UNB

Universitat Autonoma de Barcelona

Evaluacion de la fraccion de plaquetas inmaduras y
de otros biomarcadores asociados a complicaciones
inflamatorias en el postoperatorio de cirugia cardiaca

Claudia Imperiali Rosario

ADVERTIMENT. L’accés als continguts d’aquesta tesi queda condicionat a I'acceptacié de les condicions d’Us
establertes per la seglent lliceéncia Creative Commons: http://cat.creativecommons.org/?page_id=184

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis queda condicionado a la aceptacion de las condiciones de uso
establecidas por la siguiente licencia Creative Commons: http://es.creativecommons.org/blog/licencias/

WARNING. The access to the contents of this doctoral thesis it is limited to the acceptance of the use conditions set

by the following Creative Commons license: https://creativecommons.org/licenses/?lang=en




UNB

Universitat Autonoma
de Barcelona

Evaluacion de la fraccion de plaquetas inmaduras y
de otros biomarcadores asociados a complicaciones
inflamatorias en el postoperatorio de cirugia cardiaca

TESIS DOCTORAL

Claudia Imperiali Rosario

Septiembre 2020

||||| Bellvitge

Hospital Umversr[an

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona



Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona



UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA

Departament de bioquimica 1 biologia molecular. Programa de doctorat en

bioquimica, biologia molecular 1 biomedicina

Evaluacion de la fraccion de plaquetas inmaduras y de otros
biomarcadores asociados a complicaciones inflamatorias en el
postoperatorio de cirugia cardiaca

Tesis doctoral presentada por Claudia Imperiali Rosario para optar al grade

de doctora en Bioquimica, Biologia Molecular y Biomedicina

LL.a doctoranda:

Claudia Imperiali Rosario

Los directores:
Juan Carlos Lopez Delgado
Lourdes Sanchez Navarro

Macarena Dastis Arias

La tutora:

Francesca Canalias Reverter

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona



Evaluacion de la fraccion de plaquetas inmaduras y de
biomarcadores asociados a complicaciones inflamatorias en el
postoperatorio de cirugia cardiaca

Claudia Imperiali Rosario

Tesis doctoral, Universitat Autonoma de Barcelona

Septiembre 2020

Esta tesis esta bajo una licencia de Reconocimiento-NoComercial 4.0 Internacional

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona



A mis padres,
a mi hermano,
a Imanol,

a Heura

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona



Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona



Agradecimientos

En primer lugar quiero agradecer a los directores de esta tesis: Dr. Juan Carlos Lopez,
Dra. Lourdes Sanchez y Dra. Macarena Dastis. Gracias por guiarme durante estos
cinco anos y, sobre todo, gracias por la confianza que habéis depositado en mi que ha

sido el motor para llegar hasta este lugar.

Gracias a la tutora, Dra. Francesca Canalias, por haber aceptado esta tutoria, por su

accesibilidad y por su gran ayuda con todos los tramites.

Gracias a los compaifieros del laboratorio del Hospital Universitari de Bellvitge por
haberme ensefado tanto durante los cuatro anos de residencia. Quiero agradecer,
especialmente, a la Dra. Dolors Dot por su gran apoyo durante todos estos afios y por
confiar en mi para seguir formando parte de su equipo. Gracias a los compaiieros de
residencia por todos los momentos divertidos que compartimos en esa etapa: Ariadna,

Chema, Cristina y Barbara.

Gracias a los miembros de la comision de seguimiento, Dra. Ariadna Padr6, Dr.
Francisco Rodriguez y Dr. Josep Lluis Ventura por haberme brindado todo su

conocimiento para poder llevar a cabo con éxito este proyecto.

Gracias a los compaiieros del Laboratorio y colegas del Hospital de Viladecans por su
gran acogida, por hacer amenas las horas de trabajo y por demostrarme cada dia que

esta es mi verdadera vocacion.

Gracias a la Sociedad Espaniola de Medicina de Laboratorio por haberme otorgado la

beca postresidencia que me permiti6é avanzar en este proyecto.

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona I



Gracias a los amigos que han estado ahi para apoyarme y distraecrme cuando lo

necesitaba.

Gracias a mi familia, que son incansables, perseverantes y por enseharme que todo se

consigue con esfuerzo.

Por dltimo, gracias a Imanol, por sus correcciones, traducciones, por escucharme
durante horas ensayar presentaciones. Estoy segura que después de estos cinco anos ya

te podrias sacar un segundo doctorado.

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona I



“Lo que uno quiere de verdad, es lo que esta hecho para uno; entonces hay que

2»

tomarlo, o intentar: En eso se te puede ir la vida, pero es una vida mucho mejor...

Mario Benedetti
1920-2009

Montevideo-Uruguay

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona III



Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona

v



Abreviaturas

CCA: cirugia cardiaca

CEC: circulacion extracorpérea

UCI: unidad de cuidados intensivos

SIRS: sindrome de respuesta inflamatoria sistémica

MACE: eventos cardiovasculares adversos mayores

APACHE II: Acute Physiology and Chronic Health disease Classification System II
SAPS: Simplified Acute Physiology Score

SOFA: Sequential Organ Failure Assessment

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

IL-10: interleucina-10

IL-6: interleucina-6

ELISA: enzimoinmunoanalisis

PCT: procalcitonina

TRACE: time-resolved amplified cryptate emission
PCR: proteina C reactiva

RNA: acido ribonucleico

IPF: fracciéon de plaquetas inmaduras

RI: respuesta inflamatoria clinicamente significativa o exacerbada
AIPF: delta de la fraccion de plaquetas inmaduras
pp: puntos porcentuales

OR: odds ratio

VRC: valor de referencia del cambio
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AUC: area bajo la curva
Tn'T-hs: troponina T ultrasensible
ATn'T-hs: delta de troponina T ultrasensible

APCT: delta de procalcitonina
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Nomenclatura de las propiedades biologicas

A continuaciéon se describen las propiedades biologicas evaluadas en esta tesis doctoral

atendiendo a la descripcion de la International Union of Pure and Applied Chemustry (IUPAC).

Descripcion Unidades Abreviatura
Plaq (San)—Plaquetas inmaduras; frntm. % IPF
Pla—-Procalcitonina; c.sust. pg/L PCT
Pla—Proteina C reactiva; c.masa(CRM 470) mg/L PCR
Pla—Troponina T; c.masa ng/L Tn'T-hs
Pla—Interleucina-6; c.masa pg/mL IL-6

Abreviaturas: Plaq, plaquetas; San, sangre; Pla, plasma; frntim., fraccion de ntmero; c.sust.,

concentracion de sustancia; c.masa, concentraciéon de masa.
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1. RESUMEN
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1.1. Resumen en castellano

Gracias a los avances en la disciplina y debido a los cambios en el estilo de vida de la
poblacién, el nimero de cirugias cardiacas ha ido incrementando con el tiempo. Dadas las
caracteristicas propias de la cirugia y de los pacientes cada vez mas longevos y con mayores
comorbilidades que se someten a ellas, existe un riesgo importante de aparicion de

complicaciones postoperatorias que pueden llegar a comprometer el éxito de la intervencion.

La complejidad de la propia cirugia y de los procedimientos de los que de ella derivan, dan
lugar a una respuesta inflamatoria reactiva, que en ciertos casos, puede verse exacerbada y

originar complicaciones mayores.

Diferenciar entre una respuesta inflamatoria que sucede de forma fisiologica al trauma
quirurgico y una respuesta exacerbada, que puede comportar efectos perjudiciales para el
paciente, supone un desafio para los clinicos, teniendo en cuenta las herramientas actuales
disponibles. El estudio de nuevos biomarcadores implicados en la fisiopatologia de la respuesta
inflamatoria, objetivo principal de la presente tesis doctoral, ayudarian al clinico a la hora de
establecer el diagnostico de forma objetiva y a valorar de forma precoz la evolucion del

paciente durante el postoperatorio.

Durante el 2015 y 2017 se incluyeron 327 pacientes que ingresaron en la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI) del Hospital Universitari de Bellvitge tras ser sometidos a una
cirugia cardiaca mayor. Durante la estancia en UCI se midieron diferentes biomarcadores
previamente seleccionados atendiendo a su implicaciéon en la respuesta inflamatoria. Dichos
biomarcadores fueron la fracciéon de plaquetas inmaduras, concentracién de interleucina-6,

procalcitonina, proteina C reactiva y de troponina T, este tltimo, como biomarcador de dano
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miocardico. Durante el periodo de ingreso en UCI, a cada paciente se le calcularon diferentes

scores pronosticos y se registraron las complicaciones que presentaron.

A través de tres publicaciones en revistas cientificas, se ha demostrado que la diferencia entre
dos resultados consecutivos de la fraccion de plaquetas inmaduras (delta) se asocia a una
respuesta inflamatoria clinicamente significativa y es un predictor independiente del riesgo de
desarrollo de la misma. Asimismo, su combinacion al score APACHE II, mejora la capacidad
predictora de la respuesta inflamatoria. Por otro lado, y juntamente con el delta de troponina
T, ambos biomarcadores se asocian al desarrollo de eventos cardiovasculares mayores

postcirugia cardiaca.

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral demuestran, por primera vez, que la
incorporaciéon de la medicion de la fraccién de plaquetas inmaduras en el seguimiento del
postoperatorio de los pacientes sometidos a cirugia cardiaca, es una herramienta tutil para
detectar aquellos pacientes que desarrollan una respuesta inflamatoria exacerbada, que puede

dar lugar a complicaciones mayores.
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1.2. Resum en catala

Gracies als avencos en la disciplina 1 a causa del canvi en l'estil de vida de la poblacio, el
nombre de cirurgies cardiaques s’ha vist incrementat amb el temps. Donades les
caracteristiques de la cirurgia 1 dels pacients que es sotmeten a elles; cada vegada més longeus
1 amb un major nombre de comorbiditats, existeix un important risc d’aparici6 de

complicacions postoperatories que poden arribar a comprometre I’exit de la intervencio.

La complexitat de la cirurgia 1 dels procediments dels quals d'ella deriven, donen lloc a una
resposta inflamatoria reactiva que, en certs casos, pot veure's exacerbada 1 originar

complicacions majors.

Diferenciar entre una resposta inflamatoria que succeeix de forma fisiologica al trauma
quirargic 1 una resposta exacerbada, que pot comportar efectes perjudicials per al pacient,
suposa un repte pels clinics amb les eines actuals disponibles. L’estudi de nous biomarcadors
implicats en la fisiopatologia de la resposta inflamatoria (I’objectiu principal de la present tesi
doctoral) ajudarien al clinic a I'hora d’establir el diagnostic de forma objectiva 1 a valorar de

forma precog ’evoluci6 del pacient durant el postoperatori.

Durant el 2015 1 2017 es van incloure 327 pacients que van ingressar a la Unitat de Cures
Intensives (UCI) de 'Hospital Universitari de Bellvitge després d’haver estat sotmesos a una
cirurgia cardiaca major. Durant el periode d’ingrés dels pacients a la UCI es van mesurar
diferents biomarcadors seleccionats préviament atenent a la seva implicacié en la resposta
inflamatoria. Aquests biomarcadors van ser la fracci6 de plaquetes immadures, la
concentracié d’interleucina-6, procalcitonina, proteina C reactiva 1 de troponina T, aquest

ultim, com a biomarcador de dany miocardic. Durant el periode d’ingrés a la UCI, a cada
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pacient se li van calcular diferents scores pronostics 1 es van registrar les complicacions que van

presentar.

A través de tres publicacions en revistes cientifiques es va demostrar que la diferéncia entre
dos resultats consecutius de la fraccié de plaquetes immadures (delta) s’associa a una resposta
inflamatoria clinicament significativa 1 és un predictor independent del risc de
desenvolupament d’aquesta. Aixi mateix, la seva combinaci6 al score APACHE II, millora la
capacitat predictora de la resposta inflamatoria. D’altra banda, 1 juntament amb el delta de
troponina I, tots dos biomarcadors s’associen al desenvolupament d’esdeveniments

cardiovasculars majors postcirurgia cardiaca.

Els resultats obtinguts en aquesta tesi doctoral demostren, per primera vegada, que la
incorporacié del mesurament de la fracci6 de plaquetes immadures en el seguiment del
postoperatori dels pacients sotmesos a cirurgia cardiaca, és una eina d’utilitat per a la deteccid
d’aquells pacients que desenvolupen una resposta inflamatoria exacerbada que pot donar lloc

a complicacions majors.
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1.3.  Abstract in english

Thanks to the technological advances in the discipline and due to the changes in the
population lifestyle, the number of cardiac surgery has been increased over time. Given the
specific characteristics of the surgery and since the greater longevity and major comorbidities
of patients, there is an important risk of having postoperative complications. These

complications might compromise the surgery success rates.

The complexity of the surgery and its derived procedures lead to a reactive inflammatory
response. This inflammatory response may be exacerbated and it can cause major

complications.

The differentiation between an inflammatory response that occurred physiologically after
surgical trauma and an exacerbated inflammatory response (that it can lead adverse effects in
the patient), it 1s still a challenge for the physicians with the current tools. The research in new
biomarkers involved in the physiopathology of the inflammatory response, which is the
principal aim of this thesis, can help the clinicians to establish an objective diagnosis and to

the early assessment of the postoperative evolution of the patient.

From 2015 to 2017, 327 patients who were admitted at the Intensive Care Unit (ICU) of the
Bellvitge University Hospital after major cardiac surgery, were enrolled in the study. Some
previous selected inflammatory biomarkers were measured during the ICU stay. That
biomarkers were: immature platelet fraction, interleukin-6, procalcitonin, C reactive protein,
and troponin T; the last one was included as myocardial injury biomarker. Moreover, at the

ICU stay, different prognostic scores were calculated and complications were recorded.
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Through three publications in scientific journals, it has been shown that the difference
between two consecutive results of immature platelet fraction (delta) is associated with
clinically significant inflammatory response and it is an independent predictor of the risk of
their development. Likewise, the combination of the delta of immature platelet with an
APACHE 1II score, it improves their predictive capacity for inflammatory response.
Furthermore, the delta of immature platelets and troponin T are associated with the

development of major adverse cardiovascular events after surgery.

The obtained results in this thesis show, for the first time, that immature platelet fraction
measurement during the postoperative period of cardiac surgery would be helpful to detect
those patients who will develop an exacerbated inflammatory response that may lead to major

complications.
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2. INTRODUCCION
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2.1. La Cirugia Cardiaca

2.1.1. Introduccién

Las enfermedades cardiovasculares, es decir, los trastornos que afectan al corazén y a los
vasos sanguineos, tienen una alta prevalencia en nuestra sociedad como consecuencia de los
cambios en los habitos de vida, representando la principal causa de mortalidad a nivel
mundial (1). Dentro de estas enfermedades, destacan las patologias de las arterias coronarias
y de las valvulas cardiacas. Es frecuente que dichas enfermedades en estadios avanzados
requieran cirugia de revascularizaciéon coronaria o cirugia de reemplazo valvular e incluso,

la combinacién de ambos tipos de cirugia.

La cirugia cardiaca (CCA) consiste en un conjunto de procedimientos utilizados para tratar
malformaciones cardiacas congénitas, problemas derivados de la cardiopatia isquémica; como

el infarto y angina de pecho, problemas valvulares; como la endocarditis, entre otras.

La cirugia cardiaca nace en el sigo XX y es en la década del 60 cuando los pioneros en esta
especialidad sientan las bases de la disciplina. Gracias al avance tecnolégico y al mayor
conocimiento de las patologias cardiacas, los resultados en CCA han ido mejorando a lo
largo de los anos tal y como puede observarse en los diferentes registros de la Sociedad
Espanola de Cirugia Toracica-Cardiovascular (SECTCV), siendo la mortalidad observada
muy ajustada al riesgo estimado (2). La mejora en los resultados en CCA también ha ido

acompanada de un mayor niimero de intervenciones como se podra observar mas adelante.

2.1.2. Garacteristicas de la poblacion

En las ultimas décadas, se ha producido una tendencia hacia una mayor longevidad. En

consecuencia, el aumento gradual de la complejidad de los pacientes ha incrementado de
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forma considerable la incidencia de enfermedades crénicas y cardiovasculares (3). Asi, en la

actualidad, la poblacion que se somete a CCA es cada vez mas heterogénea.

La diferencia de la cirugia cardiaca del paciente joven respecto al paciente con edad avanzada
(> 75 afios) radica en las comorbilidades que presenta, destacando la diabetes, la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, la hipertension arterial, la insuficiencia renal, etc (4). Debido a
la complejidad de estos pacientes y a pesar de los avances médicos, existe un elevado riesgo de
morbi-mortalidad perioperatoria cuando son sometidos a CCA (5). En cuanto a datos de
mortalidad, en el ano 2018 se registr6 una mortalidad global de los procedimientos de CCA

mayor del 5,02% en Espana (6).
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2.1.3. Tipos de intervenciones cardiacas

Dentro de las cirugias cardiacas, los siguientes procedimientos son considerados como
cirugias cardiacas mayores segun el Registro de intervenciones de la Sociedad

Espafiola de Cirugia Toracica-Cardiovascular (Tabla 1) (6):

Tabla 1. Cirugias cardiacas mayores
Univalvular
Cirugia valvular
Muiltiple
Cirugia de revascularizacion coronaria con o sin CEC (bypass)
Cirugia combinada o mixta (valvular y coronaria)
Diseccién aortica

Sindrome adrtico agudo
Ruptura traumatica aortica

Trasplante cardiaco
Trasplante cardiopulmonar
.. . Cirugia de la arritmia aislada
Procedimientos miscelaneos con CEC &

Implantacion de dispositivos de asistencia
ventricular aislada

Tumor cardiaco (mixoma)

Abreviaturas: CEC, circulacion extracorpérea.

La figura 1 muestra la evolucion de procedimientos de CCA realizados en Espana entre los
anos 2008 y 2018. En ella puede observarse un incremento del ntmero de CCA,
principalmente en 2017 y manteniéndose en 2018 (6). En el ano 2018 se practicaron 34.318
intervenciones de cirugia cardiovascular, de las cuales, 23.008 correspondieron a

intervenciones de cirugia cardiaca mayor.
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Atendiendo a la distribucion por tipos de CCA del anio 2016 en Espafia, la cirugia valvular
represento el 42,3%, la cirugia coronaria el 23%, la cirugia combinada el 9,6%, la cirugia de
la aorta el 9,3% vy la cirugia de las cardiopatias congénitas el 9,3% del volumen de pacientes

intervenidos (7).

Un 90% de estas cirugias se llevaron a cabo utilizando como soporte procedimientos de
circulacion extracorporea (CEC), que permite sustituir las funciones del corazon y del

sistema respiratorio durante la intervencion.

2.1.4. Procedimientos asociados a la cirugia
cardiaca

La circulaciéon extracorporea, abreviada como CEC o CPB en inglés (cardiopulmonary bypass)
es el procedimiento quirtrgico mas empleado en CCA. Se utilizan con el objetivo de
sustituir la funcionalidad de los pulmones y del corazon para que éste pueda ser intervenido,
parado y las cavidades cardiacas libres de sangre, manteniendo la perfusion de todos los

organos y tejidos. Para ello se envia la sangre no oxigenada que llega al corazén hacia una

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona 14



bomba que realiza el intercambio gaseoso y devuelve sangre oxigenada al organismo (8)
(Figura 2).

A nivel cardiaco se lleva a cabo un pinzamiento o clampaje aodrtico, a continuacién se
induce cardioplegia (arresto cardiaco) mediante solucion hipercalémica, y por dltimo, se

mantiene en un estado de hipotermia para enlentecer su metabolismo.

Heart-lung machine
superior vena cava

oxygenated blood returned to body

|}
reservoir of j
deoxygenated

blood removed
from body

inferior vena cava

heart-lung machine

© 2010 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Figura 2. Encyclopadia Britannica, 2010 (8). Esquema de la conexién del circuito

de circulacion extracorpéreo al corazon de un paciente.
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El circuito de CEC estd compuesto por multiples elementos entre los que cabe destacar los

siguientes (Tabla 2):

Tabla 2. Circuito de circulacion extracorporeo

Elemento Principales Funciones

Reservorio venoso | Permite el deposito de la sangre pobre en oxigeno que es drenada desde la
auricula derecha mediante las venas cavas.

Oxigenador Intercambia el di6xido de carbono con el oxigeno. Habitualmente son
membranas permeables que actGan como la membrana alveolo-capilar,
permitiendo el intercambio gaseoso.

Intercambiador Controla la temperatura de perfusiéon para alcanzar el enfriamiento y
térmico recalentamiento de acuerdo a las necesidades durante la CEC.

Bomba de perfusion | Responsable de realizar el aspirado y bombeo de la sangre, remplazando
la funcién cardiaca.

Abreviaturas: CEC, circulacion extracorporea.

El circuito de CEC se compone esquematicamente de dos elementos clave, la bomba que
permite la circulacion de la sangre por el circuito y el oxigenador, que permite el intercambio
de gases (9). El diagrama simplificado de los elementos que constituyen el circuito de CEC se

muestra a continuacion en la Figura 3:

Oxigenador

Figura 3. Gomez-Caro A. et al. (Arch

Bronconeumol., 2010) (9) . Elementos

que constituyen el circuito de

Fluidos

Hepafifi B essrvorio Venoso circulacién extracorpéreo.
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Para preparar el paso de la sangre por el circuito de CEC es necesaria la administraciéon de un
anticoagulante que permite el contacto de la sangre con este circuito extracorpéreo. En la
actualidad, el anticoagulante utilizado con esta finalidad es la heparina, ya que retine una
serie de cualidades como son: facil administracion, rapida accion, actuacion predecible y facil

reversion con protamina.

Una vez completado el procedimiento quirtrgico, se procede al desclampaje de la aorta y se
prepara el corazén para la salida de la CEC: calentandolo y perfundiendo el miocardio para

revertir la cardioplegia hasta que la actividad cardiaca retorna con un ritmo espontaneo.

La incorporacién de la circulacion extracorpoérea en las intervenciones cardiacas, ha hecho
posible el gran avance en la disciplina. Sin embargo, el contacto de la sangre a través de todas
las superficies del circuito, el cambio de temperatura de la sangre, asi como su mantenimiento
en el reservorio venoso, desencadena una serie de reacciones adversas para el organismo que
seran descritas mas adelante. El control sobre estas reacciones adversas es imprescindible para

el éxito de la intervencion.

2.1.5. Postoperatorio de la cirugia cardiaca

2.1.5.1. Guidados postoperatorios
Dada la elevada complejidad de los procedimientos que se llevan a cabo durante la cirugia
cardiaca, los cuidados postoperatorios de los pacientes deben realizarse en Unidades de
Cuidados Intensivos (UCI). Estas unidades deben de estar formadas por profesionales
altamente capacitados, y a ser posible, formados especificamente en el cuidado de pacientes
postoperados cardiacos. Se calcula que la estancia media actual de estos pacientes en UCI tras

la intervencion, es de 3 a 4 dias (7).
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2.1.5.2. Complicaciones postoperatorias y factores
predisponentes

La CCA conlleva una serie de complicaciones postoperatorias, destacando las de tipo
pulmonar, renal, cardiaco, neurolégico, infeccioso, que pueden incluso conducir al fallo
multiorganico y la muerte (10, 11). Dichas complicaciones se ven influenciadas por
diferentes variables preoperatorias e intraoperatorias. Dentro de las variables
preoperatorias, como se ha visto anteriormente, destacan las comorbilidades de los
pacientes sometidos a CCA. En el caso de las variables intraoperatorias, todas tienen como
denominador comun las alteraciones hemodinamicas derivadas de la respuesta inflamatoria
o Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS) provocada por la propia CCA vy los
procedimientos que en ella suceden, tales como el trauma quirtrgico, el contacto de la
sangre con superficies no endotelizadas (circulacion extracorpoérea), la isquemia-reperfusion,
la hipotermia, las transfusiones, etc. Si bien es cierto que dichos mecanismos no son bien
conocidos, la activacion de la cascada inflamatoria desempefia un papel inequivoco en su

patogénesis (12).
2.1.5.2.1. Eventos cardiovasculares adversos mayores

La respuesta inflamatoria desencadenada por la cirugia cardiaca debe ser incluida en la
patogénesis de la disfuncion y desarrollo de eventos cardiovasculares. Entre otros factores, la
disfuncion endotelial derivada de la respuesta inflamatoria secundaria a la CCA, se asocia a la
presencia de este tipo de patologias como consecuencia de la falta de regulacién del tono

vascular (13).

Se entiende por eventos cardiovasculares adversos mayores (MACE del acronimo en inglés

Major Adverse Cardiovascular Events) al conjunto de patologias que habitualmente incluye el
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infarto de miocardio, accidentes cerebrovasculares, insuficiencia cardiaca, sindrome de bajo

gasto cardiaco y muerte por causa cardiovascular.

Segtn los datos del Registro Espanol de Cirugia Cardiaca en Medicina Intensiva, el infarto de
miocardio supone un 2,2% de las complicaciones postoperatorias, los accidentes
cerebrovasculares un 1,4%, la insuficiencia cardiaca una 2,6%, el sindrome de bajo gasto
cardiaco un 11,9%. Es importante enfatizar que en este registro las complicaciones por shock
cardiogénico suponen un 4,5% de las mismas y el paro cardiaco un 1,4% (https://

semicyuc.org/2015/11/registro-espanol-de-cirugia-cardiaca-en-medicina-intensiva-

reccmi-2013/). Pese a que no consta el porcentaje de muertes por causas cardiovasculares,

estas dos ultimas complicaciones suelen presentar un desenlace fatal para el paciente.
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2.1.6. Herramientas actuales para valorar la evolucién de los
pacientes postoperados de cirugia cardiaca

Para estimar el riesgo postoperatorio en los pacientes que se van a someter a CGCA, existen
diferentes escalas o scores. Los scores especificos de CCA, como el EuroSCORE evaltan
unicamente el estado preoperatorio de los pacientes, y pueden ser inexactos en el caso de
complicaciones asociadas a la propia cirugia (14). Su poder de predicciéon disminuye en
ciertas poblaciones, ya que no tienen en cuenta muchas variables intraoperatorias, como la
CEC, ni variables postoperatorias (15).

Dada la estrecha relacion entre la respuesta inflamatoria desarrollada tras la cirugia, existe
un creciente interés por detectar aquella respuesta que resultara clinicamente significativa,
que permita predecir precozmente el riesgo de mortalidad u otras complicaciones tras
CCA. Los scores propios de la UCI, como Acute Physiology and Chronic Health Evaluation
(APACHE), Simplified Acute Physiology Score (SAPS), Sequential Organ Failure Assessment (SOFA),
entre otros, llegan a reflejar el estado critico del paciente, incluyendo enfermedades crénicas
y variables de laboratorio en su evaluaciéon (16, 17). Sin embargo, no son especificos para la
CCA y requieren 24 horas para su céalculo. En definitiva, existen pocas herramientas
disponibles para evaluar el pronostico inmediato tras la CCA y su predicciéon, supone un
desafio.

Una exhaustiva evaluacion preoperatoria, el éxito de la cirugia y la precocidad de las
intervenciones postoperatorias, son cruciales para obtener mejores resultados en CCA (18).
Es por ello que se requiere un alto grado de conocimiento y especializaciéon en la prediccion
de complicaciones asociadas al postoperatorio, que permitan realizar intervenciones mas

precoces, capaces de mejorar los resultados a corto y largo plazo de la CCA.
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Se postula que el desarrollo de scores locales basados en las caracteristicas epidemiolégicas y
la evaluacion de las variables postoperatorias inmediatas, como algunos biomarcadores,
podrian mejorar la predicciéon de la evolucion del paciente a corto y largo plazo (19). De
esta manera, se permitiria aplicar diferentes estrategias para minimizar y controlar la

respuesta inflamatoria en aquellos pacientes candidatos.
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2.2 .Respuesta Inflamatoria
Iras La Cirugia

Cardiaca

2.2.1. Aspectos generales

Los pacientes sometidos a CCA, habitualmente desarrollan una respuesta inflamatoria
sistémica (20). A pesar de que esta respuesta inflamatoria se considera como una respuesta
fisiologica al propio acto quirdrgico, su exacerbaciéon puede contribuir a la aparicion de las
complicaciones postoperatorias ya mencionadas, pudiéndose llegar a manifestar con
disfuncién organica e incluso la muerte. Dicha respuesta inflamatoria se puede evidenciar en
primera instancia con fiebre, taquicardia, hipotensiéon, edemas, etc., sintomas que

normalmente preceden al fallo organico (3).

2.2.2. Definicion de respuesta inflamatoria en el
contexto de cirugia cardiaca

La definiciéon de respuesta inflamatoria generalizada o sistémica nace en 1992 en la
Conferencia Consenso de la American College of Chest Physcicians/Society of Clinical
Care Medicine (21) bajo el acrénimo en inglés de SIRS (Systemic Inflammatory Response
Syndrome). E1 SIRS se define como la presencia de dos o mas criterios relacionados con la
temperatura corporal, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria y concentracién de

leucocitos en sangre (Tabla 3).
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Tabla 3. Criterios diagnosticos de SIRS

Criterio
Temperatura corporal (°C) <36 0 >38
Frecuencia respiratoria (respiraciones /minuto) >20
Frecuencia cardiaca (latidos/minuto) >90
Recuento de leucocitos (x10"9) <40>12

Si bien es cierto que esta definicion es la mas ampliamente utilizada, la “respuesta
inflamatoria sistémica” nunca ha sido definida desde la perspectiva de la cirugia
cardiotoracica (22). Atendiendo a los criterios clasicos de SIRS, mas del 95% de los
pacientes sometidos a CCA, cumplen con al menos dos criterios diagnosticos durante las
primeras 24 horas de ingreso en la UCI (12). Por tanto, la aplicacién de esta definicién en
esta poblacion, resulta inadecuada por su bajo valor predictivo positivo. El trauma de la
intervencion sumado a la utilizacion de circuitos extracorpoéreos, favorecen el desarrollo del
SIRS pero, como se verd mas en profundidad en el siguiente apartado, no siempre es
clinicamente relevante y en la mayoria de ocasiones comporta efectos beneficiosos. Es por
este motivo que a lo largo de los anos se han evaluado diversas opciones para definir el
“SIRS” en el contexto de la CCA, ya sea modificando los actuales criterios de SIRS,
incorporando magnitudes de laboratorio o biomarcadores, e incluso, teniendo en cuenta el

requerimiento de farmacos vasoactivos para tratar la hipotension resultante de la

inflamacion (12, 23-25).

2.2.3. Fisiopatologia de la respuesta inflamatoria
en cirugia cardiaca

En términos generales, el trauma provocado por la propia cirugia induce la activacion de los

neutroéfilos, plaquetas y células endoteliales. Ademas, estimula mediadores de la respuesta
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inflamatoria, como por ejemplo, interleucinas (26). Esta situacion se puede ver exacerbada en
aquellas cirugias con requerimiento de circuitos extracorpéreos. Dichos circuitos, favorecen la
situacion inflamatoria debido al contacto de la sangre con superficies no endotelizadas,

principalmente.

Los largos circuitos de circulacion extracorpérea y la pérdida de sangre durante la cirugia,
pueden causar hemodilucion y provocar el requerimiento de transfusion de hemoderivados.
Es bien conocido que las transfusiones conllevan un riesgo que suele ser superado por los
beneficios. A pesar de ello, éstas no son inocuas y pueden influir en la clinica del paciente (10).
Ademas, un excesivo tiempo en CEC puede inducir una mayor vasodilatacién, por

consiguiente, a un mayor requerimiento de farmacos vasopresores.

Por otro lado, como consecuencia del pinzamiento de la aorta, existe un periodo de isquemia
seguido de una etapa de reperfusion (fenémeno denominado isquemia-reperfusiéon). La
reoxigenaciéon de los tejidos tras el pinzamiento aortico desencadena una respuesta
inflamatoria mediada, por un lado, por la interacciéon de los neutréfilos y las células

endoteliales, y por otro, por el incremento de especies reactivas del oxigeno y citocinas (3).
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2.2.3.1. Desarrollo de la respuesta inflamatoria derivada de
los procedimientos asociados a la cirugia cardiaca

Como se ha visto anteriormente, la CCA requiere en muchas ocasiones del soporte de ciertos
procedimientos necesarios para la intervencion del corazéon, como es el caso de la CEC. Este
procedimiento desencadena una respuesta inflamatoria especifica a través de tres

mecanismos:

~ activaciéon por contacto, exposicion de la sangre a superficies no entotelizadas

del circuito extracorpireo.

~ 1isquemia-reperfusion, existe un periodo de isquemia seguido de una reperfusion

como consecuencia del pinzamiento de la aorta.

~ endotoxemia, daiio en la barrera wntestinal como consecuencia de la hipoperfusion

hepato-esplicnica que favorece la translocacion bateriana y consiguiente paso de

endotoxinas a la sangre.

A continuacién se explicaran los componentes fundamentales implicados en la respuesta

inflamatoria derivados de estos tres mecanismos (20, 27).

2.2.3.1.1. Activaciéon del complemento

La cascada del complemento es activada por la presencia de endotoxinas o directamente por
la CEC debido al contacto de la sangre con una superficie extrana, principalmente a través de
la via alternativa del complemento. Por otro lado, la administracion de protamina para

revertir el efecto del anticoagulante heparina, promueve la formacién de complejos heparina-
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protamina que tienden a activar la cascada del complemento por la via clasica. Ambas vias
convergen en la formaciéon de anafilotoxinas (responsables de estimular la expresion de
moléculas en el endotelio necesarias para la union de los neutréfilos a él) y el desarrollo de
complejos de ataque a la membrana (responsable de desencadenan la lisis celular). Asimismo,
los productos del complemento generados tras su activaciéon junto a la generacion de

trombina, son responsables de la activacion plaquetar.

2.2.3.1.2. Cascada de citocinas

Las citocinas son proteinas y polipéptidos solubles sintetizadas por multiples células del
sistema Inmune con funciones pro y antiinflamatorias. La elevacién de citocinas
proinflamatorias en respuesta a la CCA, es compensada por la respuesta de las citocinas
antiinflamatorias. El balance entre ambas, es crucial para el pronéstico clinico de la CCA. Las
citocinas proinflamatorias desempenan un papel clave en la cascada inflamatoria, activando y
promoviendo la diferenciacion de linfocitos y la activacion y quimiotaxis de los neutroéfilos,
estimulando la producciéon de proteinas de fase aguda, activando la coagulacion y el
complemento, induciendo la produccién de éxido nitrico sintetasa, entre otras funciones. El
dano causado por la isquemia-reperfusion parece ser el mecanismo con mayor implicaciéon en

la respuesta de las citocinas (28).

2.2.3.1.3. Oxido nitrico

El 6xido nitrico es un agente vasoactivo responsable de la vasodilatacion endotelial. Por un

lado, el 6xido nitrico induce vasodilataciéon previniendo asi la acumulaciéon de sustancias

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona 27



nocivas en el endotelio. Sin embargo, el papel del 6xido nitrico en la respuesta inflamatoria
tras la CCA es complejo y puede tener diferentes acciones deletéreas, pudiendo llegar a
producir un aumento de la permeabilidad vascular y una vasodilataciéon exacerbada que
puede dar como resultado un skock distributivo. Las citocinas secretadas por los macrofagos en
respuesta a la endotoxina, inducen el incremento de 6xido nitrico sintetasa en el endotelio
(Figura 4). A su vez, el 6xido nitrico puede combinarse con radicales libres de superoxido,
formando peroxidonitrito. Finalmente, el éxido nitrico tiene la capacidad de actuar sobre la

célula predisponiendo su muerte celular.

Inflammation

Endotoxin

Endothelium

v 4 < v
Vascular Smooth
) Go PGL XA CEL Muscle Cells

v v
Vasoconstriction

Figura 4. Laffey JG, et al. (Anesthesiology,
2002) (20). Regulacion del tono vascular.

v v
Vasodilation

2.2.3.1.4. Cascada de coagulacion

La cascada de coagulacion y el sistema fibrinolitico estan estrechamente conectados con la
respuesta inflamatoria. En el contexto de la CCA, el contacto de la sangre con el circuito de
CEC estimula la activacion de la via intrinseca de la cascada de coagulacion. Por otro lado, la
expresion del factor tisular en el endotelio en respuesta al estrés oxidativo y a las citocinas

proinflamatorias, hace que se active también la via extrinseca de la coagulacion. Tras la
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activacion de la cascada de coagulacion, se produce la activacion plaquetaria en el lugar del
dano tisular. Debe de existir un adecuado balance entre factores procoagulantes y
anticoagulantes. Este balance se ve distorsionado por la CEC, la activaciéon de la trombina
por la CEC, requiere el aporte de anticoagulantes para prevenir la formacion de coagulos. La
estimulacion de la fibrinolisis puede contribuir a la aparicion de coagulopatias
postoperatorias, pudiendo resultar en la acumulacion de depésitos de fibrina en los vasos de
menor calibre, provocando oclusién de la microcirculacién y causando finalmente dano en

distintos 6rganos.

2.2.3.1.5. Plaquetas

Las plaquetas se ven afectadas en la respuesta inflamatoria tanto a nivel cualitativo como a
nivel funcional. La activaciéon del complemento y de la cascada de la coagulacion son las
principales responsables de su activacion. Las plaquetas aumentan su capacidad adherente y
el contenido de sus granulos, compuestos por quimiocinas, citocinas proinflamatorias,
factores angiogénicos, factores de coagulacion, etc. La activacion plaquetaria en el lugar del
danio tisular, provocan la estimulacién de sustancias proinflamatorias  siu, alterando la

integridad del tejido y promoviendo la unién de leucocitos al endotelio.

Asimismo, la liberaciéon de sustancias proinflamatorias estimulan la produccion hepatica de

trombopoyetina lo que incrementa atin mas la produccién de plaquetas.
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2.2.3.1.6. Endotelio

El endotelio controla el tono y la permeabilidad vascular, regula la coagulacion, secreta
mediadores solubles y expresa proteinas de superficie que permiten el paso de los leucocitos

hacia las areas de inflamacion.

La respuesta inflamatoria que se produce tras la CCA se caracteriza por la activacion
extendida del endotelio, provocando la disfuncién del mismo. Ciertas citocinas
proinflamatorias se unen a receptores en el endotelio, causando la activacién de las células
endoteliales. Las células activadas del endotelio expresan proteinas (como el factor tisular) que
promueven la activaciéon de la coagulaciéon a través de la via extrinseca, como se ha visto
anteriormente. El endotelio puede expresar moléculas que permiten la adhesion de células del
sistema inmune, como los neutroéfilos, asi como la activacion y la degranulacion de los
mismos. En consecuencia, esto produce una mayor disfunciéon endotelial, provocando fugas
capilares y la formacion de edemas. Finalmente, las citocinas proinflamatorias también
pueden deteriorar las funciones del endotelio, haciendo que éste pierda su capacidad de
dilatacion. Este hecho explica la asociacion entre inflamacion y el riesgo de presentar eventos
cardiovasculares (Figura 5) (29).

3. Changes in Vascular Tone

2. Procoagulant Changes

I. Expression of Leukocyte _ Tissue Factor Expression
Adhesion Molecules Plasminogen Activator Inhibitor
Decr eased Thr ombomodulin
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2.2.3.1.7. Respuesta inmune celular

Como ya se ha visto anteriormente, el dano endotelial favorece que se adhieran los neutroéfilos
jugando un papel esencial en la respuesta inflamatoria. De forma coordinada, las
quimiocinas, la desgranulaciéon plaquetar y los productos del complemento, favorecen la
migraciéon y union de las células del sistema inmunologico, dafando atn mas el endotelio y
los tejidos colindantes. No sélo los neutroéfilos estan involucrados en la respuesta inflamatoria
postcirugia cardiaca, la CEC también activa los monocitos y los macrofagos mediante la
produccion de citocinas, incrementando la produccion de las mismas. La importancia a nivel

clinico de los leucocitos, radica en que éstos promueven ain mas la lesion de 6rganos.

La figura 6 que se muestra a continuacion sintetiza la respuesta inflamatoria desencadenada

por el CEC.
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Figura 6. Respuesta inflamatoria desencadenada por el CEC. En la parte izquierda de la figura se puede observar como

el contacto de la sangre con una superficie no endotelizada (en este caso, el circuito extracorpéreo), activa el sistema del

complemento y la cascada de coagulacion. Estos dos sistemas son, en parte, los responsables de la reaccion inflamatoria

que sucede a continuacién: elevaciéon de citocinas proinflamatorias, activaciéon de plaquetas y neutréfilos. Como

consecuencia, sucede una serie de acciones que pueden dar lugar a efectos deletéreos como la disfuncion endotelial (parte

derecha de la figura). Los rectangulos mas oscuros indican la respuesta inflamatoria especifica desencadenada por el CEC.
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En funciéon del balance entre los factores inflamatorios y antiinflamatorios, la respuesta clinica
del paciente frente a esta situacion puede acabar en una respuesta inflamatoria controlada
con efectos beneficiosos, favoreciendo la preparaciéon del sistema inmune para prevenir
infecciones perioperatorias y promover la cicatrizaciéon de la herida quirargica. De lo
contrario, una respuesta inflamatoria exacerbada, puede comportar efectos deletéreos
para el paciente pudiéndolo llevar a una situacion de fallo organico y en el peor de los casos, a

la muerte.

La siguiente figura muestra de forma esquematica la evolucion del proceso inflamatorio que

tiene lugar durante la CCA con CEC (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama de la secuencia de eventos que tiene lugar tras una CCA bajo CEC.
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2.2.4. Manejo clinico de la respuesta inflamatoria

Como ya se ha mencionado en apartados anteriores, los efectos deletéreos tienen un gran
impacto sobre la presencia de complicaciones o disfunciones orgéanicas. Las diferentes
estrategias que se pueden aplicar durante el postoperatorio tras la CCA, podrian actuar a
diversos niveles, por ejemplo: reduciendo la endotoxemia, manteniendo la estabilidad
hemodinamica y la perfusién organica, mediante técnicas de hemofiltraciéon, administrando
agentes para suprimir la respuesta inflamatoria o inmunomodularla, entre otras (20).

El objetivo de esta modulacion de la respuesta inflamatoria postquirargica es atenuar los
efectos deletéreos, pero preservando sus efectos beneficiosos.

Los efectos deletéreos tienen un gran impacto sobre la presencia de complicaciones o
disfunciones organicas. Las mas frecuentes que se pueden dar durante el postoperatorio de
la CCA son principalmente a nivel pulmonar, vascular, neurolégico, cardiaco, renal y
gastrointestinal (3). Un hecho importante a destacar en esta tesis es que la respuesta
inflamatoria, como se ha visto anteriormente, puede incrementar el riesgo de sufrir un

evento cardiaco perioperatorio (20, 30).
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2.3. Biomarcadores

2.3.1. Definicion, caracteristicas y clasificacion

El término biomarcador fue definido en 1998 por el National Institutes of Health Biomarkers
Definitions Working Group como “una caracteristica que es medida y evaluada objetivamente
como indicador de un proceso biolégico normal, un proceso patolégico o la respuesta
farmacolégica a una intervencion terapéutica” (31). La Organizaciéon Mundial de la Salud, en
colaboracién con la Organizaciéon de las Naciones Unidas y la Organizacién Internacional de
Laboratorios, definieron biomarcador como “cualquier sustancia, estructura o proceso que
puede ser medido en el cuerpo o en sus productos y que influye o predice la incidencia o
resultado de una enfermedad” (32). Por tanto, desde la presion arterial hasta moléculas que se
puedan detectar en especimenes biolégicos, pueden ser biomarcadores candidatos. Una
definicibn mas amplia de éste término incluye no sélo la incidencia o resultado de una
enfermedad, sino también efectos de tratamiento, intervenciones e incluso el efecto a

exposiciones ambientales, como quimicos o nutrientes (32).

Los biomarcadores mas clasicos utilizados en clinica hace mas de dos siglos hacian referencia
a variables facilmente medibles relativas a signos clinicos como en el caso de la temperatura
corporal, la frecuencia cardiaca o la presion arterial. Los avances tecnologicos producidos en
el sigo XX permitieron conocer la composiciéon del medio interno mediante, por ejemplo, la
medida de la concentraciéon de glucosa en sangre, de enzimas hepaticas, etc. Este hecho ha

revolucionado la practica clinica y se ha hecho esencial en el manejo habitual de los pacientes.

De forma mas aplicada a la Medicina de Laboratorio, se podria deducir que un biomarcador

es cualquier molécula medible que puede reflejar una funciéon biologica y que resulta atil en el
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cribado, diagnoéstico, pronostico, monitorizacion de respuesta terapéutica o en la prediccion

del riesgo de presentar o desarrollar determinadas situaciones clinicas especificas.

Un biomarcador 6ptimo deberia cumplir las siguientes caracteristicas (33):

~ Estar implicado en la principal via fisiopatolégica de la enfermedad.

~ Ser accesible en términos de coste y disponibilidad.

~ Ser facilmente medible con la instrumentaciéon disponible, de forma reproducible y

fiable.

~ Proporcionar nueva informacién de la enfermedad, o bien informacién anadida

respecto al resto de biomarcadores conocidos.

~ Mostrar un comportamiento dosis-respuesta, en relaciéon a la extensiéon o gravedad de la

enfermedad o a la progresion de esta con el tratamiento.

~ Ser sensible para la enfermedad, lo que es especialmente relevante para posibles

estrategias de cribado o de diagnéstico.

~ Ser especifica de la enfermedad. Es decir, su presencia o elevacion no puedan ser

debidas a fendmenos fisiopatologicos distintos de la propia enfermedad.

Hay que tener presente, sin embargo, que es muy dificil encontrar un biomarcador que
cumpla con todos las caracteristicas anteriormente descritas. Por lo tanto, en la practica, de
Lemos y Morrow sugirieron tres criterios fundamentales para la evaluacion de nuevos
biomarcadores: ise puede medir?, ;anade nueva informacién [respecto a los biomarcadores

actuales|?, ;ayuda al clinico en el manejo de los pacientes? (34).
ay ] p
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Los biomarcadores pueden clasificarse atendiendo a su naturaleza molecular entre
marcadores génicos, proteicos o metabolicos. En la actualidad, la mayoria de biomarcadores
utilizados son proteinas, péptidos o pequenos metabolitos. Por otro lado, también pueden
clasificarse segn su valor clinico: biomarcadores diagnoésticos, predictivos, prondsticos o de
respuesta (31). Los primeros hacen referencia a aquellos biomarcadores que ayudan en la
identificacion de pacientes con una determinada enfermedad e incluso permiten estratificar
en estados evolutivos o la gravedad. Los biomarcadores predictivos brindan informacion sobre
la probabilidad de desarrollar una patologia. Loos biomarcadores pronoésticos, en cambio,
ofrecen probabilidad acerca de la evolucion de una patologia. Por Gltimo, los biomarcadores
de respuesta anticipan la respuesta a intervenciones terapéuticas, permitiendo asi seleccionar

el tratamiento terapéutico mas indicado.

2.3.2. Bijomarcadores de inflamacion

Como ya se ha comentado anteriormente, la inflamacién es una respuesta fisiologica del
organismo ante una agresion por estimulos mecanicos, quimicos o infecciosos. Se trata de una
respuesta rapida, desencadenada por la activacion conjunta de fagocitos y células endoteliales,
controlada a nivel humoral y celular. Diversas son las moléculas implicadas en esta respuesta,
en un articulo de revision se encontraron mas de 170 biomarcadores de inflamacion diferentes
derivados de miles de estudios relacionados con la sepsis (35). Atendiendo a los mecanismos
fisiopatologicos involucrados en la respuesta inflamatoria, se han estudiado diversos
biomarcadores con diferentes finalidades. La naturaleza de éstos es muy variable, pero desde
un punto de vista estructural y de funcién bioldgica, se podrian describir las siguientes

categorias de biomarcadores inflamatorios y algunos ejemplos de ellos (Tabla 4) (35):

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona 39



Tabla 4. Clasificacion de los biomarcadores de inflamacion

Citocinas Proteinas de Receptores de  De daiio Vasodilatacion
fase aguda superficie endotelial
celulary

formas solubles

IL-6 PCR CDh14 Endocan MR-proADM
IL-10 PCT suPAR Neopterina Copeptina
TNFa. Pentaxina-3 ST?2 Angiopoyetina Elastina

Abreviaturas: IL.-6, Interleucina-6; I11.-10, Interleucina-10; TNFa, Factor de necrosis tumoral alfa;

PCR, Proteina C reactiva; PC'T, Procalcitonina; CD14, cluster of differentiation 14; suPAR, Soluble
Plasminogen Activator Urokinase Receptor; ST2, suppression of tumourigenicity 2; MR-proADM,

Proadrenomedulina.

A continuacién se pasaran a detallar mas en profundidad aquellos que se han considerado

para este proyecto de tesis.

2.3.2.1. Citocinas: interleucina-6
Las citocinas son la familia de mediadores de respuesta inflamatoria mejor conocidos y
estudiados. Se tratan de glicoproteinas cuyo peso molecular puede variar de 6 a 70 KDa (36).
Tras un estimulo inicial se desencadena la produccién de citocinas proinflamatorias (Factor de
necrosis tumoral alfa (INFa) e Interleucina-1 (IL-1)). Estas citocinas tempranas estimulan la

produccion de otros mediadores mas tardios, como por ejemplo la IL-6 (37) (Figura 8).

anti-inflammatory

IL-6

pro-inflammatory

TNF

IL-1Ra
sTNFR

circulating levels

Figura 8. Steeland S., et al. (Int ] Mol Sci.
2018) (37). Cinética de liberaciéon de

citocinas tras un estimulo.

~

time
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La IL-6 en concreto, es sintetizada por las células del sistema mononuclear-fagocitico y se
convierte en un estimulo para la liberaciéon de proteinas de fase aguda. Ademas de los
macrofagos, los linfocitos, las células endoteliales, practicamente cualquier tipo celular es
capaz de producir citocinas tras su estimulacion. Las citocinas son pleiotropicas dado que son

capaces de dirigirse a multiples dianas produciendo inflamacién y dano tisular a diferentes

niveles (36).

La produccion de citocinas es transitoria y rapidamente regulada. En personas sanas, su
concentracion acostumbra a ser indetectable, cuando ésta se eleva, indica que ha habido una
activacion de la cascada como consecuencia de un estimulo inflamatorio (38). Es por esta
razén que la medida de las citocinas puede resultar de utilidad para entender y predecir la

progresion de la enfermedad, o bien, para determinar la respuesta a un tratamiento.

La medida de la concentraciéon de citocinas en suero o plasma se puede realizar de forma
rutinaria en los laboratorios clinicos. Habitualmente se miden mediante métodos basados en
enzimoinmunoanalisis (ELISA) manuales o automatizados, siendo la IL-6 la que se encuentra
mas ampliamente incorporada en las plataformas automatizadas. Las citocinas suelen
presentar una vida media corta y una cinética muy rapida, caracteristica que hace que su
medicion no esté totalmente instaurada en los laboratorios clinicos y, en muchos casos, debido
a la falta de estandarizacién del método de medida e incluso a la falta de intercambiabilidad

entre especimenes, su uso esta mas enfocado hacia la investigacion (39, 40).

El dano tisular asociado al trauma producido por la propia cirugia, promueve la activacion de
diferentes células del sistema inmunitario provocando asi el aumento de la concentracion de
interleucinas, como la IL-6. Este hecho desencadena una respuesta inflamatoria de crucial

importancia para el subsecuente desarrollo de una respuesta inflamatoria sistémica y
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complicaciones postoperatorias subyacentes (41). Diversos estudios han demostrado que el
aumento de la concentracion de IL-6 se correlaciona con la severidad de la disfunciéon

organica, e incluso mortalidad, producida tras la cirugia (41-43).

2.3.2.2. Proteinas de fase aguda

2.3.2.2.1. Procalcitonina

La procalcitonina (PCT) fue descrita por primera vez en 1993 como una proteina asociada a
un proceso infeccioso (44). Se trata de una molécula de 114-116 aminoacidos precursora de la
hormona calcitonina cuya sintesis tiene lugar fundamentalmente en la glandula tiroides y en
las células neuroendocrinas del pulmén. Tras una infeccién bacteriana, las citocinas y
endotoxinas liberadas inhiben el paso de PCT a calcitonina, provocando asi un aumento de la
concentracion del precursor hormonal. Estudios posteriores han demostrado que ante la
presencia de una infeccién bacteriana, diversos 6rganos son capaces de sintetizar PCT y
liberarla a la circulaciéon sanguinea (45, 46). En situaciones fisiologicas, su concentraciéon en
sangre es practicamente indetectable, comenzando a aumentar aproximadamente después de
2-4 horas del inicio de una infeccion generalizada, mostrando un pico de maxima

concentracion a las 24-48 horas (47) y presentando una vida media de 20-36 horas (46).

En la actualidad, existen diversos métodos de medida para la cuantificacion de PCT en
plasma, suero e incluso sangre. La determinaciéon de PCT se encuentra disponible en la
mayoria de laboratorios clinicos de forma automatizada mediante métodos de inmunoanalisis
mediante tecnologia TRACE (tume-resolved amplified cryptate emission), quimioluminiscentes,
electroquimioluminiscentes o bien, inmunoturbidimétricos. Existen también métodos
cualitativos y semicuantitativos inmunocromatograficos. Se trata de una proteina muy estable

y que no requiere ningin manejo preanalitico particular. Sin embargo y pese a que su uso
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cada vez estd mas extendido, su determinacioén presenta aun un coste elevado que requiere

una exhaustiva gestion de la demanda.

A pesar de que se trate de un biomarcador fundamentalmente orientado para el diagnostico
de la sepsis, se ha descrito elevacion de su concentracion también en procesos inflamatorios de
origen no infecciosos como cirugia mayor, traumatismos, quemaduras, entre otros (48).
Concretamente, después de una intervenciéon quirtrgica, la concentraciéon de PCT en sangre
se relaciona con el tipo y la severidad del trauma quirargico. Por ejemplo, tras una CCA cuyo
curso postoperatorio evoluciona con normalidad, la induccién de PCT es s6lo moderada. Sin
embargo, en pacientes con evoluciéon térpida o que manifiestan complicaciones
postoperatorias, expresan concentraciones significativamente elevadas de PCT (49). A pesar
de que la CCA suele ser altamente estéril, la etiologia a través de la cual se estimula la
produccion de PCT no es del todo conocida y se presupone estar relacionada por la accion de

citocinas proinflamatorias (48).

2.3.2.2.2. Proteina C reactiva

La proteina C reactiva (PCR) fue descrita por primera vez en 1930 por Tillett y Francis tras
encontrar una sustancia que precipitaba con el polisacarido C del Streptococcus pneumoniae
en el suero de pacientes con neumonia (50). Posteriormente, en 1941, esta sustancia paso a ser

identificada como una proteina y denominada proteina C reactiva (51).

La PCR se sintetiza fundamentalmente en los hepatocitos tras la estimulacion por citocinas
proinflamatorias (principalmente IL-6) en respuesta a cualquier tipo de proceso inflamatorio.
Esta proteina de fase aguda esta involucrada en diferentes funciones inmunologicas. Activa el
sistema del complemento via el complejo Clq, facilitando su eliminaciéon por los macroéfagos

(52). Presenta una cinética mas lenta que los biomarcadores anteriormente mencionados, la
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PCR comienza a elevarse en sangre a las 12 horas después de iniciarse el estimulo
inflamatorio/infeccioso y puede, incluso, seguir sintetizandose durante varios dias tras haber

remitido el estimulo desencadenante (46).

La PCR es uno de los biomarcadores de inflamaciéon mas ampliamente estudiados. Sin
embargo, a pesar de que presenta una alta sensibilidad para el diagnéstico de una infeccion,
se trata de un marcador altamente inespecifico ya que su concentracién aumenta en cualquier
tipo de desorden inflamatorio ya sea agudo o crénico e incluso durante el postoperatorio de
cirugias no complicadas (53, 54). No obstante, otras investigaciones apoyan la hipotesis de que
la PCR se relaciona con complicaciones postoperatorias (55, 56). Pese a que su papel es atin
controvertido, se trata de una magnitud ampliamente utilizada y disponible en los laboratorios
clinicos desde hace muchos anos, su mediciéon estd completamente automatizada para la
mayoria de plataformas analiticas mediante diversos métodos de medida de inmunoanalisis
(57). No requiere de condiciones preanaliticas particulares, presenta una alta estabilidad en
suero o plasma y se dispone de calibradores trazables a materiales de referencia. Ademas, su
determinacion es relativamente econémica por lo que sus aplicaciones son numerosas y hoy

en dia contintia siendo un marcador de vanguardia.
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2.4. Desarrollo De Un

Nuevo Biomarcador

Para disponer de un biomarcador util, se requieren dos etapas: la primera de identificaciéon de
magnitudes biologicas con sentido fisiopatologico o clinico y la segunda, su validacién clinica.
Durante la primera etapa de identificaciéon, los biomarcadores candidatos surgen
normalmente de la propia literatura, tras la seleccion de los posibles biomarcadores se pasa a
la etapa de verificacion mediante ensayos clinicos y estudios cientificos con el objetivo de
determinar si existe suficiente evidencia cientifica para continuar el proceso. Tras esta primera
fase, el biomarcador debe ser validado con una determinada finalidad. En esta etapa se debe
mostrar la utilidad clinica real, su validez y su seguridad. Durante la etapa de post-marketing, los
laboratorios clinicos deben de poder optimizar y evaluar los biomarcadores continuamente,

eliminando biomarcadores en desuso y sustituyéndolo por nuevos (58).

La actual falta de biomarcadores que ayuden al clinico a detectar precozmente una respuesta
inflamatoria clinicamente significativa en el contexto de CCA, crea la necesidad de realizar

estudios dirigidos con dicha finalidad.

La presente tesis doctoral se centrara con mas detalle en las plaquetas inmaduras como

potencial magnitud biologica de interés en el perioperatorio de la CCA.
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2.4.1. Las plaquetas: potencial biomarcador de
inflamacion
2.4.1.1. Aspectos generales

El hemograma constituye uno de los conjuntos de pruebas de laboratorio habitualmente mas
solicitados, dado que forma parte del estudio inicial de la mayoria de los individuos. Este
conjunto de pruebas incluye la medicién de las concentraciones de las entidades celulares
presentes en la sangre tales como los eritrocitos, las plaquetas, los leucocitos asi como las
diferentes entidades leucocitarias. La informaciéon que proporciona el hemograma es de gran
utilidad diagnostica, tanto de enfermedades del sistema hematopoyético como de otros
organos y sistemas, ya que muchas de ellas afectan a las magnitudes del hemograma, ya sea a
nivel cuantitativo como cualitativo. Por tanto, su valor semiolégico puede llegar a ser muy
amplio: permite reflejar el funcionamiento de la hematopoyesis, detectar y clasificar las

anemias, detectar procesos inflamatorios e infecciosos, entre otros.

Las plaquetas se caracterizan por presentar principalmente importantes funciones en la
hemostasia y estan directamente implicadas en los mecanismos de trombosis, inflamacion y
cicatrizacion. Las entidades nosologicas que afectan a estos tipos celulares son de dos clases:
alteraciones a nivel cuantitativo y alteraciones a nivel cualitativo. El laboratorio clinico ha de
poder proporcionar esta informaciéon para el correcto estudio de la hemostasia primaria y del

estado de la médula 6sea (megacariopoyesis).

2.4.1.2. Megacariopoyesis

Las plaquetas son fragmentos celulares anucleados y representan el estadio terminal de la

megacariopoyesis, que consiste en una serie de eventos de proliferacion y maduraciéon que
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tienen lugar en la médula 6sea a partir de progenitores hematopoyeticos pluripotentes. Estas
células pluripotentes proliferan y se diferencian hasta megacariocitos, pasando por el estadio
de megacarioblasto. Cuando se alcanza el estado de megacarioblasto, la célula pierde su
capacidad de proliferar y comienza el proceso madurativo. Dicho proceso se compone de
sucesivas divisiones nucleares sin divisiones del citoplasma celular, originando células
poliploides. Finalmente, la maduracién da como resultado los denominados megacariocitos,
que presentan multiples copias de material genético y un gran citoplasma. Segin los
requerimientos fisiologicos, la endomitosis se detiene y comienza la formacion de plaquetas

por fragmentacion del citoplasma de estas células (Figura 9).
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Los megacariocitos, desarrollan una extensiones citoplasmaticas denominadas pseudépodos
que penetran en los capilares sinusoides medulares para liberar las plaquetas al espacio
extracelular. Se producen de 1 a 2 millones de plaquetas por segundo en un individuo sano,
pudiéndose incrementar hasta 10 veces la producciéon ante una situaciéon de trombopenia. Su

vida media en sangre es de 8 a 10 dias (59).
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La megacariopoyesis es un proceso que presenta una duracion variable (de 5 a 10 dias) y esta
regulada por numerosos factores de crecimiento y citocinas. Por ejemplo, la IL-6 estimula la
produccion hepatica de trombopoyetina (60), factor esencial para mantener una adecuada
concentracion de plaquetas ya que controla el nimero, el tamano y la dotaciéon cromosémica

de los megacariocitos (61).

2.4.1.3. Plaquetas reticuladas o plaquetas inmaduras

Las plaquetas jovenes, recién liberadas de la médula 6sea, presentan un alto contenido
citoplasmatico de acido ribonucleico (RNA) y se conoce que son mas reactivas que las
plaquetas maduras. El término reticulocito se acuii6 en el siglo pasado tras describir los
eritrocitos jovenes que contienen RINA residual, y fue en 1969 cuando debido a la homologia
con estos reticulocitos, se describieron las plaquetas reticuladas. A diferencia de las plaquetas
maduras, que persisten en sangre durante 8-10 dias, las plaquetas reticuladas tienen una vida
media mucho mas corta (I dia) (59), pudiendo reflejar, a tiempo real, la actividad
megacariopoyética de la médula 6sea. Los analizadores hematologicos que han incorporado
la citometria de flujo como principio de medida, son capaces de calcular el porcentaje de
plaquetas que presentan un alto contenido de RNA, gracias al uso de colorantes fluorescentes
que penetran la membrana celular poniendo de manifiesto el contenido de material genético,
a dicho porcentaje se le conoce como la fracciéon de plaquetas inmaduras (IPF del acrénimo

en inglés immature platelet fraction).
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2.4.1.4. Principios de medida de las magnitudes relacionadas
con las plaquetas. Estado actual de la tecnologia

Tradicionalmente, el recuento de la concentraciéon de plaquetas se realizaba mediante el
examen microscopico en camara hematocitométrica. En la actualidad, los laboratorios
clinicos disponen de sistemas de medida totalmente automatizados para este propoésito. En las
ultimas décadas, los analizadores hematolégicos han experimentado una gran evolucion
tecnologica. Por un lado, gracias a la introduccién de nuevos principios de medida como la
citometria de flujo, y por otro, debido a la progresiva evoluciéon informatica que permite el
desarrollo de software cada vez mas sofisticados. Como resultado de estos avances, ha habido

una mejora tanto a nivel metrolégico como a nivel de la informacién proporcionada.

Ademas de las magnitudes tradicionales del hemograma, otras nuevas magnitudes han ido
cobrando cada vez mayor importancia en los dltimos afos, tales como las plaquetas
reticuladas o la fraccion de plaquetas inmaduras. Los avances tecnologicos también han
supuesto una mejora en la medicién de esta magnitud pasando de una metodologia laboriosa
como la citometria de flujo con marcadores monoclonales a una medicién rapida, de bajo

coste y totalmente automatizada, como es la citometria de flujo por fluorescencia.

El sistema de medida Sysmex XN (Sysmex, Kobe, Japan) integra tres métodos de medida
diferentes para la medicion de las magnitudes relacionadas con las plaquetas: la citometria de
flujo por impedancia o resistencia eléctrica, el método 6ptico o medida de la intensidad de luz
dispersada y la citometria de flujo por fluorescencia. El método de la citometria de flujo por
fluorescencia permite (ademas de medir la concentracion de numero de plaquetas)
determinar la IPE Para ello se utiliza un colorante fluorescente de oxazina que atraviesa la
bicapa lipidica y tine el material genético (RNA) de las plaquetas. Este fragmento celular

marcado, pasa a través de un haz de luz laser semiconductor y, en funcién de los angulos de
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dispersion de la luz, evalta diferentes caracteristicas de las plaquetas tales como su tamano
celular, gracias a la dispersién de la luz en sentido frontal (también denominado Forward
Scattered Light) o el contenido de RNA, gracias a la dispersion de la luz fluorescente en sentido
lateral (también denominada Side Fluorescent Light). La representacion grafica de ambas
dispersiones permite diferenciar el area de mayor intensidad de fluorescencia, que

representan la IPF (Figura 10).

Forward scatter

Figura 10. Hoffmann J. (Clin Chem Lab Med, 2014) (59).
Escatergrama de representacion de la medida de IPF en
Sysmex XN.

Fluorescence intensity

Este método de medicién presenta ventajas metrolégicas y de practicabilidad respecto a los
métodos “clasicos”, tanto para la medicion de la concentraciéon de plaquetas como para la
medicion de las IPE tales como una menor imprecision en los resultados obtenidos, sobretodo
en las concentraciones de plaquetas cercanas a los limites de decision terapéutica. Asimismo
su medicién no se ve influenciada en determinadas situaciones en las que existen alteraciones
de la forma, tanto de las plaquetas (p.ej. en los casos de anisocitosis plaquetaria) como de los
eritrocitos (p.ej. en los casos de presencia de microcitos, esquistocitos o anisocitosis marcada).
No obstante, este método de medicién también presenta inconvenientes. El principal, en el

caso concreto de la medicion de las IPF, es la falta de intercambiabilidad con otros sistemas de
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medida para su medicién, ya sea del mismo fabricante como de otros. Reflejo de esta

limitacion es el amplio intervalo de referencia de la IPF documentado en la bibliografia (62,

63)

Estas variaciones pueden ser explicadas por la evidente falta de estandarizaciéon. Los
diferentes factores pueden justificar este inconveniente son: el tipo de colorante fluorescente
empleado y su concentracion, el tiempo y la temperatura de incubacion, la falta de materiales
de referencia internacionales, entre muchos otros. Pese a ello, el potencial valor semiolégico
que se le atribuye a esta magnitud hace que se estén realizando multiples esfuerzos para

favorecer la armonizacion entre los sistemas de medida existentes.
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2.4.1.5. Valor semiologico de la fraccion de plaquetas
inmaduras

En los ultimos anos, diferentes estudios han demostrado la utilidad clinica en la clasificacion
de las trombopenias basada en a la cuantificaciéon de la IPE ayudando a establecer un

diagnostico diferencial entre trombopenia de origen periférico y central (64).

Las investigaciones en el campo de las enfermedades inflamatorias han ganado un reciente
interés en la mediciéon de la IPF. Diversos estudios muestran una clara asociacion entre la
IPF y el diagnostico de enfermedades de origen inflamatorio (65). Existen multiples factores
que conducen a alteraciones de la microcirculacion, fundamentalmente las alteraciones en
la coagulacion, originando una gran cantidad de cambios microvasculares que pueden
empeorar cuando la inflamacién activa los factores de coagulacién y las plaquetas (66). La
IPF refleja la produccion y activacion de plaquetas, proporcionando informacion acerca de
la reaccién medular ante una respuesta temprana a un proceso inflamatorio, con lo que
explicaria el hecho que pueda verse aumentada precozmente en pacientes con inflamacién
sistémica, incluso antes de las manifestaciones clinicas (63).

Mas recientemente, y dado su asociaciébn a procesos inflamatorios, las investigaciones
respecto a esta magnitud en el contexto de enfermedades cardiovasculares y cirugias

mayores, también se han visto potenciadas (67-70).
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3. HIPOTESIS
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Debido al progresivo envejecimiento y complejidad de los pacientes sometidos a CCA, existe
el riesgo a una mayor morbi-mortalidad perioperatoria a pesar de la adecuada evaluacion y
cuidados postoperatorios. Las causas que desencadenan estas complicaciones no estan
totalmente descritas en la literatura. No obstante, se sabe que existen factores preoperatorios,
tales como las comorbilidades que presentan los pacientes cuando son sometidos a CCA, asi
como también factores intraoperatorios, tales como la circulacién extracorporea y la duracion
de la misma, el requerimiento transfusional, etc., que influyen en el periodo postoperatorio

inmediato.

La respuesta inflamatoria desencadenada por el propio trauma quirdargico y por los
procedimientos utilizados durante la cirugia, como la circulacién extracorpérea y el
pinzamiento adrtico, es compleja. En la mayoria de los casos se trata de una respuesta que
produce efectos beneficiosos para el paciente, pero en ciertas ocasiones puede llegar a
provocar efectos deletéreos. Estos efectos adversos debidos a la exacerbacion de la propia
respuesta, favorecen el desarrollo de complicaciones durante el postoperatorio. En la
respuesta inflamatoria intervienen multiples mecanismos que involucran diferentes
componentes celulares, como las plaquetas, y diversas moléculas con acciones

proinflamatorias como las citocinas, proteinas de fase aguda, entre muchas otras.

Una mejor deteccion de la respuesta inflamatoria tiene especial interés a la hora de planificar
y/o desarrollar estrategias para atenuar su impacto. A pesar de los avances técnicos en CCA
existen pocas herramientas objetivas disponibles para evaluar el pronéstico en el
perioperatorio. El estudio de nuevos biomarcadores, como la fraccion de plaquetas
inmaduras, y su implantacion conjunta al resto de magnitudes de laboratorio en la practica

clinica habitual, podria contribuir en la mejora de resultados de los pacientes sometidos a
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CCA, mejorando la predictibilidad de las complicaciones postoperatorias actuando de forma

precoz y dirigida.
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4, OBJETIVOS
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Objetivo principal

~ Evaluar la utilidad de la fracciéon de plaquetas inmaduras como potencial biomarcador
asociado a inflamacion en la prediccion del desarrollo de respuesta inflamatoria durante

el postoperatorio de cirugia cardiaca.

Objetivos secundarios

~ Establecer los valores de referencia en la poblacion adulta de nuestra zona de influencia

de la fraccién de plaquetas inmaduras.

~ Estudiar si la adicion de la fraccion de plaquetas inmaduras a los scores APACHE 1II y
SOFA, aportan una mejora en la prediccion de la respuesta inflamatoria postcirugia

cardiaca.

~ Evaluar la asociaciéon que existe entre la fraccion de plaquetas inmaduras, y de otros
biomarcadores clasicos de inflamaciéon como proteina C reactiva, procalcitonina e
interleucina-6, asi como también de la troponina T ultrasensible como biomarcador de
dano miocardico, con el desarrollo de complicaciones cardiovasculares adversas mayores

postcirugia cardiaca.

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona 39



Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona

60



J. RESULTADOS
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5.1. Primer estudio

5.1.1. Presentacion del primer estudio
Cualquier resultado aislado de laboratorio, carece de interés por si mismo. Para dotarlo de
contenido y valor semiolégico, se debe comprar con los denominados valores de referencia.
Segtin las recomendaciones internacionales (71), cada laboratorio deberia establecer sus
propios valores de referencia, atendiendo a las caracteristicas particulares de la poblacion a la
cual el laboratorio da asistencia, asi como también, a la metodologia empleada para la

medicion de la magnitud en cuestion.

Ante la falta de valores de referencia de la fraccion de plaquetas inmaduras publicados en la
bibliografia (para el método de medicion empleado y la poblacién a la que el laboratorio
proporciona asistencia), se plante6 el primer objetivo secundario. De su consecucion se

publicé el primer estudio que forma parte de esta tesis doctoral.
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5.1.2. Primera publicacion

Original papers

Reference interval for immature platelet fraction on Sysmex XN haematology
analyser in adult population

(laudia E. Imperiali™, Ariadna Arbiol-Roca', Lourdes Sanchez-Navarro', Macarena Dastis-Arias’, Juan C. Lopez-Delgado?,
Anna Cortes-Bosch', Ana Sancho-Cerro', Dolors Dot-Bach'

'Clinical Laboratory, Hospital Universitari de Bellvitge, L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Spain
2Critical Care Unit, Hospital Universitari de Bellvitge, L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona, Spain

*Corresponding author: cimperialir@bellvitgehospital.cat

Abstract

Introduction: The Sysmex XN-series haematology analyser has newly adopted a fluorescent channel to measure immature platelet fracti-
on (IPF). To promote the clinical utility of this promising parameter, establishing a reliable reference interval is mandatory. According to previous
studies, IPF values may be affected by the employed analyser and the ethnic background of the individual, but no differences seem to be found
between individuals’ genders. Therefore, this study aimed to define the reference interval for IPF in a Spanish population following Clinical and La-
boratory Standard Institute (CLSI) guidelines.

Materials and methods: A total of 153 healthy Caucasian adults from Spain met the inclusion criteria. IPF measurement was performed by means
of a Sysmex XN-2000 haematology analyser. A non-parametric percentile method was used to calculate the reference intervals in accordance with
(LSl guidelines.

Results: The obtained reference interval for IPF on the Sysmex XN-2000 was 1.6-9.6% (90% confidence intervals (Cls) were 1.5-1.8 and 9.3-11.5,
respectively). No significant gender difference in IPF reference intervals was observed (P = 0.101).

Condlusions: This study provides, for the first time, a reference interval for IPF using a Sysmex XN-2000 in a Spanish population, ranging from 1.6
t0 9.6%. These data are needed to evaluate platelet production in several conditions such as thrombocytopenia, inflammatory states and cardiovas-

cular diseases, as well as for future research.

Key words: platelets; haematology; reference values; immature platelet fraction
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Introduction

In the last decades, automated haematology ana-
lysers have undergone important technological
upgrades, such as the introduction of new meth-
ods and channels, the optimization of reagents
and an improvement in analysis algorithms. This
has resulted in an optimization of the analytical
characteristics and in an increase in the obtained
information. However, this additional information
and the potential clinical uses of the new parame-
ters have not been widely studied. This is the case
with immature platelet fraction (IPF), which is a
new parameter that measures young or immature
platelets in peripheral blood. This parameter is

Biochem Med (Zagreb) 2018;28(1):010708

usually expressed as a proportional value of the
total platelet count (%-IPF), as well as absolute im-
mature platelet (A-IPF), which is a derived value
from the total platelet count and %-IPF.

Immature platelets are the newly released plate-
lets from the bone marrow by megakaryocytes.
They have a short lifespan (< 24 hours) (1). The IPF
is a helpful and non-invasive biomarker for the di-
agnosis of thrombocytopenia. It makes a distinc-
tion between central failures and peripheral plate-
let destruction because it is an indicator of mega-
kariopoetic activity (2,3). Bone marrow activity is

https://doi.org/10.11613/BM.2018.010708
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low in patients with central thrombocytopenia, so
the IPF would be low. In contrast, in conditions
where there is peripheral platelet destruction the
bone marrow activity is accelerated and the IPF
would be high (2).

Immature platelet fraction can also be an early
predictor of bone marrow recovery after chemo-
therapy and stem cell transplantation (4,5). Gener-
ally, IPF values increase several days prior to a rise
in the platelet count avoiding unnecessary platelet
transfusions (6).

In recent years, several potential uses of IPF have
been reported in the literature related to cardio-
vascular outcomes and inflammatory conditions
(7-11). Many studies suggest that a higher propor-
tion of IPF is associated with worse clinical out-
comes in patients with cardiovascular diseases
and in acute coronary syndromes (7,9). Immature
platelets are metabolically and enzymatically
more active than mature ones, having a greater
prothrombotic activity. In consequence, some au-
thors have hypothesized that IPF values may guide
antiplatelet therapy as a marker of platelet turno-
ver. Due to the major prothrombotic activity, a
higher proportion of IPF could be associated with
an attenuated response to antiplatelet drugs (12).

Recent studies suggest that IPF can provide clini-
cal information about inflammatory conditions (8).
In patients with sepsis, the activity of the bone
marrow may also result in the release of an in-
creased concentration of myeloid precursors and
earlier platelets in peripheral blood. The mecha-
nism inducing the increase in the production of
IPF in septic patients could be related to the in-
crease in cytokine production which occurs due to
the inflammatory state (13).

At the beginning, IPF was measured by means of
staining for RNA assessed by flow cytometry. How-
ever, this method had several limitations, such as
being very time-consuming, having a high cost
and a lack of standardization. Nowadays, automat-
ed IPF measurement is integrated into routine
haematology analysers. For example, the newly
developed Sysmex XN-series haematology analys-
er adopts a new platelet fluorescent channel (PLT-
F) to measure IPF.

Biochem Med (Zagreb) 2018;28(1):010708

Despite the above-mentioned clinical benefits,
the provision of reliable reference intervals for IPF
is necessary to evaluate its usefulness and avoid
misdiagnoses. The International Federation of
Clinical Chemistry (IFCC) and Clinical and Labora-
tory Standard Institute (CLSI) recommend that all
clinical laboratories should develop their own bio-
logical reference intervals (14). However, few labo-
ratories currently follow this recommendation be-
cause of its difficulty, great time consumption and
high costs.

The reference interval for IPF in a Spanish popula-
tion employing the Sysmex XN-series have not yet
been studied. According to previous studies, IPF
values are highly dependent on the analyser used
and also on ethnic background, but usually no dif-
ferences between genders are found (15,16). Given
these facts, our hypothesis is that reference inter-
vals performed using the XE-series may not be ap-
propriate for the XN-series. Moreover, the previ-
ously reported reference intervals established us-
ing the XN-series were developed in an Asian pop-
ulation, hence they too may not be valid for the
Spanish population.

For all these reasons, the aim of the present work
was to define 95% reference limits for IPF using
the Sysmex XN-2000 in an adult Spanish popula-
tion following CLSI guidelines.

Materials and methods
Subjects

The study was performed at Bellvitge University
Hospital (Barcelona, Spain) which is a 700-bed
teaching hospital specialized in adult patient care.
The clinical laboratory is accredited according to
the International Standard ISO 15189.

A total of 164 Caucasian volunteers from Spain
were enrolled in this study from December 2015 to
September 2016. Inclusion criteria for individuals
were the following: > 16 years old and apparently
healthy adults. Exclusion criteria were the follow-
ing: any acute or chronic disease, pregnancy, do-
nating blood or receiving a blood transfusion in
the past year, history of alcoholism, smoking > 20

https://doi.org/10.11613/BM.2018.010708
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cigarettes per day and taking any drug known to
affect the platelet number or activity (e.g. salicy-
lates). Moreover, to exclude unhealthy individuals,
blood, serum and plasma were obtained from
each volunteer to assess the complete blood
count (CBC), biomarkers for liver and renal func-
tion, iron status and coagulation. Subjects were
excluded if any laboratory results were outside the
reference intervals used in our clinical laboratory.
This study was approved by the Clinical Research
Ethics Committee of Bellvitge University Hospital.
A completed questionnaire and written informed
consent were obtained from each individual.

Methods

Blood samples were collected in 4 mL tubes con-
taining ethylenediaminetetraacetic acid (K;EDTA)
(Vaccuette®, Greiner Bio One®, Kremsmunster, Aus-
tria) and stored at room temperature before IPF
measurement. All samples were analysed within
2-4 hours of collection. Complete blood count
and IPF were measured using a Sysmex XN-2000
(Sysmex, Kobe, Japan) according to the manufac-
turer’s recommendation. The Sysmex XN-series
adopts fluorescent flow cytometry with semicon-
ductor diode laser to measure IPF. Briefly, oxazine
fluorescent dyes penetrate the platelets and stain
the RNA. The stained platelets are passed through
a semiconductor diode laser beam and the result-
ing forward scatter light (volume) and fluores-
cence intensity (MRNA content) are measured. The
mature and immature platelets are identified on
the basis of their fluorescence intensity. The IPF is
expressed as a proportional value (%-IPF) of the
total platelet count to indicate the rate of platelet
production.

Throughout the study period, three levels of qual-
ity control material (QC-XN-CHECK levels 1, 2 and
3; Streck Laboratories Inc., Omaha, USA) were per-
formed for all routine parameters, fluorescent
platelets count and IPF, to control the performance
of the overall procedure and the instrument under
use.

Within- and between-day imprecision and relative
bias were estimated for IPF using the lower QC
material. The IPF conventional value was assigned

https://doi.org/10.11613/BM.2018.010708

by the manufacturer. The desirable limits for with-
in- and between-day analytical variations (CV,)
and relative bias were defined by Bouro et al. (17).
The within- and between-day imprecision ob-
tained were 1.6 and 2.6%, respectively (desirable
limit: 3.9%) and - 2.6% for relative bias (desirable
limit: 11.9%). The metrological characteristics for
IPF measurement did not exceed the desirable
limits reported (17).

In addition, in order to exclude potentially un-
healthy individuals, serum was collected in serum
gel tubes and plasma in sodium citrate solution
tubes (Vacuette® Greiner Bio-One GmbH?®, Krems-
miinster, Austria) to measure all biochemical pa-
rameters on a Cobas 8000 (Roche Diagnostics®, Ba-
sel, Switzerland) and coagulation parameters on
an ACL-TOP 500 CTS (Instrumentation Laboratory
Company®, Bedford, USA), respectively.

Statistical analysis

All calculations to determine reference intervals
were based on the CLSI guidelines (document
EP28-A3c) (14).

Outliers were detected and removed using the ad-
justed Tukey’s test. The distribution plot was per-
formed to visually inspect the data. The Kolmogo-
rov-Smirnov test was used to assess the normality
of distribution of the data.

According to the normality of the data, appropriate
measures and statistical tests were used. Normally
distributed data were expressed as mean * stand-
ard deviation (SD). The non-normally distributed
data were expressed as median and interquartile
range (IQR). Significance of between-group differ-
ences was tested by the parametric independent t-
test and non-parametric Mann-Whitney test.

The IPF median values in males and females were
compared using the Mann-Whitney U-test. When
the results did not warrant partitioning, data were
combined to calculate the reference interval.

The reference interval was calculated using a non-
parametric method for lower and upper reference
limits as 2.5% and 97.5% of the reference distribu-
tion. The 90% confidence intervals (Cl) were calcu-
lated for lower and upper reference limits.

Biochem Med (Zagreb) 2018;28(1):010708
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The values P < 0.05 were considered statistically
significant. Statistical analysis was performed us-
ing STATA® version 14 (StataCorp LP, Texas, USA).

Results

Blood samples were obtained from all eligible par-
ticipants (N = 164). Three subjects were excluded
due to abnormal total platelet count (in-house ref-
erence values: 149-303 and 153-368 x10°%/L for
males and females, respectively), and one subject
due to low haemoglobin concentration (WHO ref-
erence values: > 130 and > 120 g/L for male and
females, respectively). In total, four participants
did not fulfill all the inclusion criteria and were re-
moved from further analysis. In addition, seven ex-
treme values were detected and discarded as out-
liers. In summary, 153 subjects, comprising 73
males and 80 females, were enrolled for calculat-
ing the reference intervals for IPF on a Sysmex XN-
2000.

The median age (min, max) of the total group was
37 (19-76) years. The median age of males and fe-
males was 31 (19-76) and 41 (20-68) years, respec-
tively (P = 0.074).

The distribution of the complete reference data
for total platelet count, %-IPF and A-IPF, are pre-
sented in a scatter plot (Figure 1). The distribution
for platelet count was Gaussian (P = 0.435) and for
%-IPF and A-IPF was non-Gaussian (P < 0.001 and
P = 0.002, respectively), showing left-skewed his-
tograms.

Data for total platelet count, %-IPF and A-IPF from
healthy individuals are presented in Table 1. No
statistical differences were observed between
genders in any of these three parameters.

Finally, the reference interval and 90% correspond-
ing confidence intervals (90%Cl) for IPF in total in-
dividuals were 1.6 (90%Cl: 1.5-1.8) — 9.6 (90%Cl:
9.3-11.5)%.

Discussion

Nowadays, automated haematology analysers
have been improved to enable the measurement
of immature platelets. In the present research, we

Biochem Med (Zagreb) 2018;28(1):010708
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FiGure 1. (A) Distribution of platelet count. (B) Distribution of
immature platelet fraction (IPF). (C) Distribution of absolute im-
mature platelet count (A-IPF) in reference individuals (N = 153).

show, for the first time, the reference interval for
IPF in a Spanish cohort using the Sysmex XN-2000.
The reference values estimated were 1.6-9.6%, in-
dependent of gender.
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TasLE 1. Platelet count, immature platelet fraction and absolute number from healthy individuals.

Total Male Female P value
(N=153) (N=73) (N=80)
Platelet count (x10°/L) 235+ 47 230+43 240+ 50 0.158*
IPF (%) 4.3(2.9-6.2) 4.1 (2.6-5.9) 4.7 (3.3-6.4) 0.101*
A-IPF (x10°/L) 10.23 (6.81-14.16) 9.46 (6.20-13.24) 11.02 (7.59-15.05) 0.0711

Data are expressed as a mean * standard deviation for platelet count, and as a median (IQR) for IPF and A-IPF. *Differences
between men and women were tested using the t-student's test. TDifferences between men and women were tested using the

Mann-Whitney U test. IPF - immature platelet fraction. A-IPF - absolute immature platelet count.

To promote the clinical use of IPF, establishing reli-
able reference interval should be mandatory. To
the best of our knowledge, no data are available
for IPF adult reference intervals in a Spanish or
southern European population in Sysmex XN-se-
ries analysers. Therefore, we aimed to define 95%
reference limits for IPF and, whenever relevant, es-
tablish separate reference intervals according to
gender. On the basis of our results and in accord-
ance with previously reported data, we did not
confirm statistically significant differences of refer-
ence intervals for male versus female for IPF
(2,15,18,19). Thus, we assume that a gender-specific
reference interval would be unnecessary.

The upper reference limit established in this study
is somewhat higher than in previously published
papers, ranging from 3.2 up to 7.1% (2,15,20). One
can remark that all of these studies were per-
formed with a Sysmex XE-series analyser. In com-
parison with the Sysmex XE, the Sysmex XN seems
to be higher in %IPF. This fact was also described
by Ko et al. (16). According to Van der Linden et al.
and Ko et al., the higher reference intervals of IPF
obtained with the XN compared with the XE series
may reflect the fact that both analysers have dif-
ferent metrological characteristics and that IPF
measured on the XN series has a better precision
and accuracy than when measured on the XE se-
ries (5,16). With the introduction of the XN series,
the principles, channel, reagent and algorithm to
detect IPF have been changed. Given these differ-
ences, IPF results will be more specific and this
suggests the necessity of new reference intervals
for IPF.

https://doi.org/10.11613/BM.2018.010708

Nevertheless, in contrast with our hypothesis, the
reference intervals reported previously in a Korean
population using the Sysmex XN are similar to the
current study, between 1 and 9% (16). These re-
sults suggest that IPF values seem to be more af-
fected by the analyser used than the ethnic back-
ground of the individuals.

This study was, however, limited by the small num-
ber of enrolled reference individuals. Neverthe-
less, it was enough to establish the reference inter-
vals following the CLSI guidelines. Also, it has to be
taken into account that age differences have not
been assessed in the establishment of reference
intervals. Despite this, previous studies indicate
that no differences were found in IPF results when
stratifying by age (18,19). Finally, this study did not
establish the reference intervals for A-IPF. Howev-
er, the clinical utilities of immature platelets, ex-
pressed as a proportional value (%-IPF), are more
widely reported in the literature than A-IPF.

In conclusion and to the best of our knowledge,
we have generated the first report on reference in-
tervals of IPF in a Spanish population using the
Sysmex XN-2000 haematology analyser. The es-
tablished reference interval for IPF was 1.6-9.6%,
independent of gender. These results may be of
benefit to the laboratories using the Sysmex XN-
series analyser, making an accurate interpretation
of patients’ results much easier.
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5.2. Segundo estudio

5.2.1. Presentacion del segundo estudio

El desarrollo de una respuesta inflamatoria durante el postoperatorio de cirugia cardiaca,
sucede de forma fisiolégica como respuesta del organismo ante los diversos estimulos adversos
a los cuales ha sido sometido el paciente. No obstante, la exacerbacién de dicha respuesta

contribuye a un peor pronostico y su temprana deteccion es crucial para atenuar sus efectos.

Las herramientas diagnosticas de desarrollo de respuesta inflamatoria disponibles hoy en dia
son escasas. Por este motivo, se planteé como objetivo principal de la tesis, estudiar la utilidad
de la fraccién de plaquetas inmaduras como potencial biomarcador para predecir la respuesta
inflamatoria clinicamente significativa. Para la consecucion del objetivo principal asi como
también del segundo objetivo secundario, se publico el segundo trabajo que constituye la

presente tesis doctoral.
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5.2.2. Segunda publicacion

Imperiali CE, Lopez-Delgado JC, Dastis-Arias M, Sanchez-Navarro L. Evaluation of the
delta of immature platelet fraction as a predictive biomarker of inflammatory response after
cardiac surgery. J Clin Pathol 2019;0:1-6.

doi: 10.1136/jclinpath-2019-206068
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5.3. Tercer Estudio

5.3.1. Presentacion del tercer estudio

Las complicaciones cardiovasculares, concretamente las que se definen como complicaciones
cardiovasculares adversas mayores (MACE), pueden presentarse tras una intervencion

cardiaca incrementando la morbi-mortalidad perioperatoria.

Una vez demostrado el papel de la fraccion de plaquetas inmaduras en el desarrollo de
respuesta inflamatoria, se planted también investigar cual es su asociacion con el desarrollo de
MACE, las cuales, como se ha visto anteriormente, estan directamente relacionadas con la
respuesta inflamatoria. De esta forma, se propuso investigar si en nuestra poblacién se
encontraba asociacion entre el desarrollo de MACE durante el postoperatorio de CCA y las
plaquetas inmaduras. Puesto que el desarrollo de MACE es complejo y no puede atribuirse a
una Unica causa, se propuso estudiar también coémo se comportan otros biomarcadores de
inflamacion mas habituales como la PCR, la PCT y la IL-6, ademas del marcador de dafo
miocardico, troponina T ultrasensible. De su consecucion se publico el tercer y tltimo estudio

que forma parte de esta tesis doctoral.
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5.3.2. Tercera publicacion
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Abstract

Objectives: The postoperative period of cardiac surgery
(CS) is associated with the development of major adverse
cardiovascular events (MACEs). However, the evaluation of
MACE after CS by means of biomarkers is poorly developed.
We aimed to evaluate postoperative biomarkers that could
be associated with MACE.

Methods: Two Hundred and ten patients who underwent
CS were enrolled during the study period. The diagnosis of
MACE was defined as the presence of at least one of the
following complications: acute myocardial infarction,
heart failure, stroke presented during intensive care unit
(ICU) stay, and 30-day mortality after CS. High-sensitive
troponin T (hs-TnT), C-reactive protein, procalcitonin,
interleukin-6, and immature platelet fraction (IPF) were
measured on ICU admission and after 24 h. The difference
between both measurements (A) was calculated to assess
their association with MACE. Early infected patients (n=13)
after CS were excluded from final analysis.

Results: The most frequent surgery was single-valve
surgery (n=83; 38%), followed by coronary artery bypass
graft (n=72; 34%). Postoperative MACE was diagnosed
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in 31 (14.8%) patients. Biomarker dynamics showed
elevated values at 24 h compared with those at ICU
admission in patients with MACE versus no-MACE.
Multivariate analysis showed that AIPF (OR: 1.47; 95%
CI: 1.110-1.960; p=0.008) and Ahs-TnT (OR: 1.001; 95%
CI: 1.0002-1.001; p=0.008) were independently associ-
ated with MACE.

Conclusions: These findings suggest that postoperative
AIPF and Ahs-TnT may be useful biomarkers for the iden-
tification of patients at risk of MACE development.

Keywords: biomarkers; cardiac surgery; outcome.

Introduction

Cardiac surgery (CS) is a major surgery associated with
substantial morbidity and mortality [1]. Despite im-
provements in anesthesiology, surgical procedures and
postoperative care, cardiovascular complications still
represent an important cause of postoperative morbidity
and mortality [2]. Thus, the occurrence of major adverse
cardiovascular events (MACE) as a complication after
major surgery is not infrequent [3]. The definition of
MACE involves several of those cardiovascular compli-
cations: acute myocardial infarction, stroke, heart fail-
ure, and also mortality itself after a cardiovascular
procedure [4].

Several risk factors, such as age, gender, and comor-
bidities, have been used to assess the risk of MACE in pa-
tients who undergo surgery. However, MACE is not just a
consequence of these risk factors or preexisting comor-
bidities, many intraoperative variables may influence the
development of postoperative complications, and there-
fore MACE development [5]. The inflammatory response
that occurs as a consequence of an intense surgical pro-
cedure and prolonged cardiopulmonary bypass might play
a key role in the development of adverse cardiovascular
events after CS, emphasizing the close relationship be-
tween inflammation and outcomes [6,7]. Some biomarkers
may have a potential role in MACE prediction: cardiac
biomarkers such as high-sensitive troponin I or T (hs-Tnl/

8 Open Access. © 2020 Claudia E. Imperiali et al., published by De Gruyter [(c-) 52| This work is licensed under the Creative Commons Attribution 4.0

Public License.
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T) have been demonstrated to be stronger predictors of
adverse cardiovascular outcomes [8], whereas some in-
flammatory biomarkers, such as C-reactive protein (CRP),
procalcitonin (PCT), and interleukin-6 (IL-6), have a
controversial association with MACE although it seems
that there may be a strong rationale [9-13].

Most recently, immature platelet fraction (IPF), also
called reticulated platelets, has been gained interest as a
potential predictor of MACE after surgery [5,14,15]. They
are metabolically and enzymatically more active than
mature platelets and have a greater prothrombotic activ-
ity, which is closely related with decompensated inflam-
matory status [16]. In addition, IPF has recently shown an
association between inflammatory response and out-
comes after CS [17]. In consequence, it seems likely that
IPF may be associated with MACE after CS. The usefulness
of the IPF is based on the fact that its measurement has
been currently integrated into the routine hematology
analyzer, making the IPF value available in a generalized
way.

In agreement with previous data we hypothesized that
the cardiac and inflammatory biomarkers could be asso-
ciated with the development of cardiovascular outcome
and mortality after CS. Therefore, our study was aimed to
evaluate the association between postoperative bio-
markers, such as hs-TnT, CRP, PCT, IL-6, and IPF with
MACE development in the setting of CS.

Materials and methods

Patients

This is a prospective and observational single-center study performed
in a third-level university affiliated hospital, from March 2016 to March
2017. The study was approved by the local Ethics Committee of the
hospital (Reference No. PR090/16). Written informed consent was
obtained from each patient prior to enrollment. This study was con-
ducted in accordance with the Declaration of Helsinki and standards
of good clinical practice.

Patients were eligible for the study if they were > 18 years old and
underwent CS with an intensive care unit (ICU) stay of at least 48 h. CS
included the following surgical procedures: coronary artery bypass
graft (CABG), valve surgery, aortic surgery, and cardiac tumor resec-
tion. Exclusion criteria were as follows: preexisting immunosuppres-
sion, hematological and oncological diseases in the last 5 years, and
heart transplantation.

The operations were performed throughout the study period by
the same group of cardiac surgeons using median sternotomy, stan-
dard cardiopulmonary bypass with moderate hypothermia (> 34 °C),
and antegrade cardioplegia. A mean aortic pressure of > 65 mmHg was
maintained during CS. For revascularization, the internal thoracic

DE GRUYTER

artery (or bilateral if possible) and saphenous vein grafts were used.
Bypass graft flow was assessed for each graft by Doppler transit time
flowmetry. All patients were transferred to the cardiac ICU post-
operatively. All patients received prophylactic antibiotics after surgery
based on local protocols. In all patients, decisions regarding post-
operative ICU management were made by the attending physician
according to local protocols.

Data were extracted from the electronic medical records of each
patient and collected in a database for analysis purposes. Preoperative
data (i.e., demographic data, comorbidities, and treatment before
surgery), operative data, and postoperative variables were routinely
collected.

Methods

The main study outcome was the presence of MACE during the follow-
up period. MACE was recorded if any of the described complications
were present from ICU admission immediately after surgery to ICU
discharge and mortality at 30 days after CS. The diagnosis of MACE
was defined as, at least, the presence of one of any of the following
complications: acute myocardial infraction, heart failure, stroke, and
any all-cause mortality. Acute myocardial infarction, heart failure,
and stroke were defined according current definitions and clinical
practice [18-24]. Briefly, acute myocardial infarction was defined as
the presence of abnormal repolarization on electrocardiogram (i.e., Q
waves, ST-segment elevation or depression, new left bundle branch
block), imaging evidence of new regional wall motion abnormality
and elevation of cardiac biomarkers [18,20]. Stroke was defined as
the presence of an acute episode of a focal or global neurological
deficit [21,22]. Heart failure was defined as the appearance of a
recent deterioration in heart function or the worsening in patients
with previous heart failure, and the need of inotropes or vaso-
pressors to keep hemodynamic stability during postoperative
period [19,23]. An echocardiography, or invasive monitoring in the
most severe cases (i.e., pulmonary artery catheter), was performed
at the bedside in order to confirm the diagnosis of postoperative
heart failure [24].

Blood collection and measurement of biomarkers: Blood
samples for the study were taken by central venous catheter at ICU
admission postoperatively and then at 24 h postoperatively. Plasmas
were collected in 4 mL tubes containing Lithium Heparin (Vaccu-
ette®, Greiner Bio One®, Kremsmiinster, Austria). After collection,
samples were centrifuged at 2000 rpm for 10 min and immediately
processed and/or stored at —20 °C until measurement. The hs-TnT
and CRP were measured immediately on Cobas 6000 analyzer
(Roche Diagnostics International, Rotkreuz, Switzerland) using the
electrochemical luminescent method and immunoturbidimetric
method, respectively. IL-6 and PCT were measured from stored
plasma on Cobas 6000 analyzer using the electrochemical lumi-
nescent method.

For IPF measurement, samples were collected at ICU admission
and 24 h after CS in 4 mL tubes containing tripotassium ethyl-
enediaminetetraacetic acid (Vaccuette®, Greiner Bio One®, Krems-
miinster, Austria) and stored at room temperature before
measurement. All samples were analyzed within 2-4 h after collection
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using Sysmex® XN (Sysmex®, Kobe, Japan) according to the manu-
facturer’s recommendations.

Additionally, preoperative and postoperative data related to
renal and hepatic function assessment (creatinine, total bilirubin, and
alanine aminotransferase) were measured on Cobas 6000 using
spectrophotometry method. Hemoglobin, leucocytes, and platelets
concentrations were measured on Sysmex XN analyzer. Hemoglobin
was measured by means of sodium lauril sulfate photometric method
and leukocytes and platelets by fluorescence flow cytometry method
with semiconductor diode laser.

The Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il (APACHE
1I) score was calculated for each patient during the first 24 h of ICU
stay.

Statistical analysis: Continuous variables are presented as means
and standard deviations or medians and interquartile ranges as
appropriate. The significance of the differences of the mean between
groups was assessed using a Student’s t-test if the distributions of the
data were normal or the Mann-Whitney U test for variables with
skewed distributions. For categorical variables, we used the Pearson x
test or Fisher’s exact test, where appropriate.

A logistic regression model was performed to examine the asso-
ciation between biomarkers (hs-TnT, CRP, IL-6, PCT, and IPF) and
MACE development (outcome variable).

The established risk factors of age, sex, intraoperative trans-
fusion, and aortic cross-clamping time (ACC) were considered to be
potential covariates for the model. Only the variables with statistical
significance in the univariate model were included in the final model.

Table 1: Baseline characteristics of all patients and subgroups.

Imperiali et al.: MACE biomarkers after surgery = 3

A probability of < 0.05 was considered statistically significant. Sta-
tistical analyses were performed using Stata/MP, version 14 (Stata-
Corp LP).

Results

During the study period, 210 adult patients (n=120) were
included. Demographics and preoperative data of all pa-
tients and grouped according to MACE development are
shown in Table 1.

The median ICU stay was 3 (2-5) days and the mean
APACHE IIwas 12.9 + 4.6. At least one outcome event of the
MACE definition was diagnosed in 31 (14.8%) patients
(Table 2). More than one outcome was occurred in five
patients. Two patients showed heart failure (HF) and death.
One patient developed HF and myocardial infraction (MI)
and another patient presented HF and stroke. Finally, the
last patient presented HF, MI, and death.

The most frequent surgery was single-valve surgery
(n=83; 38%), followed by CABG (n=72; 34%), mixed pro-
cedures (CABG plus valve: n=22; 10.5%), double valve
(n=17; 8%), aortic surgery (n=11; 5.3%), and miscellaneous,
which mainly included myxoma extraction (n=5; 2.4%). The
remaining surgical parameters are shown in Table 3.

Characteristics Patients (n=210) No MACE (n=179) MACE (n=31) p-Value
Male sex, n (%) 137 (65) 120 (67) 17 (57.8) 0.188
Age, years (min—-max) 70 (28-86) 70 (28-86) 71 (72-85) 0.566
BMI, kg/m?, mean + SD 30+ 4.8 29+ 4.9 27.6 + 3.5 0.120
Laboratory parameters
Hemoglobin, g/L, mean + SD 132+ 16 132 +19 131+18 0.847
Leukocytes, x 10°, mean + SD 8.0+2.3 8.1+23 7.4+19 0.173
Platelets count, x10°/L, mean + SD 218 + 63 222 +63 188 + 52 0.009
Creatinine, pmol/L, mean + SD 94 + 31 94 + 32 95+ 25 0.413
Total bilirubin, pmol/L, mean + SD 10+ 6 9.7 +5.2 12.7 +10.9 0.332
ALT, U/L, median (IQR) 18.6 (13.8-25.8) 18.6 (13.8-25.2) 20.4 (15-28.8) 0.447
Comorbidity and therapy
Diabetes mellitus, n (%) 85 (40.5) 73 (40.8) 12 (38.7) 0.828
Hypertension, n (%) 165 (78.6) 141 (78.8) 24 (77.4) 0.866
Dyslipidemia, n (%) 138 (65.7) 119 (66.5) 19 (61.3) 0.574
COPD, n (%) 19 (9.5) 15 (8.4) 4(12.9) 0.418
NYHA class Ill and IV, n (%) 73 (34.8) 58 (32.4) 15 (48.4) 0.198
Previous MI, n (%) 61 (29) 49 (27.4) 12 (38.7) 0.199
Previous stroke, n (%) 22 (10.5) 16 (8.9) 6(19.4) 0.080
Aspirin, n (%) 104 (49.5) 90 (50.3) 14 (45.2) 0.599
Beta-blocker, n (%) 112 (53.3) 95 (53.1) 17 (54.8) 0.856
Statin, n (%) 134 (63.8) 114 (64) 20 (64.5) 0.960

Data are presented as No (%) or mean + SD or median (IQR) according with data distribution. Years are presented as a mean (minimum-
maximum). BMI, body mass index; ALT, alanine aminotransferase; COPD, chronic obstructive pulmonary disease; NYHA, New York heart

association; MI, myocardial infraction.
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Table 2: Outcome events presented after CS.

Event n (%)
MI, n (%) 6 (2.9
Stroke, n (%) 2(0.95)
HF, n (%) 22 (10.5)
Death 1-month, n (%) 7 (3.3)
At least one MACE, n (%) 31 (14.8)

Data are presented as number (%). Abbreviations: MI,
myocardial infraction; HF, heart failure; CS, cardiac surgery;
MACE, major adverse cardiovascular event.

Biomarkers

Biomarkers (hs-TnT, CRP, IL-6, PCT, and IPF) were
measured immediately at ICU admission and 24 h after CS.
IL-6 and PCT at 24 h were measured only in 137 (65.2%) of
the total patients due to a lack of plasma separation or not
refrigerated immediately after extraction, which can affect
IL-6 stability [25]. Measurement of the remaining bio-
markers was routinely performed at both times. The delta
of each biomarker was calculated for each patient. It was
defined as the difference between day 1 after CS and the day
of ICU admission. For IPF (%), the difference is expressed
in percentage points.

DE GRUYTER

Biomarker dynamics showed elevated values in pa-
tients with MACE compared to those without MACE. How-
ever, not all biomarkers were significantly higher in
patients with MACE than those without MACE (Table 4).
Only the delta of PCT, hs-TnT, and IPF was statistically
significantly higher in MACE compared to no-MACE. The
relative percentage change of each biomarker was 661% for
PCT, -3.8% for hs-TnT, and 18% for IPF in no-MACE and
2.975%, 48%, and 37.5%, respectively, in MACE. Since the
presence of infection could cause higher biomarker con-
centrations, especially of CRP, IL-6, PCT, and IPF, the data
were analyzed excluding patients who developed infection
during the first 3 days after CS (Table 4). In total, 13 patients
presented with infection. The most frequent infection was
pneumonia (n=10; 79.9%), followed by mediastinitis (n=1;
7.7%), surgical wound infection (n=1, 7.7%), and urinary
tract infection (n=1; 7.7%). Furthermore, the remaining
postoperative laboratory results related to renal, hepatic,
and hemogram parameters, are shown in Table 5.

Logistic regression

The univariate analysis exposed differences between pa-
tients with and without MACE with respect to ACC time,
transfusion of hemoderivatives, delta of troponin and delta

Table 3: Surgical data of total patients and in patients with and without MACE.

Surgical parameters Total No MACE MACE p-Value
(n=210) (n=179) (n=31)
Surgical procedure, n (%)
CABG 72 (34.2) 64 (35.8) 8 (25.8) 0.075
Valve surgery 83 (39.5) 74 (41.3) 9(29)
Double valve 17 (8.1) 13(7.3) 4(12.9)
Mixed procedures 22 (10.5) 15(8.4) 7 (22.6)
Aortic surgery 11 (5.2) 8 (4.5) 309.7)
Miscellaneous 5(2.4) 5(2.8) 0
Elective surgery, n (%) 155 (73.8) 135 (75.4) 20 (64.5) 0.184
Operating time, min, mean + SD 277 + 88 272.5+ 84 305.9 + 106 0.085
CPB time, min, mean + SD 103 + 38 100.6 + 36 114.3 + 46 0.115
ACC time, min, mean + SD 61.8+37 58.2 + 36 82.7 + 36 0.004
Intraoperative blood cells transfusion, n (%) 38 (18.1) 26 (14.5) 12 (38.7) 0.001
Number of blood cells, n (%) 0.008
1 20(9.5) 14 (7.8) 6 (19.4)
2 15(7.1) 9 (5 6 (19.4)
3 2(1) 2(1.1) 0
4 1(0.5) 1(0.06) 0
Intraoperative platelets transfusion, n (%) 24 (11.4) 15 (8.4) 9(29) 0.001
Number of platelet pools, n (%) <0.001
1 19(9.1) 14 (7.8) 5(16.1)
2 5(2.4) 1(0.6) 4(12.9)

Data are presented as number (%), mean + SD. Abbreviations: CABG, Coronary artery bypass grafting; CPB, Cardiopulmonary Bypass; ACC,

aortic-cross clamping; MACE, major adverse cardiovascular event.
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Table 5: Postoperative laboratory results.
Postoperative (ICU admission) Patients (n=210) No MACE (n=179) MACE (n=31) p-Value
Hemoglobin, g/L, mean + SD 106 + 15 107 + 15 101 + 15 0.129
Leukocytes, x10°/L, mean + SD 13.1+5.5 13.0+ 5.6 13.0 + 4.6 0.590
Platelets count, x10°/L, mean + SD 164 + 57 168 + 58 143 + 46 0.022
Creatinine, pmol/L, mean + SD 79 £32 79 +34 81+23 0.250
Total bilirubin, pmol/L, mean + SD 15+9 15+8 19+11 0.038
ALT(U/L), median, IQR 17 (13-25) 16 (13-24) 20 (14-31) 0.066
Postoperative (24 after CS)
Hemoglobin, g/L, mean + SD 101 + 14 101 +13 98 + 16 0.405
Leukocytes, x10°/L, mean + SD 14.4 £ 4.3 141+ 4.1 16.3 5.1 0.019
Platelets count, x10°/L, mean + SD 166 + 54 169 + 56 148 + 48 0.073
Creatinine, pmol/L, mean + SD 90 + 50 87 + 47 112 + 61 0.004
Total bilirubin, pmol/L, mean + SD 13+9 12+9 17 £ 14 0.013
ALT, U/L, median, IQR 19 (15-29) 18(14-25) 34 (22-102) <0.001

Data are presented as number (%) or mean + SD or median (IQR) according with data distribution. Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase;

MACE, major adverse cardiovascular event.

of IPF. In contrast, age and sex were not different (Table 6).
After accounting for ACC time and transfusion of hemo-
derivatives, the association of delta of IPF and delta of hs-
TnT with the occurrence of MACE remained significant. On
the one hand, the delta of IPF demonstrated the strongest
independent association with a highest OR of 1.47 (CI: 1.11-
1.96). On the other hand, the delta of hs-TnT also shows an
independent association with an OR of 1.001 (CI: 1.0002—
1.001). This result represents the risk of developing MACE
was found to be increased by 10% for a rise of the delta of
hs-TnT of 100 ng/L (Table 6).

Discussion

Despite surgical advances and improvements in the post-
operative management of CS patients, cardiovascular
complications after CS are an important issue that can
worsen patients’ outcomes. In this prospective study, with
more than 200 patients who underwent CS, we found that

the delta of IPF, and the delta of hs-TnT to a lesser extent,
are both associated with postoperative MACE develop-
ment, independently of the presence of established risk
factors.

Our findings may demonstrate the potential usefulness
of IPF and hs-TnT to detect increased risk of MACE devel-
opment after CS. This result was in concordance with
previous studies. Multiples studies have shown the asso-
ciation of hs-TnI/T with MACE [26-28]. To date, only one
published study found a relationship between IPF and
MACE, but this study was performed in non-CS patients [5].
To the best of our knowledge, there is no study showing
this association in CS patients until now.

CS may exacerbate or enhance the inflammatory
response, which has important clinical implications lead-
ing to postoperative heart failure. Many biochemical and
molecular mechanisms are involved in the pathogenesis of
the inflammatory response: nitric oxid alteration genera-
tion, increased levels of proinflammatory cytokines, and
endothelium dysfunction, among others. As a consequence,

Table 6: Logistic regression model of variables associated with MACE occurrence.

Univariate Multivariate
Variables OR (95% CI) p-Value OR (95% CI) p-Value
Sex 1.67 (0.77-3.63) 0.191 - -
Age 1.02 (0.98-1.06) 0.380 - -
ACC time 1.02 (1.01-1.03) 0.001 1.02 (1.01-1.03) 0.003
Transfusion of hemoderivates 2.77 (1.45-5.32) 0.002 1.97 (0.90-4.28) 0.089
AIPF 1.55 (1.17-2.07) 0.002 1.47 (1.11-1.96) 0.008
APCT 1.10 (0.97-1.24) 0.124 - -
Ahs-TnT 1.001 (1.0002-1.002) 0.010 1.001 (1.0002-1.001) 0.008

Abbreviations: OR, Odds ratio; Cl, confidence interval; ACC time, Aortic cross-clamping; AIPF, delta of immature platelet fraction; APCT, delta of

procalcitonin; Ahs-TnT, delta of high-sensitive troponin T.
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the inflammatory response after CS may increase the risk of
a postoperative cardiac event as well a variety of organs
dysfunction [29].

Since an inflammatory response could be involved in
the pathogenesis of cardiovascular outcomes after CS, we
hypothesized that inflammatory biomarkers such as PCT,
CRP, IL-6, and IPF could be associated with MACE
development.

As expected, on the one hand, we found that some
laboratory parameters related with renal, hepatic, and also
leukocytes, are higher during postoperative period in pa-
tients who developed MACE compared to those who did
not. MACE is closely linked with inflammatory response.
Likewise, this inflammatory response contributes to the
pathogenesis of organ failure [29].

On the other hand, in our study, we found that at least
one of the criteria of MACE was present in 31 patients. No
differences were found between types of surgical proced-
ures and MACE development. Regarding biomarkers, all
studied biomarkers demonstrated higher values in the
MACE group, with statistically significant differences in
delta values for PCT, hs-TnT, and IPF. No differences be-
tween groups were found for the deltas of IL-6 and CRP. It is
well-known that PCT, IL-6, CRP, and also IPF are strongly
related with infections; hence, we also examined the re-
sults after excluding patients who developed an infection
during the first 3 days after surgery.

The behavior of the deltas of different biomarkers were
the same even after excluding patients with early post-
operative infections. Regarding IL-6, a recent study per-
formed in adult CS found a significant association with IL-6
levels and mortality following CS [30]. In contrast with our
study, they studied 1-year mortality.

Despite differences in CRP, the delta not being statis-
tically significant, its behavior showed the same trend
(positive) in both groups. CRP results were lower at ICU
admission compared to CRP levels 24 h after surgery, which
may be related to the kinetics of this acute-phase protein.
Early postoperative CRP levels start to increase within 2 h
and achieve their peak after 48 h [31].

A major surgical procedure always triggers a signifi-
cant inflammatory response, and CRP increases after CS as
a response to inflammation induced by surgery trauma in
an unspecific way, which may ultimately explain why we
did not find differences between groups. CRP does not
represent a useful biomarker in this setting because of its
elevation after an uncomplicated course.

Some studies have reported higher PCT levels in pa-
tients with complications after CS. Liu et al. [32] found a
PCT peak within 24 h postoperatively, noting that PCT
concentrations and PCT clearance were significantly

Imperiali et al.: MACE biomarkers after surgery = 7

higher in the non-survivor group compared with survivor
group after CS. Clementi et al. [13] found that PCT con-
centrations measured at 48 h after CS were significantly
higher in renal and respiratory outcomes and in septic
patients, and in agreement with our study, they did not find
differences in cardiovascular outcomes either between
patients who died during hospitalization, at 30 days or at
6 months.

Troponin T or I are cardiac biomarkers that reflect the
pathophysiological mechanism of MACE from a direct
myocardial injury point of view. In a large cohort of coro-
nary artery disease patients, elevated hs-Tnl levels were
associated with an increased risk of MACE [8]. Another
study conducted by Mauermann et al. [26] examined the
association of troponin changes from first and second
postoperative days in CS patients with all-cause mortality
and cardiac morbidity, finding that an increase of more
than 10% in troponin levels was significant associated with
the endpoint. All these findings are in accordance with our
study, which were found even after cross-clamping time
multivariate analysis adjustment.

Research on IPF has recently focused on the potential
association with clinical outcomes in patients with car-
diovascular diseases and major surgery. While IPF pro-
duction is known to be promoted by low platelet
concentration in blood, its role in inflammatory conditions
is still less understood and the mechanism for increased
IPF levels after surgery have not been well explored so far.
Growing evidence supports the fact that the pathophysio-
logical mechanism through which IPF increases after
inflammatory stimuli is related with thrombopoietin
regulation in response to acute-phase mediators. IL-6 in-
creases thrombopoietin transcription from the liver and
consequently thrombopoietin rises causing a reactive
platelet production [33].

Previous studies demonstrated the association of IPF
with inflammatory response complications but only one of
these was performed in CS patients [17]. IPF levels may be
useful as a biomarker for the early identification of patients
at risk of inflammatory response development after CS. The
role of IPF in infection has been widely studied. Previous
research revealed its utility especially in septic patients.
Park et al. [34] found that IPF has high sensitivity and ac-
curacy in the discrimination of septic from nonseptic pa-
tients. Moreover, Koyama et al. [35] reported that immature
platelet count is associated with major mortality in septic
patients. However, publications regarding IPF association
with complications after surgery are scarce. Our data are in
agreement with a study performed by Anetsberger et al. [5].
These authors found that high postoperative IPF levels
are associated with an increased risk of major adverse
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cardiovascular as well as thromboembolic events in pa-
tients who underwent non-CS.

Limitations of the study

The first limitation of our study is related to the sample size.
The sample size limited the number of variables that could
be examined to determine the independent association of
biomarkers with MACE. Second, follow-up data from PCT
and IL-6 at 24 h after surgery are lacking in an important
number of patients due to the stability of IL-6 over the course
of time. Third, only two biomarkers measurement were
performed postoperatively (at ICU admission and at 24 h
after CS), no further measurements were performed. How-
ever, we think that the delta between these two times could
provide reliable and more early information than other in-
tervals as, for example, ICU admission and 48 h after CS.

Finally, preoperative IPF measurement was not per-
formed. However, a previous study performed in non-car-
diac surgeries, which investigated the association with IPF
and MACE, did not find significant differences in preop-
erative IPF results between groups [5].

Conclusions

In summary, increased levels of the deltas of IPF and hs-
TnT between O h and at 24 h after CS were associated with
worse clinical outcomes related with adverse cardiovas-
cular events during ICU stay and mortality at 30 days in our
population. Our research shows that the deltas of IPF and
hs-TnT remain associated with MACE development even
after intraoperative factor adjustment, such as cross-
clumping time and transfusion of hemoderivatives. Our
data suggest that IPF and troponin postoperative mea-
surement would be helpful for MACE assessment in pa-
tients undergoing CS. These data are of potential interest as
IPF is an easily and inexpensively obtained routine labo-
ratory test that is readily incorporated into clinical practice.
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Los pacientes sometidos a cirugia cardiaca cada vez son mas complejos, situacién que
comporta una mayor susceptibilidad a sufrir complicaciones en el postoperatorio a pesar de

los grandes avances que se han producido en este ambito.

Las alteraciones hemodinamicas favorecen el desarrollo de estas complicaciones. Los
mecanismos fisiopatoloégicos que provocan estas alteraciones subyacen en la respuesta
inflamatoria. Por tanto, la respuesta inflamatoria que desarrolla el paciente tras la cirugia,

condicionara, en cierta medida, su evolucion.

Una adecuada respuesta inflamatoria comporta efectos beneficiosos que marcara el éxito de
la cirugia. Sin embargo, una respuesta inflamatoria exacerbada comportard acciones
perjudiciales para el paciente. Las herramientas que disponen los profesionales responsables
de los cuidados postoperatorios de estos pacientes para la deteccion de la respuesta
inflamatoria exacerbada, son escasas. Muchas de las evaluaciones pronoésticas de uso habitual
no contemplan variables tan importantes como el tiempo de circulacién extracorporea, asi

como la administraciéon de hemoderivados, entre otras.

Esta tesis representa el primer estudio que evaltia la asociacién de la fraccion de las
plaquetas inmaduras con el desarrollo de respuesta inflamatoria exacerbada en pacientes
sometidos a cirugia cardiaca y su utilidad como biomarcador predictor de la misma. Del
mismo modo, representa también el primer estudio que evalta la asociacion de esta
magnitud biolégica en el desarrollo de eventos cardiovasculares mayores (MACE) en el
contexto de CCA. También representa el primer estudio que establece valores de referencia
en nuestra poblacion para el método de medida empleado, indispensable para la correcta

interpretacion de los resultados.
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En este apartado se llevara a cabo una discusiéon general del contenido de esta tesis. Se
resumiran y discutiran los resultados obtenidos de las tres publicaciones realizadas de forma

secuencial para la consecucion de los objetivos planteados.
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6.1. Primer estudio: elaboracion de valores de
referencia de la fraccion de plaquetas inmaduras

Para llevar a cabo este estudio, se incluyeron 153 individuos de referencia que cumplieron con
los criterios de inclusion y exclusion previamente establecidos. 73 de ellos fueron hombres y
80, mujeres. Al no encontrarse diferencias estadisticamente significativas entre los resultados
de IPF entre ambos sexos, se establecieron los limites de referencia de forma conjunta. Los
valores obtenidos correspondientes al percentil 2,5 y 97,5 fueron de 1,6 y 9,6 %,

respectivamente.

De acuerdo a la bibliografia consultada, no se encontré ninguna publicaciéon referente a
valores de referencia de IPF en poblacion espafiola empleando el sistema de medida Sysmex
serie. XIN. Este hecho fue la principal causa que nos motivé para establecerlos en nuestro
propio laboratorio. Por un lado, atendiendo a la premisa de que dichos valores son altamente
dependientes del sistema de medida empleado, y por otro, debido a la posible variaciéon entre

diferentes etnias, e incluso, poblaciones.

De los estudios publicados previamente, la mayoria fueron realizados principalmente en el
analizador Sysmex serie XE. Con la introduccion de la nueva serie de Sysmex, la XN, Ko et
al. llevé a cabo una comparacion de los valores de IPF entre ambas que mostr6 que la serie
XN presentaba valores mas elevados (63). La introduccion de la serie XN comporto diferentes
cambios a nivel de canales, reactivos e incluso algoritmos para la medicion de las plaquetas
inmaduras. Este hecho supuso una mejora metrologica que podria justificar esta variaciéon y la
necesidad de establecer nuevos valores de referencia de la magnitud (63). Este hallazgo
justifica porqué los valores de referencia de IPF publicados y establecidos en la serie XE, son

mas bajos a los obtenidos en nuestro estudio (62, 64, 72).

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona 91



Sin embargo, pese a que esta descrito que las diferencias entre etnias también pueden suponer
diferencias en los valores de referencia de IPE, un estudio realizado en poblacién coreana y
con la misma serie de analizadores, XIN, demostré una gran similitud con nuestros valores
publicados (63). Pese a que solo se trata de un estudio, estos resultados podrian llevarnos a
pensar en que la variacion en los valores de referencia publicados viene dada, principalmente,
por las diferencias entre los sistemas de medida, independientemente del origen de la
poblaciéon. Un estudio previo realizado por Jung et al. en el Sysmex XE (73), observaron que
en esta serie de analizadores si destacaban las diferencias entre etnias. Sin embargo, este

mismo comportamiento no se ha podido corroborar en la serie XN.

A priori, el hecho de que clasicamente existan diferentes intervalos de referencia para el
recuento de plaquetas para ambos sexos, nos lleva a pensar que estas diferencias se
mantengan en el caso de IPE Sin embargo, en concordancia con estudios previos, nuestro
trabajo tampoco ha confirmado esta hipétesis ya que no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas que justificaran la necesidad de elaboraciéon independiente de
valores de referencia de IPF para hombres y mujeres (62, 74, 75). Al tratarse de una fraccion
de nimero respecto al recuento total de plaquetas, dicha fracciéon se mantiene estable entre

ambos sexos aunque la concentracion de plaquetas pueda variar.

El hecho de haber proporcionado valores de referencia que se puedan emplear en nuestra
poblacién y condiciones de trabajo, brinda informaciéon importante a la hora de interpretar
los resultados de los pacientes y resulta una herramienta esencial para esta tesis doctoral e

investigaciones futuras.
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6.2. Segundo estudio: evaluacion de la fraccion de
plaquetas inmaduras como biomarcador de
prediccion de respuesta inflamatoria

El segundo estudio se recoge en el segundo manuscrito publicado que forma parte de esta

tesis doctoral.

Como se ha comentado ampliamente a lo largo de esta tesis, la respuesta inflamatoria
clinicamente significativa o exacerbada (RI) que sucede durante el postoperatorio de CCA, es
compleja y dificil de predecir, por lo que no siempre es posible aplicar estrategias tempranas

que permitan atenuar el desarrollo de complicaciones futuras.

En este segundo apartado, nos planteamos estudiar la asociaciéon entre la fraccion de
plaquetas inmaduras y la RI, concretamente, evaluar si dicha magnitud es de utilidad para
predecir el desarrollo de la RI tras una CCA. Asimismo, nos planteamos estudiar si la
combinacion de este biomarcador con los scores clasicamente utilizados en UCI (APACHE 1T 'y
SOFA), mejoraria la capacidad de éstos para la prediccion de RI. Para ello, se incluyeron 327
pacientes que ingresaron en el servicio de UCI del Hospital Universitari de Bellvitge, durante
el postoperatorio de CCA, entre noviembre de 2015 y julio de 2017. Se trata de un estudio
observacional y prospectivo, donde los pacientes se siguieron desde el ingreso en UCI

postcirugia, hasta el alta de dicha unidad.

Se registr6 la presencia de RI en aquellos pacientes que requirieron farmacos vasoactivos
durante, al menos, 48 horas con la finalidad de mantener una adecuada presién arterial

media.

Como ya se ha comentado, no existe una definiciéon consenso de RI en el contexto de CCA.

Por este motivo, se decidié definir RI desde un punto de vista mas pragmatico, basada en una
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respuesta fisiopatologica como es la hipotension. La RI comporta, entre muchas otras cosas,
una disfunciéon endotelial que conlleva a una vasodilatacion (76). Bajo esta premisa, Weis et al.
sugiri6 que la dependencia de vasoconstrictores es un sintoma de una RI severa, encontrando
que en estos pacientes, el requerimiento de farmacos vasoactivos fue de 48 horas (77). Pese a
que este estudio se ha llevado a cabo con una definiciéon fundamentada, la falta de consenso

en la definicion de RI, representa una limitacién del estudio.

A cada paciente incluido en el estudio, se le realizé la medicion del porcentaje de plaquetas
inmaduras al ingreso inmediato en UCI y a las 24 horas. Ademas, se calcul6 la puntuacion

APACHE II'y SOFA durante las primeras 24 horas.

Con los dos resultados de IPF obtenidos, se calculé la diferencia entre el valor obtenido a las
24 horas menos el obtenido al ingreso en UCI, delta de IPF (AIPF). Esta diferencia fue

expresada en puntos porcentuales (pp).

Relacion entre el AIPF y el desarrollo de RI

Para estudiar la asociaciéon entre AIPF y el desarrollo de RI, se llevd a cabo un modelo de
regresion logistica con finalidad predictiva ajustado por las siguientes variables de control:
edad, sexo, dislipemia, enfermedad pulmonar obstructiva croénica, cirugia electiva o
emergente, hemoglobina pre y postoperatoria, requerimiento transfusional intraoperatorio,

tiempo de CEC, tiempo de pinzamiento adrtico y concentraciéon de plaquetas postcirugia.

Las variables que resultaron ser estadisticamente significativas en el modelo de regresion
logistica univariante, fueron: la edad del paciente, el tiempo de CEC y la transfusion de

hemoderivados. El tiempo de CEC fue la tnica variante que se mantuvo significativa en el

Claudia Imperiali - Tesis Doctoral - Universitat Autonoma de Barcelona 94



modelo multivariante. En el modelo final se observd como el AIPF mantenia la asociacion con

la RI de forma significativa tras ser ajustado por la variable de control (OR: 1,26; p=0,038).

Para llevar a cabo este estudio se calcul6 el valor del delta de IPF. Se decidi6 utilizar esta
forma de expresion de los resultados debido a que, tanto los valores obtenidos en el ingreso
inmediato en UCI tras la cirugia y a las 24 horas del mismo, estaban comprendidos dentro del
intervalo de referencia publicado en el primer estudio, tanto en el grupo de pacientes que
desarrollaron RI como en el que no lo desarrollaron. Sin embargo, al analizar las diferencias
entre ambos dias consecutivos observamos que el incremento de IPF era de 35,5% en los
pacientes que desarrollaron RI 'y de s6lo 10,2% en aquellos que no. Como profesionales de
laboratorio tenemos que tener presente el concepto de valor de referencia del cambio (VRC).
A modo general, este valor indica si un cambio entre dos valores consecutivos de una misma
magnitud en un paciente, es clinicamente significativo y no atribuible a la variacién biologica
o analitica. En 2017, Buoro et al. (78) establecieron que el VRC de IPF en el analizador
Sysmex XN es de 24,8%, encontrandose por debajo de la diferencia hallada en el grupo de
RI, y por encima en el grupo de pacientes que no desarrollaron RI. Nuestros resultados
respaldan la importancia que tiene analizar la cinética observada con al menos dos resultados
consecutivos y no sélo un resultado aislado, ya que de esta forma podria llevarnos a una

interpretacioén equivocada.

Como se ha comentado previamente, la CEC desencadena una RI especifica mediante
diferentes mecanismos. En este segundo estudio, confirmamos que en nuestra poblacion, la
duraciéon de la CEC, result6 ser un predictor independiente del riesgo de desarrollar una RI
(OR=1,01; p=0,029), coincidiendo con estudios previos (77, 79). Tras ajustar el modelo de
regresion por esta importante variable de control, el delta de IPF continu6 mostrando

asociacion estadisticamente significativa tal y como nos los planteamos en nuestra hipotesis.
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Las plaquetas juegan un papel clave en el desarrollo de la RI: su funcionalidad se ve
incrementada por la activacién del complemento, la cascada de coagulacion, etc. Por otro
lado, las citocinas proinflamatorias, como la IL-6 que es una de las primeras en elevarse tras
un estimulo inflamatorio, pueden estimular la producciéon de trombopoyetina, favoreciendo
aun mas la sintesis y liberacion plaquetar (60). Esta cadena de acontecimientos puede explicar

la relacion a nivel molecular que existe entre la RI y la IPE.

Adicion del AIPF a los scores APACHE 11 y SOFA

Ambos scores fueron disenados como herramientas para establecer el pronodstico de un
paciente en términos de mortalidad y disfuncién organica. Pese a no ser especificos para
evaluar la RI durante el postoperatorio de CCA, son ampliamente utilizados en UCIL. Como
ya se ha visto, la RI puede dar lugar a complicaciones mayores e, incluso, la muerte del
paciente cuando ésta es descontrolada. Atendiendo a nuestros resultados, los pacientes que
desarrollaron una RI, mostraron mayores complicaciones y mas dias de estancia en UCI. Sin
embargo, las puntuaciones APACHE II y SOFA, no presentaron un area bajo la curva (AUC)
optima para predecir el desarrollo de RI (AUC: 0,629 y 0,676, respectivamente).En base a los
resultados obtenido de AIPE, se estudié si la adicion del AIPF mejoraria la capacidad
predictora de los mismos. En ambos casos, el AUC se increment6 con la incorporacién de
AIPE, no obstante, s6lo en el caso de APACHE II, la mejora es estadisticamente

significativamente (0,629 vs. 0,728; p=0,010).

Como conclusion de este segundo estudio, podemos afirmar que el delta de plaquetas
inmaduras se asocia con la respuesta inflamatoria clinicamente significativa y es un predictor
independiente del desarrollo de la misma. Ademas, la combinacion del score APACHE II con

ésta magnitud, mejora significativamente su utilidad como predictor de RI.
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6.3. Tercer estudio: utilidad de diferentes
biomarcadores para la evaluacion del desarrollo
de MACE tras cirugia cardiaca

El dltimo estudio se recoge en la tercera publicaciéon que completa el compendio que

constituye esta tesis doctoral.

En este estudio se evalu6 la asociacion de diferentes biomarcadores con el desarrollo de
MACE durante la estancia en UCI, en pacientes postoperados de cirugia cardiaca. Como se
ha visto anteriormente, el desarrollo de eventos cardiovasculares mayores guardan una
estrecha relacion con la respuesta inflamatoria que manifiesta el paciente tras el trauma
quirurgico. Por este motivo, nos propusimos evaluar el papel que juegan en el desarrollo de
MACE diferentes biomarcadores de inflamacién como la concentraciéon de PCR, PCT e
IL-6, asi como también, la IPF. Por otro lado, también se incluy6 en el estudio la medicion de

la concentracion de Tn'T-hs como marcador de danio miocardico.

En una cohorte de 210 pacientes que requirieron una CCA, se midieron los biomarcadores
anteriormente mencionados, al ingreso inmediato en UCI y a las 24 horas postcirugia.
Ademas, se registro la presencia de MACE durante todo el periodo de estancia en UCI, asi
como también, la mortalidad a un mes. Con cada pareja de resultados obtenida para cada
una de las magnitudes analizadas, se calcularon las diferencias (deltas) y se estudiaron si
existian diferencias estadisticamente significativas en cada grupo de pacientes (MACE/
noMACE). Posteriormente, con aquellos biomarcadores que mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos, se llevé a cabo una regresion logistica ajustada
por las siguientes variables de control: sexo, edad, tiempo de pinzamiento adrtico y

transfusion de hemoderivados intraoperatorios.
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Del total de pacientes incluidos en el estudio, 31 (14,8%) mostraron al menos un criterio
diagnoéstico de MACE. Se observé que tnicamente las medias del delta de PC'T, IPF y Tn'T-
hs presentaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de estudio.
Dado que la presencia de infecciones puede elevar la concentracién de los biomarcadores,
para evitar este posible sesgo derivado del desarrollo de infecciones, se recalcularon los
resultados excluyendo a los pacientes que presentaron algin tipo de infecciéon temprana. Los
resultados obtenidos fueron concordantes y los biomarcadores que se mantuvieron

significativos fueron los mismos.

Referente a los resultados de la regresion logistica, inicamente el delta de IPF y el delta de
TnT-hs junto con tiempo de pinzamiento adrtico y la necesidad de transfusion de
hemoderivados, resultaron ser estadisticamente significativos en el analisis univariante, por lo
que en el modelo final sélo se contemplaron estas dos variables de ajuste. El modelo
multivariante mostré asociacion entre el delta de IPF y TnT-hs y el desarrollo de MACE,

incluso tras ser ajustado.

Los resultados obtenidos mostraron que un aumento del delta de TnT-hs de 100 ng/L,
representa un incremento de un 10% del riesgo de sufrir un evento cardiovascular mayor
(OR=1,001; p=0,008). En concordancia con estudios previos, como el llevado a cabo por
Mauermann et al. (80), donde examinaron la asociaciéon entre los incrementos en la
concentracion de troponina durante el primer y segundo dia tras CCA y la morbi-mortalidad,
encontraron que un incremento de mas de un 10% estaba asociado con el desarrollo del
evento. La troponina es un biomarcador cardiaco capaz de reflejar el mecanismo
fisiopatologico del desarrollo de MACE desde el punto de vista del dano que sufre el
miocardio. En cambio, la IPF como se ha demostrado en nuestro segundo estudio, es una

magnitud que se asocia al desarrollo de una respuesta inflamatoria exacerbada, que
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indirectamente puede repercutir en el desarrollo de MACE a través de los diferentes
mecanismos involucrados en la cascada inflamatoria. Un estudio reciente llevado a cabo en
una cohorte de poblaciéon sometidos a cirugia no cardiaca, demostré que las plaquetas
inmaduras se asociaban a un incremento del riesgo de sufrir un evento cardiaco mayor asi
como también a un evento tromboemboélico (70). A pesar de la escasa bibliografia existente
hasta la fecha, se postula como una prometedora magnitud en este contexto por su
implicacién en mecanismos claves del desarrollo de MACE. Por un lado, son
enzimaticamente y metabolicamente mas activas que las plaquetas maduras, confiriéndoles
una mayor capacidad protrombotica (81). Por otro lado, debido a la relaciéon existente entre el
aumento de la produccién de trombopoyetina en respuesta a citocinas proinflamatorias, por
consiguiente, a un incremento de la IPF (82). Finalmente, se postula que las plaquetas
inmaduras son mas resistentes a la accion de farmacos antiagregantes, asociandose a la mayor

presencia de eventos isquémicos (83).

Como limitaciones de este estudio cabe destacar que no todos los biomarcadores se pudieron
medir a las 24 horas tras la cirugia. En el caso de la IL-6 y la PCT, al tratarse de dos
magnitudes que se midieron exclusivamente para este estudio y no de forma habitual como el
resto de biomarcadores requerian una conservacion previa para mantener su estabilidad hasta
su posterior mediciéon. En muchos casos, estas muestras no se pudieron conservar de forma
inmediata provocando las pérdidas de seguimiento a las 24 horas. Tal y como se comenta en

el manuscrito, deberian llevarse a cabo estudios mas extensos para confirmar los resultados.
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7. CONCLUSIONES
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Las conclusiones de los tres trabajos expuestos a lo largo de esta tesis doctoral, son las que se

describen a continuacion:

1. Los valores de referencia de IPF establecidos en los equipos Sysmex, de la serie de
analizadores XN, no requieren separacion en funcion del género y son diferentes de los

proporcionados en modelos anteriores de los mismos equipos de la serie XE.

2. Los valores de referencia de IPF establecidos en esta tesis pueden ser incorporados a otros

laboratorios clinicos que utilicen Sysmex XN como sistema de medida.

3. El AIPF se asocia a la respuesta inflamatoria postcirugia cardiaca y es un predictor

independiente de riesgo de desarrollo de la misma.

4. La adicion del AIPF al score APACHE 1I mejora de forma significativa su capacidad de

prediccion de la respuesta inflamatoria postcirugia cardiaca.

5. La IPF cumple criterios para ser considerado un biomarcador predictor de respuesta

inflamatoria en pacientes sometidos a cirugia cardiaca.

6. El AIPF y el ATnT-hs se asocia de forma independiente con el desarrollo de MACE

durante el postoperatorio de cirugia cardiaca.

7. Los resultados del APCR y AIL-6 no muestran diferencias entre el grupo de pacientes que
desarrollaron MACE vy el grupo que no lo desarrolla. El resultado del APCT, pese a ser
superior en el grupo de pacientes que desarrollaron MACE, el analisis logistico no

muestra asoclacion entre ambos.
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8. Los resultados obtenidos de los biomarcadores evaluados no varian tras excluir los

pacientes que presentaron infecciones postoperatorias precoces.

9. La incorporaciéon de la medicién de la IPF en el seguimiento del postoperatorio de CCA
es una herramienta util para detectar aquellos pacientes con respuesta inflamatoria

exacerbada que puede dar lugar a complicaciones mayores.
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