativo a los tejidos.*® Por estas razones, el aumento observado en los
neutroéfilos pudiera explicarse debido a una mala calidad en su funcién, motivo
por el que los numeros se elevan en los pacientes que presentan una

enfermedad mas severa.

Los linfocitos juegan un papel principal al ser células efectoras y reguladoras
de la respuesta inmunoldgica. En nuestros resultados observamos la presencia
de linfopenia significativa en el grupo de pacientes fallecidos. La informacion
previa relacionada con esto, menciona la presencia de apoptosis, asi como una
activacion y respuesta deficiente en los linfocitos obtenidos de pacientes con
sepsis, ante algun estimulo posterior.”® Nuestros datos sugieren que esto esta
probablemente sucediendo en las células de los pacientes evaluados en este
estudio. La disminucién en el numero de linfocitos se ha podido asociar ya
desde hace algun tiempo con una mala evolucion y con el aumento en la
indicencia de complicaciones infecciosas en los pacientes hospitalizados en la
UCI.** Con lo anterior, se puede sugerir que la falta de estas células tanto
como una funcion deficiente de ellas es capaz de generar un mal prondstico

para los pacientes de la UCI.

Es relevante mencionar que recientemente se han publicado evidencias que
resaltan la presencia de alteraciones en la respuesta inmune asociadas con el
proceso infeccioso primario. A este respecto de acuerdo con estos ultimos
autores, la neumonia adquirida en la comunidad (CAP), va ligada con una
disminucién en las poblaciones de linfocitos T y B. Por otro lado, se ha
sugerido la presencia de un factor soluble en sangre, el cual es liberado de
manera temprana y tiene la capacidad de modular la apoptosis de los linfocitos
CD4 y de los monocitos CD14.%"

Ante todo lo anterior, también documentamos que los pacientes fallecidos,
tuvieron una mayor produccion de ROS con respecto a los pacientes
sobrevivientes. Estos cambios pueden afectar la funcidn de las células
inmunoldgicas, como lo han documentado algunos autores, por citar un
ejemplo Ines Kauffman. Es necesario realizar marcajes celulares para
documentar si qué tipo de célula es la que esta fallando y con ello obfrecer

mejores terapéuticas.
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Partiendo de todo lo anterior, la hiperglucemia puede afectar tanto de manera
independiente, como al influir en la funcionalidad de los neutréfilos y los
linfocitos asi como en la produccion de ROS, que vemos afectan de forma
directa la evolucion clinica del paciente de la UCI. Nuestros resultados
muestran que todos estos elementos estuvieron presentes en los pacientes
ingresados en la unidad de cuidados intensivos del Instituto. Por lo tanto, esto
resalta la importancia de evaluar de manera continua la concentracion de
glucosa, asi como las variaciones en los porcentajes de neutrdfilos y linfocitos
presentes en estos pacientes, todo con el objetivo final de evitar

complicaciones que pueden ser fatales para ellos.
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10. CONCLUSIONES

Se corrobora la hipétesis en la que se plantedé la posibilidad de encontrar
incrementos en la produccion de ROS por parte de leucocitos de pacientes
criticamente enfermos que manifiestan sepsis. La elevacidon de ROS esta
asociada con un mal prondstico a la vez que encontramos elevaciones de
neutréfilos y disminuicion de linfocitos. Siendo estos dos aspectos factores
clave en el asesoramiento y el tratamiento de los pacientes de la UCI. Parece
no haber correlacién entre los niveles de glucosa sanguinea y los numeros
celulares de linfociotos, aunque los resultados sugieren que se ven afectadas
en su capacidad de coordinar una respuesta inmunolégica adecuada y
consecuentemente se lleva a cabo del apoyo de la inmunidad innata con los

neutrofilos.

Cabe aclarar que se requieren estudios que utilicen marcadores celulares con
el fin de detemrinar las poblaciones directamente afectadas, existen algunos
reportes que mencionan son los CD4 y los CD8, sin embargo esto puede variar

segun la regiéon y la enfermedad.

Cabe aclarar que nuestros resultados son limitados, el tamafio de la muestra es
pequefio, y ademas se llevaron a cabo un procesamiento de 3 muestras en
total, ya no se realizaron tomas de muestras durante mas tiempo debido a los

recursos limitados para estos procedimientos.

La media de estancia para los pacientes fue de 21 dias, sin embargo solo
pudimos seguir su evolucion por parametros clinicos y ofrecer un esbozo de la
funcién bioquimica de las células asociada al aumento de la glucosa

sanguinea.
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11. PERSPECTIVAS

Es necesario realizar nuevos estudios con marcadores de superficie, para
linfocitos T, siendo CD4, CD8 los principales, para Linfocitos B y para células
NK. Con ello podriamos determinar qué poblaciones se estan viendo afectadas
por la elevacién de la glucosa, ademas, es necesario establecer un protocolo
para la administracion de insulina en los pacientes de la UCI, con ello se podria
ofrecer un control adecuado de la glucemia y por consiguiente mejorar la
funcién inmunitaria de las células mencionadas anteriormente. Entre muchos
aspectos que quedan por aclarar, ofrecemos un panorama muy general de lo
que acontece en los pacientes con enfermedad critica a causa de sepsis,
nuestros resultados se limitan a un tipo de poblacion especifica y haria falta
disefiar protocolos que involucren una poblacién mucho mas heterogenea, para

conocer a fondos los mecanismos involucrados y ofrecer mejores terapéuticas.
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