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1. Resumen

Antecedentes: Se ha demostrado que el Receptor Fas (Fas), el ligando de Fas
(Fas-L), el Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a) y el Receptor del Factor de
Necrosis Tumoral tipo | (TNFR1) incrementan su concentracion en sujetos con
sepsis; y se han sugerido como potenciales marcadores de gravedad. El objetivo
del estudio es evaluar si existen diferencias en las concentraciones séricas de
estas moléculas en el suero de niflos con leucemia y sepsis, que puedan
considerarse un perfil diferencial de sepsis, antes de proponerlos como
biomarcadores diagnosticos.

Material y métodos. Mediante un estudio transversal, estudiamos a nifilos <17
afos con diagndstico de leucemia linfoblastica aguda (LLA) y neutropenia y fiebre
(NF) los cuales se distribuyeron en 5 grupos:1) diagnéstico reciente de LLA, 2)
LLA en ventana esteroidea, 3) LLA con sepsis no corroborada, 4)LLA con sepsis
corroborada y 5) sepsis sin leucemia. Para cada uno realizamos la determinacién
sérica de TNF-a, TNFR-1, Fas y Fas-L mediante técnica de ELISA, ademas
estudiamos el porcentaje de apoptosis en células mononulceares mediante
Citometria de flujo.

Resultados. Incluimos 36 nifios con LLA y NF en los diferentes grupos. En el
grupo 4 encontramos las cifras séricas mas altas de TNF-a (35.2+7.6 pg /ml) y
TNFR-1(4102+2440) y las mas bajas de Fas-L (19.4+7.3 pg/ml), mientras que las
concentraciones séricas de Fas no presentaron diferencia significativa entre
grupos. El porcentaje de apoptosis de células mononucleares fue menor en el
grupo 4.

Conclusiones

Las concentraciones séricas bajas de Fas-L y el porcentaje bajo de células
mononucleares en apoptosis, asi como las concentraciones altas de TNF-q,
pueden considerarse como un patrén diferencial de sepsis en el nifio con NF por
leucemia. Lo cual debe corroborarse en un estudio con intencién diagndstica.

Palabras clave: Leucemia, neutropenia y fiebre, sepsis, apoptosis, TNF-a, TNFR-
1, Fas, Fas-L.
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2. Abstract
Purpose: Previously, Fas/Fas-L and TNF-a /TNFR1 display differently in subjects
with sepsis, suggesting their role as potential markers of severity. The need to
establish the profile of these molecules in children with cancer has been defined.
Methods. Children under 17 years of age diagnosed with leukemia, neutropenia
and fever were included. They were distributed in 4 groups: 1) recently diagnosed
leukemia, 2) leukemia in steroid window, 3) leukemia and NF without sepsis, 4)
leukemia and NF with sepsis. The serum determination of TNF-a, TNFR-1, Fas
and Fas-L was carried out by ELISA tests.
Results. Thirty-six subjects with leukemia and NF were included in groups: Group
1 (nine subjects), Group 2 (seven subjects), Group 3 (eleven subjects), and Group
4 (nine subjects). The highest levels of TNF-a (35.2 + 7.6 pg/ml) and TNFR-1
(4102 £ 2440 pg/ml, as well as the lowest levels of Fas-L (19.4 + 7.3 pg/ml) and
low percentages of mononuclear cell apoptosis, were found in Group 4.
Conclusions. The results showed a correlate with the larger number of failing
organs and an alteration of the vital signs in septic patients. Therefore, it
constitutes a pattern that can differentiate sepsis in the child with NF among

children with leukemia.

Key words: Leukemia, neutropenic fever, sepsis, apoptosis, TNF-a, TNFR-1, Fas,
Fas-L
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3. Introduccién.
La sepsis en el nifio con cancer neutropénico, presenta datos clinicos similares a
los ocasionados por la actividad tumoral y por los efectos secundarios de la
quimioterapial. Esto es importante al comprender que los criterios del Sindrome
de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) no son evaluables en el nifio con
neutropenia y fiebre (NF), debido a que pueden modificarse por anemia, mucositis,
deshidratacion o falla cardiaca, al usar ventilacion mecéanica, aminas vasopresoras
o factor estimulante de granulocitos, entre otros 22. Por lo anterior en el sujeto con
cancer y NF, se han estudiado biomarcadores, que son el producto del dafio
organico o celular, con el objetivo de diagnosticar sepsis; aunque la actividad
neoplasica comparte con las infecciones sistémicas, mecanismos fisiopatologicos
comunes, como la hipoxia, el dafio tisular, la inflamacién y la apoptosis*. Asi,
cualquier biomarcador que busque discriminar sepsis en este grupo de pacientes
debe presentar dentro de su modelo de estudio, el comportamiento diferencial del
biomarcador por la actividad tumoral, por efecto de la quimioterapia, y por la
presencia de sepsis®.
La apoptosis se incluye en la fase tardia (o hipodinamica) de la sepsis, que en
modelos animales se presenta 12 horas después del inoculo bacteriano; en esta
fase de hiporrespuesta contribuye a la disfunciéon inmune y a la disfuncion

organica multiple (DOM)®. Estudios previos realizados en sujetos no oncolégicos

10
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con sepsis han demostrado que el sistema ligando/receptor de Fas/FasL y de
TNFR1/TNF-a, presentan un patron diferencial en sus concentraciones séricas al
comparar sepsis vs choque séptico, esto sugiere que pueden ser evaluados como
potenciales marcadores de gravedad ‘. Sin embargo, los estudios que incluyen a
sujetos con cancer han sido cuestionados por el sesgo de inclusion que implica
estudiar apoptosis en una poblacién heterogénea en la que no se definen grupos
de comparacién®. Antes de considerar a las concentraciones séricas de TNF-q,
TNFR1, Fas y Fas-L y al porcentaje de apoptosis como biomarcadores para
diagnosticar sepsis en el nifio neutropénico con leucemia; es necesario establecer
Si estas presentan un perfil que pueda diferenciar cuando la fiebre es el resultado
de la actividad tumoral o de sepsis; ademas buscamos establecer si existe
correlacion con las variaciones presentadas en los signos vitales y con la falla

organica que presentan.

11
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4. Pregunta de investigacién
¢, Las concentraciones séricas de TNF-a, TNFR1, Fas y Fas-L y el porcentaje de
apoptosis de células mononucleares pueden diferenciar cuando la fiebre es el

resultado de la actividad tumoral o de sepsis?

12
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5. Marco teorico.

Desde 1992, la disponibilidad del concepto que identifica al SIRS ha estandarizado
la manera como se diagnostica sepsis, enfermedad considerada una de las
principales causas de muerte en pacientes hospitalizados de todo el mundo. La
sepsis afecta a todos los grupos de edad, lo que incrementa tanto el uso de
antimicrobianos como de los recursos diagnésticos y favorece que la estancia
hospitalaria sea prolongada®. Con el consenso donde se acufié el término de SIRS
la Society of Critical Care Medicine (SCCM) y el American College of Chest
Physicians (ACCP) establecieron cuéles son los datos clinicos y de laboratorio que
se presentan como consecuencia de la activacion general del sistema inmune y de
las diferentes vias que convergen en torno a la inflamacion©. A partir de entonces,
los datos utilizados para identificar al paciente séptico se han ido modificando,
buscando discriminar un mayor nimero de verdaderos sépticos?.

En pacientes con NF por cancer, las alteraciones hidroelectroliticas, la reaccion a
transfusiones y la enfermedad injerto contra hospedero, entre otros, pueden
causar sintomatologia similar al sindrome sépticol?, problema que adquiere
importancia cuando se comprende que los criterios de SIRS no son valorables en
el individuo con NF*2,

La identificacion temprana de sepsis en el sujeto con cancer y NF se traduce en el
uso adecuado de antimicrobianos, en la mejoria del pronéstico y en la disminucién

de la mortalidad. Desafortunadamente, el sobrediagnéstico es un problema

13
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frecuente, por la inexistencia de un método altamente sensible y especifico,
favoreciendo que en este grupo de riesgo, el abuso de antimicrobianos incremente
la aparicion de microorganismos multi-resistentes 3.

Se han hecho esfuerzos locales e internacionales con el objetivo de estandarizar
los métodos con los que se identifique oportunamente al sujeto con NF y sepsis
buscando que la toma de decisiones 4% impacte positivamente en el manejo
racional de las infecciones en estos pacientes 16, con algunos éxitos particulares
sobre todo en paises industrializados, éxitos que, sin embargo, no han podido ser
globalizados.

5.1 Epidemiologia del cancer y la sepsis en pediatria

En el transcurso de 100 afios el cancer pasé del octavo al segundo lugar como
causa de muerte; la incidencia notificada en el afio 1900 fue de 64,0
muertes/100.000 habitantes, mientras que en 2010 fue de 185 muertes/100.000
habitantes. En la edad pediatrica se considera la segunda causa de muerte con
cifras notificadas de 20,3/100.000 nifios 17:18,

En la region latinoamericana, segun el consenso de la Sociedad Latinoamericana
de Infectologia Pediatrica (2011), existen pocos reportes de la epidemiologia del
cancer pediatrico. Argentina notificd entre los afios 2000 y 2005 un total de 7.621
casos de cancer, mientras que Chile estimé 12 a 14 caso0s/100.000 nifios <15
afios de edad'*. En México, pais no participante en este consenso, la leucemia es

el cancer mas comun en nifios, con cifras que van de 60 a 100 nuevos casos/1

14
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millon de habitantes/ afio, correspondiendo a leucemia linfoblastica aguda el
81,5%, ademas de ser la segunda causa de muerte en nifios de edad entre 1y 14
afios 1. Es de tal importancia la interaccion entre cancer y sepsis que autores
como Danai P y cols. (2006), refieren que la incidencia de sepsis en sujetos con
cancer es mayor que la asociada con infeccién por VIH/SIDA (1.051,9), diabetes
mellitus (700,8), enfermedad coronaria (550,2) e hipertension arterial (203,5) 2.
Agregado a ello, se considera que los pacientes con cancer tienen 9,8 veces mas
riesgo de desarrollar sepsis, que la poblacién general ?t. En Estados Unidos de
América (aflo 1995) se estableci6 que las sepsis grave representa 0,56
casos/1.000 habitantes por afio, con una mortalidad nacional de 6,2/100.000
habitantes; 49% de ellos en sujetos con enfermedades inmunosupresoras 2.

La complicacion con sepsis en el nifio con cancer y NF de alto riesgo se estima en
15 a 25% vy el riesgo de muerte esta estrechamente vinculado a factores como la
neutropenia * y el uso de procedimientos invasores (catéteres principalmente) 23
que explican porqué las cifras de sepsis en los hospitales no han disminuido
contundentemente en comparacion con otras enfermedades infecciosas con
programas de prevencion exitosos?*. Junto a estos factores favorecedores de la
complicacion infecciosa, se han identificado predictores de sepsis como: los
niveles de Proteina C reactiva (PCR) = 90 mg/L, hipotension arterial, recaida de
leucemia, recuento plaquetario < 50,000/mm? y quimioterapia < a 7 dias de

iniciada la NF 25, Particularmente el estado de vacunacién incompleto 26 y el uso

15
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de antimicrobianos previo al inicio de la quimioterapia 2’ son factores descritos por
nuestro grupo que se han encontrado asociados al desarrollo de sepsis y de colitis
neutropénica [(OR 10,1; IC95%: 3-36; p < 0,05) y (OR 12,4; IC 95%: 3-51; p:
0,00001), respectivamente].

5.2 Microbiologia de la sepsis y antimicrobianos

El cambio en el patrén epidemioldgico de los microrganismos reportados en la
sepsis del paciente oncolégico ha sido constante; los cocos grampositivos fueron
los principales agentes en la era pre-sulfonamida y Staphylococcus aureus fue el
principal microorganismo aislado de 1950 al963; Escherichia coli y otras
enterobacterias lo fueron posteriormente. En los dltimos doce afios, las especies
gramnegativos han disminuido la frecuencia con la que son aisladas volviendo al
primer lugar los microrganismos grampositivos 282°. Parte de esta Ultima evolucién
se ha explicado por un incremento en el uso de procedimientos invasores que
interrumpen la continuidad de piel y mucosas, por ejemplo catéteres o canulas
endotragueales. A pesar del cambio microbiologico, las bacterias gramnegativas
aun juegan un papel importante en la mortalidad del nifio con enfermedad
oncoldgica, toda vez que un mayor nimero de especies multi-resistentes se han
notificado alrededor del mundo siendo causantes de alta mortalidad. También los
hongos, particularmente las especies de Candida y Aspergillus han ganado

terreno en los Ultimos afios como responsables de infecciones profundas en el

16
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nifio con cancer 3°. Una distribucién porcentual de los aislados en sangre de
sujetos con cancer se muestra en la Figura 1.

Es claro que en los nifios con NF y sepsis, los microrganismos aislados en sangre
provienen principalmente de dos ambientes: el hospitalario, asociado a la
mencionada pérdida de barreras anatémicas y el intestinal, ricamente colonizado
por microbiota entérica 3.. Se han publicado diferentes recomendaciones para el
manejo antimicrobiano del paciente con cancer y NF, en las que se pretende
cubrir, en un inicio, a especies bacterianas productoras de [-lactamasas,
Pseudomonas spp, bacterias anaerobias y especies de grampositivos de origen
intestinal como Enterococcus spp 2.

Paraddjicamente, la indicacion de antimicrobianos, ya sea adecuada o
inadecuada, puede favorecer una disbacteriosis enteral, y tornar al sujeto
altamente susceptible infecciones con patégenos como Clostridium difficile o
Salmonella entérica serovar Typhimurium 33, A modo de ejemplo, en una revision
realizada, se establecié que el uso de piperacilina/tazobactam (41,9%), imipenem
(25,7%), cefepime (17,5%), ciprofloxacina (2,7%) y otros (12,2%) favorecieron la
infeccion por C. difficile 34. El estudio poblacional de la secuenciacion masiva de
ADN vy la creacion de plataformas han revelado la existencia fisiolégica en el tracto
intestinal, de cientos de diferentes filotipos bacterianos, predominando Firmicutes
y Bacteroidetes, asi como pequefias poblaciones de Proteobacterias,

Actinobacterias, Verrucomicrobias y Fusobacterias °.

17
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Como consecuencia del uso de ampicilina, vancomicina, combinaciones de
amoxicilina, metronidazol y bismuto o cefoperazona sola, ciprofloxacina vy
vancomicina, se ha encontrado un incremento en la carga intestinal de 16s ARNr
de Dbacterias de las familias Enterococcaceae, Enterobacteriaceae, Yy
Clostridiaceae y la disminucién de Firmicutes y Bacteroidetes 3. Los cambios en la
composicidon de la microbiota, sobre todo por disminucién de Bifidobacterium spp y
Lactobacillus spp, pudiera, en principio, favorecer el incremento de colonizadores
resistentes en el intestino 7.

5.3 Diagnéstico de sepsis en el nifilo con neutropeniay fiebre por cancer

La presentacion clinica de la sepsis comparte caracteristicas con otras
enfermedades no infecciosas que despiertan respuesta inflamatoria (ejs.:
pancreatitis, quemaduras extensas y hemorragia masiva) *°.

De acuerdo al consenso de SIRS, modificado en 2005, las alteraciones en la
temperatura corporal y en el conteo de leucocitos en sangre son considerados
criterios mayores para el diagndstico; aunado a ello, alteraciones en la frecuencia
cardiaca, en la presion arterial sistdlica, en la frecuencia respiratoria, la presencia
de leucocitos inmaduros en la biometria hemética, y la disminucién en la PCOg,
son los datos menores a considerar. Se evita asi que la percepcion basada en
datos subjetivos, como la coloracién de la piel o la respuesta a estimulos,
considere un estado séptico de origen infeccioso inexistente 3. No obstante, en los

sujetos con NF post quimioterapia, pueden presentarse en su mayoria los criterios

18
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de SIRS por anemia, deshidratacion, hiperhidratacion, falla cardiaca, uso de
ventilador, uso de aminas vasopresoras, de factor estimulante de granulocitos,
mucositis y por los efectos secundarios propios de la quimio o radioterapia.

Por ello, las posibilidades de identificar bacteremia o fungemia se basan
principalmente en los hemocultivos, siendo su principal ventaja conocer al
microrganismo causal y la susceptibilidad antimicrobiana. La positividad del
hemocultivo depende de la oportunidad de su obtencion, del método utilizado
(manual vs automatizado) y del uso previo de antibiéticos a la toma del mismo.
Para este grupo de pacientes, se ha estipulado que existe una mayor eficacia del
cultivo al tomar la muestra de sangre del catéter central que la obtenida por
puncién periférica . Desafortunadamente, en pacientes con NF, el hemocultivo
presenta un numero importante de falsos o genuinos negativos; realizar un
segundo hemocultivo incrementa la identificacion de microorganismos en 10% de
los casos . También, la positividad, puede estar dada por contaminacion.

Estas caracteristicas, favorecen las confusiones y en algunos grupos particulares,
al acufamiento de terminologia que busca justificar el tratamiento anti infeccioso;
como ejemplo el concepto de “sepsis sin microorganismo aislado” utilizado en el
individuo con un alta sospecha de infeccidén sin aislamiento de microrganismos;
donde la decision de interpretar el resultado, de iniciar, continuar o suspender el

tratamiento antimicrobiano se basa en el criterio y la experiencia del médico clinico

12
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Actualmente, la identificacién de ADN bacteriano o micético por medio de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR multiplex) se ha investigado como una opcién
diagndstica en este grupo de pacientes. Su resultado se obtiene dentro de las 24 h
de solicitada, y es capaz de detectar ADN de bacterias grampositivas,
gramnegativas y hongos, incluyendo Aspergillus, microorganismo importante en
las infecciones del nifio inmunosuprimido con cancer. En su contra pesa la baja
disponibilidad de la prueba, el costo y que no permite conocer la susceptibilidad
antimicrobiana in vitro del microorganismo detectado 3°

Alternativamente, se han estudiado biomarcadores (ver grafica 2) para identificar
sepsis o predecir bacteremia, con la ventaja de presentar mejores resultados que
el criterio clinico. Como ejemplo la Interleucina- 5 (IL-5) en concentraciones
séricas > 8 pg / dL presenta sensibilidad (Sn) de 67% y especificidad (Sp) de
96%, mientras que para la Proteina quimiotactica de monocitos (en inglés
monocyte chemotactic protein- MCP-1) > 1650pg/dl se encontr6 Sn de 80% y Sp
de 82% 40, Se ha establecido también que las citocinas que tienen una vida media
prolongada como interleuquina -6 (IL-6) pueden predecir DOM de manera
oportuna; en NF, IL-6 tiene un valor predictor negativo (VPN) alto (89%) durante el
primer dia de fiebre lo que serviria para excluir a la bacteriemia/ sepsis como
causante de las manifestaciones clinicas. Este resultado, segun la recomendacion
de los autores, es altamente significativo desde las 24 h del inicio de la fiebre y en

episodios de mas de tres dias de evolucién (p < 0,05) 4. Otros autores, definen a

20



INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA

IL-6 como el mejor predictor de bacteremia con punto de corte > 42 pg/ml #2. Sin
embargo, IL-6, se eleva en una gran variedad de estados inflamatorios. IL-8 se
comporta en forma similar a IL-6, con un VPN de 82%, para excluir sepsis
asociada a NF 3 y en la discriminacion de episodios de bacteriemia de episodios
sin bacteremia cuando el punto de corte es > 130 pg y en la discriminacion de
episodios de bacteriemia de episodios sin bacteremia cuando el punto de corte es
> 130 pg/mL (S 72%, E 84%). Las concentraciones plasmaticas bajas de IL-8 en
suero, por su parte, se han considerado como un predictor altamente sensible
para pacientes con bajo riesgo de bacteriemia (S 72%, E 84%). Las
concentraciones plasméaticas bajas de IL-8 en suero, por su parte, se han
considerado como un predictor altamente sensible para pacientes con bajo riesgo
de bacteriemia 44. Por otra parte, IL-10 tiene concentraciones plasmaticas altas
dentro de las primeras 24 h de iniciada la fiebre, en bacteriemia por bacilos
gramnegativos (p < 0,001) y por cocaceas grampositivas (p < 0,05) en
comparacion de nifios no bacteremicos 4°

El péptido natriurético cerebral (en inglés brain natriuretic peptide-BNP) puede ser
utilizado como marcador prondstico en nifios con NF que cursan con sepsis, Si se
encuentran niveles de 330,8 £+ 765,3 pg/mL. El principal problema es que, de
acuerdo a sus resultados, BNP se eleva también en sujetos con anemia,
neumonia y tiempo prolongado de estancia hospitalaria con tiempos prolongados

de neutropenia .
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Otras moléculas que han mostrado aumento significativo de sus concentraciones
séricas son CD25 (+), CD127 (-), CD8 (-), CD3 (+), y células T reguladoras. Otras,
como las citocinas intracelulares Th1 (IFNy, IL-2 y FNTa) han mostrado una
disminucién significativa en sangre de pacientes con aislamiento microbioldgico #’.
Los nifios con NF que presentan H-ficolina (activador de la via de la lectina del
complemento) a concentraciones seéricas bajas <14 mg/L presentan un riesgo de

desarrollar bacteriemia de 2,24 [(IC 95% 1,38-3,65) p: 0,004] 48,

Otra opcion se encuentra en los reactantes de fase aguda.. La procalcitonina
(PCT), precursor de la hormona calcitonina sintetizada por las células C tiroideas,
presenta la ventaja de no modificarse con el uso de corticosteroides 4°
ampliamente utilizados como parte de la quimioterapia de pacientes con cancer.
Junto con la proteina C reactiva (PCR), son los principales reactantes de fase
aguda utilizados en nifios con NF para detectar sepsis bacteriana. Existen
revisiones sistematicas que equiparan su utilidad en el diagnéstico de sepsis
bacteriana. PCT es mejor biomarcador para predecir bacteriemia, mientras que
PCR puede ser una mejor prueba en casos de emergencia *° incluso predice la
sepsis que aun no es aparente clinicamente dentro de las primeras 24 h de
hospitalizacion. Ambas, sin embargo, tienen limitantes diagnésticas, toda vez que
pueden elevarse en pacientes que reciben tratamiento inmunomodulador dirigido a
células T, con soporte de granulocitos o con enfermedad injerto contra hospedero.

Particularmente, procalcitonina presenta baja S y E para diagnosticar enfermedad
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micética invasora (aspergilosis) . Finalmente, la velocidad de sedimentacién
globular (VSG) es considerado un mejor predictor que el conteo leucocitario, sin
embargo su positividad en NF no se considera un marcador especifico para el
diagnostico de sepsis, ya que puede modificarse en nifios con anemia, hiper o

deshidrataciéon o acciéon del factor estimulante de neutroéfilos.
5.4 Estrategias para el uso de biomarcadores

En el afio 2011; Kibe et al publicaron una revision que enaltece las propiedades de
PCT en pacientes en estado critico con sepsis; sin embargo dentro de sus
aclaraciones establecen que la revision y sus conclusiones no pueden ser
aplicadas a nifios, a inmunosuprimidos, ni a sujetos con cancer en estadio terminal
52

El reconocer que los biomarcadores son producto de los mecanismos que explican
el dafio organico y celular en el sujeto séptico y que estos en su mayoria pueden
también estar alterados en individuos con cancer, al tener participacion en
mecanismos fisiopatoldgicos de las neoplasias (hipoxia, dafio tisular, inflamacion y
apoptosis) nos obligan a establecer patrones diferenciales entre el sujeto con
cancer séptico del que no lo esta %35*. Pocos son los autores que han ideado
disefios metodologicos que hagan esa diferencia. Shomali et al (2012) establecié
como una estrategia para distinguir la fiebre causada por un proceso infeccioso
sistémico de la fiebre causada por actividad tumoral, el realizar dos mediciones de

PCT, una basal y otra siete dias después, encontrando que en el primer caso, la
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PCT disminuia significativamente, mientras que en los sujetos con fiebre por
actividad tumoral, la PCT se mantuvo e incluso incrementd con respecto a las
concentraciones basales °° las desventajas de esta propuesta son: 1) que la
evaluacion fue realizada en sujetos no-neutropénicos, lo que obligaria a realizar un
estudio similar pero en sujetos con neutropenia y 2) que siete dias después,
cuando puede concluirse el origen de la fiebre; el costo por el uso de
antimicrobianos y de recursos diagnésticos habra sido devengado.

5.5 Diagnostico situacional de Sepsis

Los datos epidemiologicos publicados sobre sepsis en pacientes hemato-
oncoldgicos son escasos; existiendo diferencias importantes en la etiologia y la
resistencia antimicrobiana entre los centros estudiados. Motivo por el cual los
andlisis actualizados locales (hospitalarios, regionales y nacionales) deberian ser
obligatorios para apoyar el tratamiento empirico adecuado 2. Los pacientes con
cancer representan una poblacion altamente heterogénea para los que se utilizan
multiples opciones terapéuticas, por lo que la creacion de un sistema de
identificacion de sepsis Util, presenta desafios significativos derivados de la
complejidad de ambas enfermedades; donde la falta de un fenotipo claro, la
influencia de los efectos de la quimioterapia y la capacidad de los tomadores de
decisiones asi como la poca disponibilidad de marcadores de uso rutinario

complican su diagnéstico ¢
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Considerando que en el nifio con NF el porcentaje de sospecha de sepsis es alto;
los sistemas de vigilancia de infecciones hospitalarias deben establecer y
determinar la concordancia entre los casos notificados y los detectados;
revalorando los esquemas de antimicrobianos y estableciendo la retroalimentacién
del sistema de vigilancia a los tomadores de decisiones. Para tal efecto la
validacion de los casos notificados y de los esquemas antimicrobianos basados en
la microbiologia; son tdpicos pendientes en muchos de los centros que atienden
pacientes gravemente enfermos complicados con sepsis.

5.6 Redefinicion de Prioridades.

Queda claro que cada centro hospitalario debe tomar decisiones a partir de datos
propios. Mientras que la investigacion en la literatura de la epidemiologia de otros
centros e incluso paises, pueden servir como un comparativo en el que se
evidencien diferencias y similitudes. Para tal efecto la capacitacion de los
tomadores de decisiones, debe ir encaminada inicialmente a estandarizar la
estrategia de identificacion que el centro hospitalario utilizara para decidir qué
paciente debe recibir antimicrobianos, estableciendo el arbol de decision para el
cambio o modificacion del esquema. La evaluacidn periddica de la estrategia
permitira disminuir la variabilidad que conlleva tomar decisiones basados en la
experiencia del médico °’. Los biomarcadores particularmente han demostrado
utilidad en diferentes estudios realizados en niflos con cancer, con el

inconveniente que no detecta el microorganismos ni su susceptibilidad; teniendo la
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ventaja que las cifras del biomarcador elegido (por sensibilidad e incluso
disponibilidad hospitalaria) puede ser monitoreado y utilizado como un marcador
de mejoria o fracaso al tratamiento.

Esto implica, que necesariamente deba haber una mejoria en la infraestructura
hospitalaria 8. Muchos paises con pocos recursos, en la actualidad adolecen de
centros hospitalarios, suficientes para una alta densidad poblacional por cada
médico disponible; aunado a ello la pobre disponibilidad de pruebas diagnésticas,
llevan a que no sea factible el reconocimiento y tratamiento temprano de sepsis.
En regiones africanas un ejemplo de la adaptacién del manejo de la enfermedad al
medio, es en sepsis neonatal donde el inicio de antibiéticos pre-hospitalarios, con
seguimiento del paciente en puestos de salud de avanzada ha sido propuesto para
disminuir la mortalidad >° (Figura 3)

5.7 Papel de la Apoptosis en sepsis

La apoptosis juega un papel importante en la patogénesis de la sepsis y en la
DOM resultante ®°, esta puede ser activada y regulada por la via extrinseca
(muerte del receptor), particularmente por la sefalizacion de Fas/FasL jugando un
papel crucial en la resolucién de la respuesta inflamatoria ¢, incluyendo la
producida en sepsis 3.

El receptor de superficie celular denominado Fas (Apo-1 o CD95) es un miembro
de la familia de receptores de tipo TNF, que se expresa en una variedad de

células inmunes y no inmunes. Su activacion induce la muerte celular para limitar
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la expansion de células T posterior a la eliminacion del antigeno e inactiva las
células T auto reactivas periféricas que pudieron haber evadido la seleccion del
timo 62,

Mientras que el ligando de Fas (FasL o CD95L) es una citocina que se une al
receptor de Fas. Se expresa en linfocitos T activados, células NK, neuronas y
astrocitos, limita la respuesta inmune en la inflamacién estimulada por antigeno 3.
Por su parte TNF-a es una citocina derivada de los monocitos/macréfagos que se
ha observado en presencia de endotoxinas (predominantemente lipopolisacarido)
39 y es reconocido como el principal mediador de la respuesta inflamatoria en el
paciente con sepsis 0 con choque séptico % TNF-a es considerada la primer
citocina proinflamatoria que aparece en circulacion en la inflamacién sistémica
aguda, el exceso en su produccion y la interaccidon con sus receptores TNFR1
(CD1200) y TNFR2 (CD120B) tiene efectos bioldgicos que deterioran las
condiciones clinicas sistémicas de los pacientes, en las que se incluyen choque y
muerte %566, En enfermos criticos se ha demostrado apoptosis del tubulo renal €7,
del epitelio intestinal, del bazo y de células mononucleares asociada a sepsis,
mediante la activacidon de la via extrinseca de apoptosis.

Sin embargo la apoptosis regulada por la muerte del receptor (Fas/FasL); también
puede encontrarse alterada en sujetos con leucemia de reciente diagndstico, como
consecuencia del comportamiento biolégico tumoral 8, inclusive se ha utilizado

como un marcador prondéstico para definir sobrevida y a los nifios que tienen
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pocas probabilidades de recaer cuando se demuestra una elevacion significativa
de Fas/FasL al momento del diagnéstico ©°.

Durante el tratamiento quimioterapéutico, la apoptosis de células leucémicas
inducida por drogas es uno de los mecanismos por medio del cual se disminuye la
carga tumoral y se cura la enfermedad, esto depende del medicamento utilizado
por ejemplo la apoptosis inducida por daunorubicina o arabinosido de citocina son
independientes del sistema Fas /FasL 7' mientras que los glucocorticoides
estimulan la apoptosis induciendo la muerte de timocitos inmaduros?2.

Gran parte del mecanismo de accién de los medicamentos de quimioterapia esta
regulado por el papel de sus receptores, que muestran una localizacion
intracelular, estos activan diversos factores de transcripcién que modifican la
expresion de proteinas asociadas con la apoptosis como lo son la molécula Bim, la
granzima A, moléculas proapoptésicas como GPR65/TDAGS8 y otras proteinas
implicadas en la vias intrinseca y extrinseca de la apoptosis 3. Por otra parte las
concentraciones de TNF-a, se encuentran disminuidas en el grupo de sujetos con

quimioterapia en comparacion de los que no la reciben 12,
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6. Objetivos
Objetivo General:
Establecer si existe un patrén diferencial en las concentraciones séricas de TNF-q,
TNFR-1, Fas, Fas-L y en el porcentaje de células mononucleares periféricas en
apoptosis, entre los pacientes neutropenicos con leucemia y sepsis corroborada;
y los pacientes neutropenicos con leucemia sin corroboracién de sepsis.
Objetivos particulares
-Correlacionar las concentraciones séricas de TNF-a, TNFR-1, Fas, Fas-L, y el
porcentaje de células mononucleares periféricas en apoptosis, con la evolucién
clinica de nifios con leucemia con o sin sepsis.
-Determinar si las concentraciones séricas de TNF-a, TNFR-1, Fas, Fas-L ,y el
porcentaje de células mononucleares periféricas en apoptosis son eficaces en
discriminar bacteremia de no bacteremia en nifios con leucemia y sospecha de
sepsis.
-Establecer la variacion de las concentraciones séricas de TNF-a, TNFR-1, Fas,
Fas-L y en el porcentaje de células mononucleares periféricas en apoptosis,
durante la evolucion del individuo leucemia, de acuerdo a 3 etapas: 1) diagndstico,

2) quimioterapia, 3) sospecha de sepsis.
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7. Planteamiento de Hipotesis.
Hipotesis Metodologica: La apoptosis es una via fisiopatolégica comun en la
respuesta al tratamiento contra la leucemia y en la respuesta inflamatoria a un
proceso infeccioso; las concentraciones séricas de TNF-a, TNFR-1, Fas, Fas-L y
el porcentaje de células mononucleares periféricas en apoptosis seran diferentes
en el nifio considerado séptico comparado con el nifio sin sepsis.
Hipotesis nula (Ho):
Las concentraciones séricas de TNF-a, TNFR-1, Fas, Fas-L y el porcentaje de
células mononucleares periféricas en apoptosis, de pacientes con leucemia y
sepsis tendrdn concentraciones iguales a los de pacientes con leucemia, sin
sepsis.
Hipotesis alterna (Ha):
Las concentraciones séricas de TNF-a, TNFR-1, Fas, Fas-L y el porcentaje de
células mononucleares periféricas en apoptosis, en pacientes con leucemia y
sepsis tendran concentraciones diferentes a los de pacientes con leucemia sin

sepsis.
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8. Material y métodos

8.1 Obtencidon de las muestras

Se estudiaron nifios <17 afios con diagnostico de LLA y NF, atendidos en el
servicio de pediatria del Hospital Central Sur de Alta Especialidad de Petroleos
Mexicanos. A través de un catéter central se obtuvo sangre para la realizacién de
un hemocultivo; de una prueba de Light Cycler Septifast® Roche (LCSF), de las
pruebas de ELISA para la deteccidn de las concentraciones séricas de TNF-q,
TNFR-1, Fas/FasL, una biometria hematica y extraccion de mononucleares para
buscar muerte celular temprana mediante la tincion con Anexina V por Citometria

de Flujo.

8.2 Grupos de estudio

De acuerdo a los resultados de laboratorio y a las caracteristicas clinicas, los
sujetos se dividieron en 5 grupos:

1) Pacientes con NF y leucemia de reciente diagndstico previo al inicio de la
quimioterapia.

2) Pacientes con NF y leucemia entre los 5 y 7 dias de iniciada la ventana
esteroidea.

3) Pacientes con leucemia, que presentan NF después de dos semanas de

iniciada la quimioterapia, sin corroboracion microbiolégica de sepsis
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4) Pacientes con leucemia, que presentan NF después de dos semanas de
iniciada la quimioterapia, con corroboracion microbiolégica.

5) Pacientes sépticos sin leucemia considerados controles sépticos.

8.3 Definiciones operativas
8.3.1 Sepsis no corroborada.
Obligadamente:
a) Temperatura mayor o igual a 38 grados en una ocasion, o de 37.5 a 37.9 en
al menos dos ocasiones en 24 horas 0
b) Sin aislamiento microbiano por hemocultivo o LCSF.
8.3.2 Sepsis confirmada. Igual que lo anterior pero con hemocultivo y/o prueba

de LCSF positiva.

8.4 Andlisis de sensibilidad.

Considerando algunas posibilidades de sesgo, debido a que no se tiene la
capacidad de diferenciar el 100% de pacientes con sepsis, una vez que el
estandar de oro tiene una sensibilidad del 60%, buscamos incrementar la
capacidad de identificar el agente bacteriano o micético involucrado con la
realizacion de la prueba de Reaccion en Cadena de la Polimerasa multiplex en

tiempo real (LCSF) que ha demostrado una capacidad de identificacion hasta del
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90%. Para cada sujeto se llené un formato de reporte de caso con informacién
concordante con la establecida por su médico tratante (hematoélogo y/o pediatra)
en los expedientes clinicos electrénicos individuales, considerando particularmente
los datos demogréficos, los datos clinicos y de laboratorio, asi como los
resultados de cultivos de sangre. El incluir nifios <17 afios de edad los hace
elegibles para recibir el mismo tratamiento quimioterapéutico usado

institucionalmente.

8.5Procedimientos
8.5.1 Hemocultivos.
Se utilizé el Sistema automatizado Bact—alert® (Organon Teknika Corp, Dirham,
N: C) hasta obtener resultados positivos 0 negativos a crecimiento microbiano por
espacio de 72 horas. A los cultivos positivos se les realizara tincion de Gram y se
cultivaran en medios agar sangre de carnero al 5%, MacConkey, Sal y manitol,
agar chocolate y agar papa dextrosa y posteriormente se identificaran en el

sistema automatizado microscan® (Organon Teknika Corp, Dirham, N: C).

8.5.2 LightCycler® SeptiFast Test
Permite la deteccién de material genético de 25 microorganismos (bacterias gram
positivas y negativas asi como de hongos), que son causantes de

aproximadamente el 95% de las sepsis en pacientes con leucemia. Se basa en la
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amplificacion de regiones hipervariables del ADN ribosomal, para bacterias (16S) y

para hongos (18S) por tecnologia de PCR en tiempo real.

8.5.3 Determinacién de moléculas de apoptosis. La estimacion de las
concentraciones séricas de TNF-a, TNFR1, Fas y FasL fueron realizadas
mediante prueba de ELISA por duplicado de acuerdo a las instrucciones del
fabricante (Quantikine ® ELISA, R&D Systems).

8.5.4 Determinacién de muerte celular temprana.

Mediante técnica de gradiente se separaron las células mononucleares, y tefiidas
con Anexina V y con e-flour 780 mediante la siguiente modificacion previamente
estandarizada: 1) Se agrego a las células resuspendidas en 100ul de PBS 1ul de
anexina V incubandose durante 15 minutos a temperatura ambiente; 2) se agregé
300 ul de buffer de unién a anexina, 3) se agrego6 5ul de e-flour 780 y se incubd
30 minutos a 2-8 °C, 4), centrifugamos a 2000 rpm x 5 minutos y se agregaron
300 pl de buffer de unién a Anexina y se recentrifugé , 5) finalmente se agregaron
400 pl de paraformalfehido al 2% para preservar hasta su lectura en el citometro

de flujo (una semana).

8.6 Andlisis estadistico
Los resultados se reportaron mediante medias y desviacion estandar de la media.
La comparacion entre grupos se realiz6 mediante la U de Mann Whitney. La
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relacion entre dos variables fue analizada usando correlacion de Spearman. Se

utilizé EPI Info versidon 3.5.3; y SPSS ver 10, para el analisis estadistico.
8.7 Etica

El estudio fue aprobado por el comité de investigacion y de ética del Hospital
Central Sur de Petréleos Mexicanos y los del Instituto Nacional de Salud Publica,

México. Se obtuvo consentimiento informado.
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9. Resultados.
9.1 Caracteristicas generales
Un total de 36 sujetos con leucemia y NF, ademas de 6 sujetos con sepsis sin
leucemia como controles fueron incluidos en el andlisis; de acuerdo a la siguiente
distribucion entre los grupos: Grupo 1= nueve, Grupo 2= siete, Grupo 3= once,
Grupo 4= nueve y Grupo 5= seis sujetos.
Veinte sujetos correspondieron al sexo masculino y 22 al sexo femenino. El
promedio de edad fue de 12.3 afios con un rango entre los 2 y los 17 afios. Todos
presentaron fiebre para ser considerados en la inclusion del estudio.
La evaluacion de érganos afectados establecié que 11 (26.1%) individuos tuvieron
dos 6rganos afectados, quince (34.7%) tuvieron 3 6rganos afectados, y 16 (38.0%)
mas de tres érganos afectados. De acuerdo al érgano dafiado se encontrd que el
higado presentd disfuncion en el 73.8 % de los sujetos; el rifién en el 33.3%, el
pulmén en el 28.5%, sistema nervioso central en el 11.9%, el aparato digestivo
(intestino) en el 71.4%, hematoldgico en el 100%, cardiovascular en el 21.4%. La
sobrevivencia de sujetos se presentd en el 92.9%; debido a que tres (7.1%)
sujetos fallecieron; uno de ellos por perforacion gastrica secundaria a aspergillosis,

y dos mas por leucemia refractaria al manejo (Ver cuadro 1).
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9.2 Concentracion de TNF-a y TNFRI

Concentraciones detectables de TNF-a fueron encontrados en 7 de 9 sujetos del
grupo 1 (77.7%); y en todos los sujetos de los grupos 2, 3,4 y 5. Mientras que
concentraciones detectables para TNFRI fueron encontrados en 8 de 9 sujetos del
grupo |, y en 10 de 11 sujetos del grupo 3; en el resto de los grupos (2,4 y 5) se
detectaron concentraciones en todos los sujetos.

La media en las concentraciones séricas de TNF-a (pg/mL) encontradas por
grupo establecen que en el grupo 4 se encontraron las concentraciones mayores
(35.2), mientras que en el grupo 3 se encontraron las concentraciones séricas mas
bajos (21.5). Comparativamente; el grupo 4 presenta diferencia significativa con
los grupos 1,2 y 3; pero no presenta diferencia con el grupo 5; ambos grupos
considerados sépticos. (Grafica 3A)

Para TNFRI, las concentraciones séricas mas altas fueron los encontrados en el
grupo 4 (4102), y las cifras menores se encontraron en el grupo 1 (1,987). Sin
embargo comparativamente, no se observa diferencia significativa entre los
grupos. (Grafica 3b)

9.3 Concentraciones de Fas y FaS-L

Concentraciones detectables de Fas fueron encontrados en 8 de 9 sujetos del
grupo 1 (77.7%); y en todos los sujetos de los grupos 2,3 ,4 y 5. Mientras que

concentraciones detectables para Fas-L fueron encontrados en 6 de 9 sujetos del
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grupo |, y en 9 de 11 sujetos del grupo 3; en el resto de los grupos (2,4 y 5) se
detectaron concentraciones en todos los sujetos. (Grafica 3c)

La media en las concentraciones séricas de Fas encontradas por grupo
establecen que en el grupo 1 se encontraron los mayores concentraciones (1082.8
pg/ul), mientras que en el grupo 4 se encontraron las concentraciones séricas mas
bajas (1065.6 pg/uL). Al comparar las concentraciones entre grupos, no hubo
diferencia significativa (p>0.05). Para FaS-L, las concentraciones séricas mas
altas fueron los encontradas en el grupo 3 (160), y las cifras menores se
encontraron en el grupo 4 (19.14). Encontrando diferencia significativa (p<0.05)
(Grafica 3D).

9.4 Relacién entre los niveles séricos y las caracteristicas clinicas.

La evaluacion de la posible relacion entre los niveles séricos de las moleculas y la
gravedad del cuadro clinico fueron estudiadas tomando en cuenta los datos
clinicos que frecuentemente se describen en el paciente pediatrico grave; para tal
efecto la hipotension se encontré en los sujetos del grupo 4 y del grupo 5, con
cifras de tension arterial diastdlica de 46 a 49.5 mm/Hg. Los grupos no
considerados sépticos mantuvieron la tension arterial en cifras normales (p<0.05).
En cuanto a las distermias, no hubo diferencia significativa entre los grupos
(p>0.05). La frecuencia cardiaca por su parte se encontrd6 con tendencia a la
taquicardia en los grupos 3,4 y 5 p(>0.05), Esa misma tendencia se presento al

evaluar la frecuencia respiratoria, la cual se mantuvo elevada en los grupos 3,4y 5
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(p>0.05) (ver gréfica 4). La tension arterial disminuye y la frecuencia cardiaca
incrementa con las concentraciones bajas de FasL , y con las concentraciones
elevadas de TNF-alfay TNFR1 (p< 0.05).

9.5 Muerte celular temprana

Una de las maneras de detectar la apoptosis en una fase temprana es comprobar
la localizacibn de la Fosfatidilserina en la membrana plasmatica. La
fosfatidilserina es un tipo de fosfolipido que en células viables se mantiene en la
monocapa interior de la membrana celular. Cuando se empieza a desencadenar el
proceso de la apoptosis, la fosfatidilserina migra a la capa externa de dicha
membrana. Esta localizacién puede ser detectada facilmente ya que la Anexina V
se une especificamente a la fosfatidilserina en una reaccioén dependiente de calcio.
Las moléculas de Anexina V se marcan con diferentes fluoréforos para detectar
apoptosis mediante diversas técnicas como, por ejemplo, citometria de flujo.
Nuestros resultados presentan que en el grupo 1 el porcentaje promedio de
células tefiidas con Anexina V fue de 58.9+12, en el grupo 2 de 94.2+5%, en el
grupo 3 de 43 +8%, en el grupo 4 de 10+7%, y en el grupo 5 de 15+ 9% (ver
figura 2). Lo que indica que en los sujetos sépticos el porcentaje de muerte célular
es bajo en las primeras horas de iniciada la fiebre; a comparacion de resto de

grupos que traduce actividad tumorar o accion de la quimioterapia.
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10. Discusion.

La sepsis es una de las principales causas de muerte en nifios con céncer,
quienes presentan un riesgo > 5 veces de desarrollarla al compararse con sujetos
sin cancer >. El estado de inmunodeficiencia del huésped, debido a la
neutropenia es un factor que favorece el desarrollo de infecciones graves; como
aporte de las observaciones en el grupo de nifios que nosotros estudiamos,
encontramos que las infecciones nosocomiales, estan fuertemente asociadas
ademas, a un esquema de vacunacion incompleto, debido a que en el 44% de los
casos, las inmunizaciones son suspendidas para inciar la quimioterapia (OR 10.1;
IC 95%, 3-36; p<0.05, lo que implica que, también el estado inmunoldgico
humoral contribuye al riesgo de adquirir infecciones nosocomiales?®.

La demora en el inicio de los antimicrobianos puede ser mortal, especialmente en
un proceso infeccioso sistémico; motivo por el cual la fiebre en el nifio con
neutropenia, se trata como una infecciéon 6. Sin embargo, el sobre diagndstico, el
abuso de antimicrobianos y la aparicién de microrganismos multi-resistentes son
temas comunes en estos nifios 7.

Desde el punto de vista bioldgico, se sabe que, el uso de antimicrobianos es un
determinante que favorece la disbiosis y las alteraciones de las vias metabdlicas
intestinales, desafortunadamente no esta claramente definido el criterio para el
uso de agentes antimicrobianos en enfermedades donde la participacion

bacteriana, como en la NF, es una suposicion3l. Esto se ve claramente definido en
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los resultados obtenidos por nuestro grupo, con los que evidenciamos en la corte
de pacientes estudiados, que el uso de antimicrobianos durante mas de 10 dias,
previo a la administracion de quimioterapia, es un factor de riesgo para desarrolar
colitis neutropenica (OR 12.4; IC 95%, 3-51; p=0.00001) Ilo cual se suma a
factores de riesgo previamente evaluados como el uso de doxirrubicina y la
neutropenia grave, lo que establece la importancia de un adecuado uso de los
antimicrobianos en el sujeto con leucemia 2° y fortalece la necesida de contar con
un biomarcador que sea Util en discriminar al nifio leucémico con sepsis, del que
no la padece. En este grupo de pacientes, los valores de los biomarcadores que
buscan discriminar sepsis, pueden estar influenciados por la quimioterapia @ por
la actividad tumoral y por complicaciones ®°.

Buscamos por lo tanto, el patron diferencial de las concentraciones séricas de las
moléculas asociadas a apoptosis, TNF-a/TNFR1, y Fas/FasL; y del porcentaje de
células mononucleares periféricas en apoptosis, para considerarlos como
potenciales biomarcadores. Una vez que el dafio organico y de la DOM
secundaria a la sepsis, la apoptosis juega un papel importante 1,70

La apoptosis en sepsis de nifios con cancer, no se ha estudiado por completo,
pero existen las bases para sugerir que desempefia un papel determinante.
Particularmente la apoptosis que se presenta en células T, células B y células NK
puede contribuir significativamente al riesgo de adquirir infecciones oportunistas

secundarias y a la DOM &0 .

41



INSTITUTO NACIONAL DE SALUD PUBLICA

La via extrinseca de la apoptosis consiste en receptores de muerte
transmembrana que son miembros de la superfamilia de genes de TNF y se
considera una de las mas importantes en sepsis, tanto asi que estan siendo
evaluados como potenciales blancos terapéuticos en el SIRS 8. La sepsis se
caracteriza por dos fases, la fase hiperdinamica en la que incrementa el gasto
cardiaco, la hipoperfusion del tejido y la disminucion de las resistencias vasculares
que es mediada por citocinas proinflamatorias. Y la fase tardia que se presenta
aproximadamente 12 horas después del inéculo bacteriano, que incluye la
disminucion en la funcion cardiaca y de los indices de dafio organico mdaltiple, en
esta fase entre otras cosas el sistema inmunol6gico exhibe una presentacion
antigénica defectuosa y una disregulacién apoptotica, lo que produce perdida en
la funcion linfocitaria 8.

Nuestro estudio mostrd concentraciones séricas bajas de FasL y concentraciones
séricas altas de TNF-a/TNFR1 en nifios sépticos con leucemia y NF; asi como
porcentajes bajos de apoptosis de células mononucleares. Los resultados
obtenidos concuerdan con estudios reportados con anterioridad donde se
observaron concentraciones aumentadas de Fas y concentraciones bajas de
Fas-L séricos en nifios sin cancer con DOM, este patréon aparentemente favorece
la perpetuacién de la inflamacién debido a que producen la inhibicion de la
activacion de las células inmunes 8. Aparentemente Fas no se eleva en sujetos

con leucemias de tipo mieloides, pero se ha encontrado que puede estar elevado
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cuando se complican con un proceso inflamatorio 8 esto incluye a la inflamacién
que se presenta por la accion citotoxica de la quimioterapia o por la actividad
tumoral 6364 y parece estar mas relacionado a la evoluciéon de la enfermedad
leucémica que a la sepsis 8. Este patrén correlaciona con un mayor nimero de
organos disfuncionales y con un cuadro clinico més grave, datos que apoyan los
hallazgos que establecen que la disminucion de Fas-L tiene efectos protectores
en el dafio hepatico, lo cual puede presentarse como parte de los mecanismos del
hospedero para protegerse del evento séptico 8 Por su parte, La producciéon de
TNF-a se ha referido como un elemento central de la patogénesis de numerosas
enfermedades agudas y crénicas, como la sepsis y el cancer®’ la activacion de
TNF/TNFR-1 juega un papel primordial en el detrimento de las condiciones
clinicas de los pacientes, y es una via cuya traduccion supone cambios
hemodindmicos importantes, como la caida de la tensién arterial, la taquicardia y
las alteraciones en la frecuencia respiratoria®® sin embargo estos cambios también
se han demostrado durante el tratamiento quimioterapéutico debido a que el dafio
citotoxico de algunos medicamentos induce la sefializacibn de TNF-a, produce
inflamacion tisular y apoptosis en mucosas, particularmente a nivel intestinal, lo
que promueve la translocacion bacteriana y sepsis 8. TNF-a es considerada la
primer citocina proinflamatoria que aparece en circulacion en la inflamacién
sistémica aguda, describiéndose claramente que el exceso en su produccién y la

interaccién con sus receptores TNFR1 y TNFR2 tiene efectos biolégicos que
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deterioran las condiciones clinicas sistémicas de los pacientes, en las que se
incluyen choque y muerte 9193,

En un alto porcentaje de nifios con neutropenia secundaria al manejo de la
quimioterapia o a la actividad tumoral que presentan fiebre, se inicia un
tratamiento indiscriminado con antibiéticos basado en la presencia de la fiebre,
antes de confirmar la presencia de un microrganismo.

El uso de marcadores biol6gicos ademas de la evaluacion clinica busca aumentar
las posibilidades de un diagndstico preciso y las concentraciones séricas de FasL
y el porcentaje de células apoptéticas parecen ser dos marcadores que puede
discriminar si la causa de la fiebre en el nifio leucémico con neutropenia es
causada por una infeccidbn o como consecuencia de la actividad y/o tratamiento
de la neoplasia. Nuestros resultados sugieren que existe un comportamiento
diferente en el grupo de nifios sépticos si es comparado con el grupo de nifios en
los que no se corrobora el proceso infeccioso. Particularmente encontramos una
diferencia significativa en las cifras de Fas-L y en el porcentaje de muerte celular
temprana en el grupo de sépticos donde se encuentran las cifras mas bajas, asi
como cifras elevadas de TNF-a y TNFR1.

El presente estudio representa un estudio meramente exploratorio, no causal, que
considera la evaluacion de las moléculas estudiadas en una fase temprana (inicio
de la fiebre) para evaluar si existen diferencias entre los nifios con sepsis y los no

sépticos, cuyas principal limitacién es el tamafio de la muestra para cada grupo.
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Los resultados reflejan que las cifras bajas de Fas-L, los porcentajes bajos de
muerte celular temprana y las cifras altas de TNF/TNFR1 correlacionan con el
mayor numero de 6rganos con disfuncion, con un estado hemodinamico inestable,
y con alteracién de los signos vitales; desafortunadamente el uso de pruebas
como el SOFA o APACHE no son aplicables en nifios con cancer; los cultivos
pueden ser poco Utiles y la evolucion es desfavorable a pesar de una cobertura
antimicrobiana amplia; y la disyuntiva entre decidir si la gravedad del paciente se
debe a actividad tumoral o a un proceso infeccioso dificil de evidenciar puede
llevar a evoluciones clinicas fatales; ello se ve reflejado en el caso de una paciente
del sexo femenino con aplasia medular secundaria al tratamiento con
quimioterapia por leucemia, que fallecié por perforacion gastrica secundaria a
aspergillosis; su evolucién no fue adecuada y que publicacos por lo poco comun
de la complicacién en este tipo de pacientes®*, como agregado (ain no teniamos
el andlisis de las moléculas estudiadas al momento de la publicacion) presenté las
concentraciones séricas mas altas de los 36 sujetos estudiados de Fas-L (131.88
pg/ml), Fas (1049.52 pg/ml) y TNFR-1 (7102.11 pg/ml), asi como muerte celular
temprana de 93.9%. Asi, la paciente cursaba con un alto porcentaje de apoptosis
y concentraciones elevadas de los receptores estudiados, lo cual concuerda con la
literatura donde se ha reportado que en sujetos con alto riesgo de muerte el grado

de apoptosis es elevado. En su momento, el estudio de estos biomarcadores
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desde el punto de vista prondstico puede ser una de las lineas que pueden
proponerse.

Nuestros resultados favorecen la realizacion de nuevos estudios, en los que se
defina la eficacia diagnéstica del patron diferencial encontrado, el potencial
prondstico y su impacto en variables como el costo-beneficio, el uso adecuado de
antimicrobianos, asi como la comparacion de las moléculas que se asocian a
apoptosis vs marcadores diagndsticos habituales, son estudios que ayudarian a la
comprension del fenbmeno séptico en el nifio con leucemia y su adecuado

manejo.
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Figura 1. Porcentaje de Microrganismos aislados en sangre de nifios con
neutropeniay fiebre afios 2000 a 2012

S marcensens = Serratia marcensens, C= Citrobacter, S maltophylia=
Strenotrophomonas maltophylia, SBH= Streptococcus beta hemolitico, Spn=
Streptococcus pneumoniae, P= Pseudomonas, E coli= Escherichia coli, Sp= Especies, S
aureus= Staphylococcus aureus, CNS= Staphylococcus coagulasa negativa (Adaptada
de Referencias 13 y14)
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120

Figura 2. Eficacia de los Biomarcadores reportados en la literatura médica para
discriminar sepsis o bacteremia en nifios con Neutropeniay fiebre por Cancer

Sen= Sensibilidad, Esp= Especificidad, RVP= Razon de verosimilitud positiva, RVN=
Razén de Verosimilitud negativa, PCR multiplex (Reaccion en cadena de la polimerasa),
IL (Interleucina), MCP-1 (Proteina quimiotactica de monocitos), PCT (procalcitonina), PCR
(Proteina C Reactiva), Hb (Hemoglobina), LLA (Leucemia linfoblastica aguda),
BIRCP=Perfil de citocinas relacionado a infeccion bacteriana.

Datos obtenidos de la busqueda de articulos publicados en la base Pubmed,
utilizando las palabras clave “biomarker, sepsis, neutropenic fever, children,
bacteremia” La sensibilidad y especificidad de marcadores con mas de dos
referencias se muestran como promedio de los valores encontrados en ellos. La
mejor sensibilidad es encontrada con la cuantificacion de IL-6, seguida por IL-10.
Mientras que la mejor especificad se encuentra al cuantificar IL-5, y con la
combinacion de PCR, IL-8 y MCP-1.
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Figura 3. La disminucion de la mortalidad en el sujeto con cancer complicado con
sepsis, requiere de una serie de politicas basadas en procesos que busquen
aclarar muchas de las dudas que los médicos de las diferentes instituciones y de
los diferentes niveles de atencidn tienen para una mejora en la atencion y que
puede basarse en los siguientes puntos: 1) Actualizar la epidemiologia
institucional. Considerando microorganismos reemergentes. 2) Validar criterios
diagnoésticos clinimetricos y de biomarcadores. 3) Investigar resistencia
antimicrobiana y adaptar esquemas de manejo. 4) Validar modelos de seguimiento
con reactantes de fase aguda. 5) Uso de biologia molecular para el diagndstico de
sepsis como apoyo al cultivo. 6) Formar grupos de investigacion que impulsen la
calidad de la investigacién generada. 7) Facilitar herramientas metodoldgicas y
técnicas que permitan disminuir desventajas entre instituciones y centros de
atencion médica, mediante la creacion de centros de diagndéstico que atienda una
region y no solo una instituciéon. 8) Fomentar la integracién de grupos de trabajo,
con el compromiso de difundir el conocimiento generado. 9) Evaluar
periodicamente el impacto de las estrategias, modificando de acuerdo a
resultados.
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Cuadro 1 Caracteristicas generales de los sujetos incluidos por grupo de estudio

Variable Grupol Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 (n=6)
(n=9) (n=7) (n=11) (n=9)
Edad (media+ DE) 8.6+2.2 11.1+3 9.0+ 6 10.2+ 3.5 5.4+ 4
Sexo
Masculino 4(44.4%) 4(57.1%) 4 (27.2%) 5(55.5%) 3 (50%)
Femenino 5(55.5%) 3(42.8%) 7 (63.3%) 4(44.4%) 3 (50%)
Peso 41.3 50.7 31.4 45.6 10.2
Talla 140 146 124 127 75
IMC 20.3 21.8 17.2 22.7 15.6
Ndmero de 6rganos
afectados
2 4(44.4%) 3(42.8%) 2(18.18%) 0(0%) 2(3.3%)
3 2(22.2% 2(28.5%) 3(27.2%) 4(44.4%) 4(66.6%)
>3 3(33.3%) 2(28.5%) 6(54.5%) 5(55.5%) 0(0%)
Organo afectado
Higado (31) 2(22.9%) 3(42.8%) 11(100%) 9(100%) 6(100%)
Rifién (14) 2(22.9%) 0(0%) 5(45.4%) 6(66.6%) 1(16.6%)
Pulmén (11) 2(22.9%) 1(14.2%) 1(9.09%) 4(44.4%) 3(50%)
SNC (5) 0(0%) 0(0%) 5(45.4%) 0(0%) 0(0%)
Digestivo (30) 2(22.2%) 7(100%) 6 (54.5%) 9(100%) 4(66.6%)
Hematolégico(42) 9(100%) 7(100%) 11(100%) 9(100%) 6(100%)
Cardiovascular(9) 0(0%) 0(0%) 1(9.09%) 5(55.5%) 3(50%)
Microrganismos 0 0 0 9 6
aislados
Hemocultivo 0 0 0 3 6
Septifast 0 0 0 6 0
P aeruginosa 0 0 0 0 0
K oxytoca 0 0 0 1 0
SCN 0 0 0 0 1
Enterococcus sp 0 0 0 1 1
Aspergillus sp 0 0 0 1 0
E coli 0 0 0 1 1
S aureus 0 0 0 1 1
Salmonella typhi 0 0 0 1 1
S pneumoniae 0 0 0 0 1
Candida krusei 0 0 0 3 0
TNF-alfa 22.3(1.72) 23.2(4.0) 21.5(5.2) 35.2(7.6) 25.0(3.6)
TNFRI 1987 (687.1) | 2737(1468.3) | 3120(1682) | 4102(2440) 3623(1366)
FasL 91.6(71.4) 125(24.3) 160 (126) 19.4(7.3) 236(112)
Fas 1082.8(23.4) | 1063(27.5) 1068(15.8) 1059(18.5) 1065(30.9)
Dias de estancia 31 32 10 40 18
Muertes 0 0 2 1 0

DE= Desviacion estandar, IMC= Indice de masa corporal, SNC=Sistema nervioso central,
SCN= Staphylococcus Coagulasa Negativa,
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Figura 4. Comparativo en las concentraciones séricas de TNF, TNFR1, Fas y FasL en los
diferentes grupos de estudio Grupo 1= Diagnostico reciente de leucemia, Grupo 2= Cinco dias
despues del inicio de esteroide (quimioterapia), Grupo 3= Neutropenia y fiebre sin corroboracion
de infeccion, Grupo 4= Neutropenia y fiebre con sepsis corroborada, Grupo 5= Control séptico.

las concentraciones séricas de TNF (A) y TNFR-1 (B) son mayores en el grupo 4, pero solo TNF
muestra diferencia significativa (p<0.05). Mientras que las concentraciones séricas de Fas (C) son
similares entre grupos grupos (p>0.05), y FasL (D), muestra concentraciones bajas en el grupo 4
(D) (p<0.05).
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Figura 5. Comparativo de los signos vitales entre grupos de estudio Se observa que las
cifras de tension arterial dist6lica son méas bajas en el grupo 4 (p<0.05) y similares en e
grupo 5 (p>0.05). No hubo diferencia en las cifras de fiebre (p>0.05).
La frecuencia respiratoria y la frecuencia cardiaca son mayores en el grupo 4, pero solo

hay diferencia en la frecuencia cardiaca (p<0.05)
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Figura 6. Porcentaje de muerte celular temprana en celulas mononucleares de
nifios con leucemia, neutropenia y fiebre de acuerdo a los grupos de estudioSe
observa que el grupo 2, presenta los porcentajes de apoptosis mayores
(estudiada con anexina V); Las cifras de apoptosis son similares entre los grupos
de sepsis (leucémicos y no leucémicos). A= Diagndstico reciente de leucemia, B=
Cinco dias despues del inicio de esteroide (quimioterapia), C= Neutropenia y

fiebre sin corroboracion de infeccion, D= Neutropenia y fiebre con sepsis
corroborada.
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