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Resumen

Introduccion. Un adecuado funcionamiento del sistema
inmune es fundamental en la respuesta del paciente
frente a infecciones y procesos inflamatorios.

Objetivos. Evaluar la expresion de los marcadores HLA-
DR en monocitos (M) y CD64 en neutrdfilos (N), y
niveles de linfocitos T reguladores (Tregs), en la
evoluciéon de pacientes internados en la Unidad de
Terapia Intensiva Pediatrica.

Materiales y métodos. Estudio exploratorio, de cohorte.
Se incluyeron pacientes = 1 afio con 48 h de internacion
entre abril/21- marzo/22, clasificados segun motivo de
admision: infeccioso (A) o no infeccioso (B), y tiempo de
permanencia en dias (t) < 14 o = 14. La
inmunofenotipificacion se realizé entre el dia 2-5. El
andlisis estadistico se efectu6 con GraphPad Prism
version 8.0.

Resultados. Se estudiaron 35 pacientes, 16 del grupo A
y 19 del B. Se encontraron niveles disminuidos de HLA-
DR M de pacientes del grupo A con t = 14 con respecto
at<14 (284 + 12 % vs 51,3 £+ 19 %, p < 0,05). La
expresion de CD64 N no presenté diferencias
significativas entre grupos, observandose disminucion
en casi el 50 % de los pacientes. Los niveles de
Linfocitos Tregs no presentaron diferencias entre ambos
grupos si bien se encontraron aumentados con respecto
al valor de referencia.

Conclusién. Los marcadores ensayados permitieron una
evaluaciéon parcial de la respuesta inmunitaria. Mayor
expresion de HLA-DR M seria reflejo de una activacion
inmune mas eficaz, mientras que el aumento de
linfocitos Tregs no implicé disminucion en la capacidad
de respuesta inmune.
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Introduccion

El sistema inmune desempefa un rol central
en la evolucion de los pacientes criticos,
tanto en la defensa frente a infecciones

como en la regulacion de la respuesta
inflamatoria. En este contexto, diversas
subpoblaciones leucocitarias  participan

activamente mediante funciones efectoras y
reguladoras que pueden influir en el
prondstico clinico'.

Entre ellas, los monocitos cumplen un papel
clave en la presentacidon antigénica y en la
modulacién de la respuesta inmune. La
disminucién de la expresion de HLA-DR en
estos leucocitos ha sido descrita como un
marcador de anergia del sistema inmune y
se ha asociado con sepsis, infecciones
nosocomiales y mayor mortalidad. Por su
parte, los neutroéfilos, fundamentales en la
inmunidad innata, presentan un aumento
en la expresion de CD64 en situaciones de
activacion inflamatoria, lo cual ha sido
relacionado con procesos infecciosos.
Asimismo, linfocitosTregs participan en el
control de la respuesta inmune inadecuada
o exacerbada, y su incremento se ha
vinculado con un mayor riesgo de
infecciones secundarias o neoplasias'.

En los Ultimos anos, ha crecido el interés por
identificar biomarcadores inmunolégicos
que permitan predecir la evolucion de
pacientes criticos. Estudios como los
protocolos INFECT y REALISM han explorado
combinaciones de marcadores
inmunolégicos en este sentido?4  Sin
embargo, los resultados han sido
heterogéneos y los estudios en poblacién
pediatrica contindan siendo limitados®”.
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En este marco, el presente estudio se
propuso evaluar la expresion de HLA-DR en
monocitos, CD64 en neutrdfilos y los niveles
de linfocitos Tregs en pacientes internados
en la Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica
(UTIP) del Hospital General de Ninos Pedro
de Elizalde (HGNPE), con el objetivo de
explorar su asociacidn con la evoluciéon
clinica.

Materiales y métodos

Diseno: Estudio descriptivo analitico
exploratorio de cohorte prospectiva.
Poblacién

Se incluyeron pacientes pediatricos

admitidos en la UTIP entre el 1 de abril de
2021 y el 26 de febrero de 2022, que
cumplieron con los siguientes criterios de
inclusion: edad: mayor a 1 afo y una estancia
minima de 48 horas en la UTIP.

Se excluyeron aquellos pacientes que
recibian tratamiento inmunosupresor o
inmunomodulador (excepto corticoides), o
factores estimulantes de colonias en los tres
meses previos, asi como aquellos con
diagnoéstico de inmunodeficiencia o errores
innatos de la inmunidad. También se
excluyeron los pacientes admitidos con
diagndéstico de shock séptico.

Adicionalmente, se excluyeron del analisis las
muestras no aptas para el estudio
inmunoldégico, como aquellas con errores en
la etapa preanalitica (por ejemplo, muestras
coaguladas) o en las que no se obtuvieron
resultados confiables para las poblaciones
celulares evaluadas.

Procedimiento

En los pacientes que cumplieron los criterios
de inclusién se obtuvo una muestra de
sangre periférica (< 0,5 mL) en tubos con
anticoagulante EDTA, entre el dia 2 y 5 desde
la admisiéon a la UTIP.

Las muestras fueron procesadas en el
laboratorio de Inmunologia del HGNPE
siguiendo el procedimiento estandar.
Inicialmente, se incubaron 100 pyL de sangre
entera con anticuerpos monoclonales
durante 20 minutos a temperatura ambiente
y en oscuridad. Posteriormente, se realizod la
lisis de eritrocitos con una solucién de
cloruro de amonio (NH4Cl) durante 15
minutos en las mismas condiciones.

Para la inmunofenotipificacion de monocitos
y neutrdfilos se emplearon paneles de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra
CD14, CD64, CD45, CDl6, CD10, CD4, CD19 y
HLA-DR, conjugados con distintos
fluorocromos. Para la identificacion de
linfocitos Tregs se utilizaron anticuerpos
contra CD3, CD4, CD25, CD127 y CD45.

La adquisicidon se realizd en un citémetro
CytoFLEX (Beckman Coulter) utilizando el
software CytExpert. Se registraron al menos
5000 eventos en el gate de monocitos y 500
eventos en el gate de linfocitos Tregs,
definidos seguUn sus caracteristicas de
dispersion y expresion de marcadores.

El andlisis se llevé a cabo con el software
Kaluza 21 (Beckman Coulter). La expresion
de HLA-DR se evaludb en monocitos
utilizando linfocitos B como control interno
positivo, mientras que la expresion de CDo64
se analizd en neutrdéfilos, tomando a los
linfocitos como control interno negativo. Los
linfocitos Tregs se definieron como células
CD4+ con alta expresion de CD25 y baja o
negativa de CD127.

Los valores de referencia para HLA-DR y
CD64 se obtuvieron de la literatura, mientras
gue los correspondientes a linfocitos Tregs
provinieron de estudios previos realizados en
el laboratorio®1°,



Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se efectuaron
utilizando el software GraphPad Prism
version 8.0. Las variables continuas se
describieron como mediana y rango
intercuartilico, dado que no presentaron
distribuciéon normal.

Los pacientes fueron clasificados segun la
duracién de la internacién en la UTIP en dos
grupos: menor a 14 dias y mayor o igual a 14
dias. Asimismo, se considerd la presencia o
ausencia de identificaciéon microbiolégica del
germen.

Para la comparacién de las variables
continuas entre grupos independientes se
utilizé la prueba de Mann-Whitney. Las
variables categdricas se expresaron como
frecuencias y porcentajes y se compararon
mediante la prueba de chi-cuadrado o test
exacto de Fisher, segun correspondiera.

Se considerdé estadisticamente significativo
un valor de p < 0,05.

Aspectos éticos

Se solicito el consentimiento y/o
asentimiento informado segun
correspondia. Protocolo aprobado por el

Comité de Etica en Investigaciéon del HGNPE.

Resultados

Durante el periodo de estudio se incluyeron
35 pacientes admitidos en la UTIP, con
edades entre 1 y 17 anos; 14 varones y 21
mujeres. Los pacientes fueron clasificados
segun la etiologia del cuadro clinico en:
infeccioso (n = 16; 45,7 %) y no infeccioso (n =
19; 54,3 %).

A su vez, se estratificaron segun la evoluciéon
clinica en funcién de la duracion de la
internacién: menor a 14 dias y mayor o igual
a 14 dias. En el grupo infeccioso, 11 pacientes
presentaron una internacién menor a 14 dias
y 5, mayor o igual a 14 dias. En el grupo no
infeccioso, 14 pacientes permanecieron
menos 14 dias y 5, 14 dias o mas.

Las caracteristicas de los pacientes con
procesos infecciosos se detallan en la Tabla 1
en donde el 69 % tenia una edad menor 10
aflos y en su mayoria cursaban infecciones
virales, mientras que los diagndsticos del
grupo no infeccioso se resumen en la Tabla
2.

Caracteristicas clinicas de pacientes con
procesos infecciosos internados en la UTIP

Paciente Edad (afios) Tiempo en UTIP Germen aislado

1 1 >14 dias VSR

2 1 >14 dias VSR

3 13 >14 dias SARS-CoV 2

4 6 > 14 dias Rinovirus, enterovirus

5 1 >14 dias Moraxella, estreptococo

6 2 <14 dias VSR

7 7 <14 dias SARS-CoV 2

8 n <14 dias Staphylococcus aureus

9 4 <14 dias Rinovirus, estreptococo

10 1 <14 dfas VSR, influenza

n 1 <14 dias VSR

12 13 <14 dias Rinovirus, enterovirus, parainfluenza
13 3 <14 dias Rinovirus, adenovirus, enterovirus
14 3 <14 dias Rinovirus, enterovirus

15 10 <14 dias Burkholderia cepacia, SAMS

16 12 <14 dias Estreptococo - (Herida quirdrgica)

VSR: Virus sincicial respiratorio; SARS-CoV 2: Sindrome agudo respiratorio grave
por Coronavirus 2; SAMS: Staphylococcus aureus sensible a meticilina

Cuadros no infecciosos de pacientes
internados en UTIP

Crisis asmatica grave
Shock hipovolémico

Motivo de internacién en UTIP Pacientes
Control postquirdrgico 6
Traumatismos graves 4
Sindromes neurolégicos 5
Enfermedad del parénquima renal 2

1
1

Expresion de HLA-DR en monocitos

En el grupo de pacientes con patologia
infecciosa, aquellos con internacion de 14
dias o mas presentaron una menor
expresion de HLA-DR en monocitos en
comparacion con aquellos con internacién
de menos 14 dias (28,4 +12 % vs 51,3 + 19 %; p
<0,05).

En contraste, en el grupo no infeccioso no se
observaron diferencias significativas en la
expresion de HLA-DR entre pacientes con
internacion prolongada y aquellos con
menor duracién (44,2 +11 % vs 48,2 £ 9,9 %).

Se destaca que los valores obtenidos en los 4
grupos de pacientes resultaron menores al
valor tomado como referencia (85 %)



Los valores individuales se muestran en la
Figura 1.

Expresion del marcador HLA-DR sobre
monocitos de pacientes con y sin cuadros infecciosos
internados en la UTIP
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Dias de internacién

Expresion de CD64 en neutréfilos

No se observaron diferencias significativas
en la expresion de CD64 en neutrdfilos entre
los grupos definidos por etiologia ni por
duracién de la internacién (Tabla 3). En casi
el 50 % de los pacientes se observaron
valores  francamente  disminuidos de
expresion del CD64 (Figura 2).

Valores medios de expresion porcentual
de CD64 sobre neutréfilos en ambos grupos de
pacientes evaluados

Niveles
Tiempo en UTIP porcentuales de
Pacientes (n: pacientes) CD64 sobre

neutréfilos (X = DS)

Grupo A (infectados) n: 16 >14 dias (n: 5) 65,8 + 29,4
<14 dias (n: 1) 71,9 £ 26,2
Grupo B (no infectados) n: 19 >14 dias (n: 5) 88,2+139
<14 dias (n: 14) 64,9 + 26,3

Distribuciéon de la expresiéon porcentual
de CD64 sobre neutréfilos en cada uno de los
pacientes internados en la UTIP, con y sin procesos
infecciosos
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Linfocitos T reguladores (Tregs)
Los niveles de linfocitos Tregs
(CD4+CD25++CD127+/-) no mostraron
diferencias significativas entre los grupos
analizados segun etiologia ni duraciéon de la
internacién (Tabla 4). Sin embargo, dichos
valores porcentuales estuvieron
incrementados significativamente con
respecto al valor de referencia, 6,3 + 12 %,
para esta subpoblacion de linfocitos TCD4+
(Figura 3).

Niveles porcentuales de células T
ambos grupos de pacientes

evaluados
Niveles
n tuales d
Tiempo en UTIP p°r°e_|'_1r :;ses <
Pacientes (n: pacientes) CD4+CD25++CDI127
+/- (X£DS)

Grupo A (infectados) n: 16 >14 dias (n: 5) 9,7+26

<14 dias (n: 1) 96 +39
Grupo B (no infectados) n: 19  >14 dias (n: 5) 9,1+1,87

<14 dias (n: 14) 8,8 +3]1

Distribucién de los niveles de linfocitos T
CD4+CD25++CD127+/- en los grupos evaluados
comparados con el valor de referencia
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Discusion

En este estudio, la marcada disminucion de
la expresion de HLA-DR en monocitos se
asocio con una evolucion clinica
desfavorable —definida como una estancia
de 14 o mas dias en la UTIP— en pacientes
con patologia infecciosa. Hallazgo que no se
observé en aquellos con etiologia no
infecciosa. Se destaca que en todos los
grupos los valores de expresiéon de HLA-DR
fueron inferiores al valor de referencia.



La reduccion de HLA-DR ha sido descripta
como un marcador de inmunosupresion o
“inmunoparalisis” en pacientes criticos,
particularmente en sepsis, y se ha asociado
con mayor riesgo de infecciones secundarias
y mortalidad"™2. Nuestros resultados son
concordantes con estos antecedentes y
sugieren que este fendmeno también podria
tener relevancia en poblacién pediatrica.

En relacién con la expresiéon de CD64 en
neutrdéfilos, no se observaron diferencias
significativas entre los grupos, aunque una
proporcidn considerable de pacientes
presentd valores disminuidos respecto a los
niveles de referencia. Este comportamiento
variable ha sido previamente descripto y
podria depender del momento evolutivo del
proceso infeccioso®.

Por otra parte, los niveles de linfocitos Tregs
se encontraron aumentados en todos los
grupos evaluados, sin asociacidn con la
evolucion clinica. Este hallazgo podria
reflejar un  mecanismo compensador
orientado a limitar la respuesta inflamatoria,
aunque un aumento sostenido podria
contribuir a un estado de inmunosupresion
relativa'.

A pesar de las alteraciones inmunoldgicas
observadas, la mayoria de los pacientes
presentd una evolucion favorable, lo que
refleja la complejidad y redundancia del
sistema inmune, en un contexto de
“inmadurez” y desarrollo de este sistema en
poblacién pediatrica; asi como el equilibrio
entre respuesta inflamatoria y mecanismos
reguladores. En este sentido, la activacion
desregulada de neutrdfilos ha sido implicada
en el dano tisular, especialmente a nivel
pulmonar?®.

Entre las limitaciones del estudio se
destacan el tamano muestral reducido y la
heterogeneidad de los cuadros clinicos, asi
como el uso de la duracién de la internacidon
como indicador de evolucién clinica,
potencialmente influenciado por factores no
inmunoldgicos.

En conclusion, la disminucién de Ila
expresion de HLA-DR en monocitos podria
constituir un marcador de evolucidn
desfavorable en pacientes pediatricos
criticos con patologia infecciosa, mientras
gue el aumento en el ndmero de linfocitos
Tregs podria exponer la necesidad de
establecer valores de referencia particulares
para la poblacion internada en UTIP, lo que
amerita su evaluacion en estudios futuros
con mayor tamafio muestral.
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	Las características de los pacientes con procesos infecciosos se detallan en la Tabla 1 en donde el 69 % tenía una edad menor 10 años y en su mayoría cursaban infecciones virales, mientras que los diagnósticos del grupo no infeccioso se resumen en la Tabla 2.
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