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Introducciéon

I.- RESENA HISTORICA.

La sepsis es uno de los sindromes mas antiguos en la medicina. Hipocrates
afirmé que se trataba de un proceso por el cual la carne se pudre y las heridas
supuran. Mas tarde Galeno considerd la sepsis como un acontecimiento necesario
para la cicatrizacion de heridas. La palabra sepsis viene del griego onmeuv (sepein)
“pudrir” y tras los estudios de Pasteur y Koch fue utilizada para definir el proceso
de fermentacion o putrefaccion de la materia organica por microorganismos. Con
la confirmacién de la teoria de los gérmenes, el concepto de sepsis fue redefinido
como una infeccion sistémica, un " envenenamiento de la sangre", resultado de la
invasiéon del huésped por organismos patéogenos que luego se propagan en el
torrente sanguineo. Sin embargo, esta teoria no explicaba por completo la
patogénesis de la sepsis, ya que muchos pacientes con sepsis morian a pesar del
éxito en la erradicacion del patdogeno con los nuevos antibidticos. Este hecho
planted que era la respuesta del huésped, no el germen, el responsable de la

patogénesis de la sepsis'.

IL.- DEFINICIONES DE SEPSIS Y FALLO MULTIORGANICO.

En 1992 se public6 la primera conferencia de consenso internacional entre
la ACCP (American College of Chest Physicians) y la SCCM (Society of Critical
Care Medicine)”, con el objetivo de intentar unificar los procesos relacionados con
la sepsis, definid los conceptos de sindrome de respuesta inflamtoria sistémica
(SIRS), sepsis, sepsis grave, shock séptico y disfuncion o fallo multiorgénico
(Tabla 1y 2).

Estas definiciones han seguido vigentes a pesar de sus maultiples
inconvenientes. Sus conceptos son excesivamente amplios e inespecificos.

Habitualmente, el 66% de los pacientes de una Unidad de Cuidados Intensivos



(UCI) retinen los criterios de SIRS, pudiendo llegar a més del 80% en una UCI
quirargica®*. Considerados individualmente, los diversos criterios del SIRS, tienen
una alta sensibilidad que se contrarresta por su baja especificidad. El problema de
la definicion de sepsis radica en que dos de los cuatro criterios del SIRS (taquipnea
y frecuencia cardiaca anormal) son inespecificos y excesivamente sensibles. En
cambio, la presencia de anomalias de la temperatura o el recuento leucocitario
pueden ser mucho mas especificos. Aunque el SIRS es habitualmente un
componente de la respuesta del organismo a la infeccion también puede acompafiar
a otros trastornos, como se muestra en la tabla 3. Por ello, en el ano 2.000, una
nueva conferencia de consenso’® validé las definiciones de 1.992 y establecio la
necesidad de criterios diagnosticos mas concretos que se reflejan en la tabla 4. Ni
en la conferencia de consenso de la ACCP/SCCM ni en esta ultima se definieron
los o6rganos especificos ni los parametros de disfuncidon organica, por lo que cada
grupo de ensayo clinico los define arbitrariamente, aunque en todos se emplean
criterios similares a ensayos previos de la sepsis’.

Mientras se encuentran definiciones de consenso mejores, se ha propuesto
una nueva clasificacion de la sepsis, denominado PIRO, en el que la P seria la pre-
morbilidad (Pre-morbidity), la I Insulto o agresion (Insult), R respuesta del huésped
(host Response) y O disfuncién organica (Organ dysfunction)’.

La puntuacion de alguno de los sistema de clasificacion de gravedad o de
afectacion organica, que considera alteraciones clinicas y bioquimicas, como el
sistema APACHE II (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation) y el SAPS
IIT (Simplified Acute Organ Failure Assessment) han sido utilizados junto con las
definiciones de sepsis para acercarse a su gravedad y en el caso del SOFA
(Sequential Organ Failure Assessment) para definir la presencia de disfunciéon o

fracaso orgénico.
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INFECCION:

BACTERIEMIA:

SIRS:

SEPSIS:

SEPSIS GRAVE:

SHOCK
SEPTICO:

SDMO:

Respuesta inflamatoria a la presencia de microorganismos, o presencia de
microorganismos en tejidos normalmente estériles.

Presencia de bacterias en sangre. Viremia, fungemia y parasitemia son
equivalentes y reflejan la presencia de microorganismos viables en sangre.
Endotoxinemia es la presencia de endotoxina o lipopolisacarido,
fragmento de la pared de los bacilos gramnegativos (BGN), en sangre.

Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica. Respuesta inflamatoria
sistémica a las infecciones graves. Precisa de la presencia de dos o mas de
los siguientes signos:

- Temperatura > 38 °C 6 <36 °C.
- Frecuencia cardiaca >90 lpm.
- Frecuencia respiratoria > 20 /minuto o pCO, <32 mmHg_*

- Leucocitos >12000/mm> o <4000/mm°> 0 >10% de formas inmaduras.

Respuesta inflamatoria sistémica ante una infeccion. Para su diagnoéstico
requiere los criterios de SIRS y la demostracion de la presencia de
infeccion.

Sepsis asociada a disfuncion organica aguda, hipotension (tension arterial
sistolica < 90 mmHg o reduccion > 40% sobre las cifras tensionales
basales, en ausencia de otra causa de hipotension) o hipoperfusion (se
incluye acidosis lactica, oliguria y/o alteracion del estado mental).

Sepsis con hipotension, a pesar de una adecuada expansion de volumen, y
. . ., . B
signos de hipoperfusion tisular”.

Sindrome de disfuncion multiorganica. Presencia de alteraciones agudas
de diferentes organos de un paciente, de forma que la homeostasis no
pueda ser mantenida sin intervencion.

Tabla 1.- Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica y condiciones afines. 1992

ACCP/SCCM Consensus Conference Committee. A.- En respiracion espontanea. Los pacientes

conectados a ventilacion mecdnica se considera que reunen este criterio. B.- Por definicion,

aquellos pacientes que reciben soporte con inotropos o drogas vasoactivas reunen este criterio,

ya que pueden estar en shock séptico y no presentar hipotension.



Organo o sistema Disfuncién Fallo organico

SISTEMA NERVIOSO Obnubilacion, irritabilidad Coma
CARDIOVASCULAR Disminucion de la fraccion de eyeccion. Respuesta
Aumento de la permeabilidad capilar hipodinamica pese al

soporte inotropico

PULMONAR Hipoxia que precisa al menos 2-5 dias de  SDRA progresivo que
ventilaciéon mecéanica precisa PEEP >10 o
Fi0,>0.5
HEPATICO Bilirrubina > 3mg/dl. Ictericia clinica

Transaminasas > 2 veces lo normal
RENAL Diuresis < 500ml/dia. Cr,> 3 mg/dl Necesidad de
depuracion extrarrenal
INTESTINAL fleo o intolerancia a la dieta > 5 dias Ulceras de  estrés,
colecistitis alitiasica
HEMATOLOGICO T. de protrombina o TTPA > 25%. CID
Plaquetas < 80000/mm’

Tabla 2.- Disfuncion y fallo orgdnico. Definiciones °.



Introducciéon

Postoperatorios de cirugia mayor
Politraumaticos
Pancreatitis aguda

Grandes quemados
1AM

TEP
Sindrome postcirugia cardiaca con extracorporea

Vasculitis sistémicas (LES, PAN)
Enermedades autoinmunes
Sindrome antifosfolipido primario
Endocrinopatias:
* Hipotiroidismo
* Insuficiencia suprarrenal
Linfoma
Lisis tumoral
Politransfusion
Anestésicos inhalatorios
Farmacos:
* Neurolépticos
* Benzodiazepinas
* Opiaceos

e Altas dosis de AAS

Tabla 3.- Causas de SIRS.
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III.- LA SEPSIS COMO RESPUESTA ORGANICA A LA INVASION
INFECCIOSA.

La sepsis es la respuesta del organismo a la infeccion. Esta respuesta,
indiferente al tipo de microorganismo causante de la infeccion, se caracteriza por
activacion de distintos sistemas de proteasas (coagulacion, elastasa neutroéfila,
complemento), inflamacién intravascular, disfuncién cardiovascular y una
alteracion en la extraccion de oxigeno.

La infeccion, cuando progresa, desencadena una rapida respuesta del
huésped que es la sepsis, cuya finalidad es la de evitar el paso y progresion de los
microorganismos. Esta reaccion se produce a través de la activacion de cascadas
bioquimicas y celulares, que inducen a la producciéon de mediadores y de células
inmunes efectoras. La respuesta inmune contra el microorganismo invasor suele ser
necesaria y adecuada a la amenaza, siendo muy enérgica en el caso de infecciones
graves. El paso de infeccion localizada a sepsis, shock séptico y alteracion
multiorganica es un proceso continuo, mas que unos escalones bien definidos.

La sepsis grave, viene caracterizada por lo que se ha denominado
“inflamacion intravascular maligna” una respuesta inflamatoria, diseminada por la
propia sangre, desmedida y potencialmente fatal para el huésped. La activacion de
esta respuesta es un proceso normal, adecuadamente controlado y limitado por el
organismo en el sitio de la lesion pero, cuando es desproporcionada, exagerada y
autoperpetuada el proceso puede ser muy agresivo y se traduce en manifestaciones
clinicas anormales que son englobadas bajo el término de sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SIRS). Esta respuesta inflamatoria trac como consecuencia
la activacion de la célula y la sintesis de proteinas que modifican la respuesta
efectora de la célula inmunitaria. Incluye la activacion de monocitos y macrofagos,
neutrofilos, células endoteliales, plaquetas y otras células; la produccion de

citoquinas a nivel local y sistémico; la activaciéon de sistemas de cascada de



proteinas plasmaticas, como el sistema del complemento, las vias de coagulacién
intrinseca y extrinseca, el sistema fibrinolitico; la activacion de mediadores
lipidicos; la activacion de la via del 6xido nitrico (ON); la produccién de radicales
libres; la activacion de los linfocitos B y T y sus productos y muchas otras
sustancias®.

Bone describe de esta forma tres fases en el desarrollo del SIRS. En la fase
I se liberan citoquinas localmente que induce la respuesta inflamatoria, reparan los
tejidos y reclutan células del sistema reticulo endotelial. En la fase II, se liberan
citoquinas a la circulacion que aumentan la respuesta local. Se reclutan macréfagos
y plaquetas y se generan factores de crecimiento. Aparece una respuesta de fase
aguda, con disminucion de los mediadores proinflamatorios y liberaciéon de los
antagonistas endodgenos. Estos mediadores modulan la respuesta inicial. Esta
situacién se mantiene hasta completar la cicatrizacion, resolver la infeccion y
restablecer la homeostasis. Si la agresion es importante, aparece la fase III o
reaccion sistémica masiva. Las citoquinas activan numerosas cascadas humorales
de mediadores inflamatorios que perpetiian la activacion del sistema reticulo
endotelial, con pérdida de la integridad microcirculatoria y lesion en organos
diversos y distantes.

La respuesta del huésped, es asi el factor determinante de la sepsis, mas
que el propio microorganismo, que so6lo activaria el gatillo de una reaccidén
desmesurada y dafiina. Simultaneamente se inicia una respuesta antiinflamatoria
para limitar la reaccion inflamatoria, se segregan citoquinas antiinflamatorias como
la interleuquina (IL)-10, IL-11 y IL-13, que disminuyen la activacion de cascadas y
que reducen los niveles de las citoquinas proinflamatorias factor de necrosis
tumoral (TNF-a), IL-1 B e interferon gamma (IFN-y). Se elevan los niveles de los
antagonistas de los receptores de la IL-1 (IL-1ra) y los receptores solubles del
TNF-a que neutralizan el TNF circulante. El receptor soluble CD14 actua también

inhibiendo la respuesta inflamatoria. Una respuesta antiinflamatoria excesiva puede
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llevar a un sindrome de respuesta antiinflamatoria compensatoria (CARS)

excesivo, con depresion de la funcién monocitaria e inmunosupresion (Figura 1).

Proinflammatory response Excessive inflammation causing collateral damage (tissue injury)
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Figura 1.- Respuesta del huésped en la sepsis severa. Tomado de Angus DC".

El compromiso de la funciéon endotelial forma parte de la respuesta
multicelular integrada del huésped frente a un patdégeno agresor. En condiciones
normales, el endotelio cumple un papel anticoagulante, antiadhesivo para los
leucocitos y regulacion del tono vascular. Durante la sepsis la célula endotelial
presenta una serie de caracteristicas:

1) Propiedades procoagulantes: Activacion de la via extrinseca de la coagulacion
tras aumento de la expresion del factor tisular con disminuciéon de la actividad

anticoagulante natural.
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2) Propiedades proadhesivas: expresion en la superficie del endotelio de moléculas
de adhesion, selectinas, integrinas y receptores CD-18 que inducen la adhesion de
los leucocitos.

3) Pérdida de la funcién de barrera: aumento de la permeabilidad con
redistribucion de fluidos al espacio extravascular y al interior de los tejidos,
ocasionando una disfuncidn orgénica, siendo el caso mas dramatico el sindrome de
distrés respiratorio agudo y,

4) Apoptosis de la célula endotelial: aumentando la respuesta inflamatoria. Esta
disfuncién puede culminar en una alteracion grave de la homeostasis vascular que
se caracteriza por oclusiéon microvascular de magnitud variable que puede llevar a
un desequilibrio entre la oferta y demanda de oxigeno a nivel tisular’.

En la sepsis y en la lesion por isquemia/reperfusion el 6rgano diana es la
microcirculacion. Numerosas experiencias han comprobado que la capilaridad esta
deprimida en el shock séptico: no hay densidad de capilares y no hay buen flujo
capilar. Las alteraciones en las dimensiones de los pequefios vasos sanguineos
(disminucion del calibre), conjuntamente con alteraciones en las caracteristicas
bioquimicas (factores inflamatorios) y fisiologicas (activacion de la coagulacion)
de la sangre durante el shock séptico, constituyen una amenaza doble a la

. . ., . . ., . .7
microcirculacion, que se manifiesta por hipoperfusion e isquemia’.

1.- INDUCTORES DE LA SEPSIS:

El inductor de la respuesta inflamatoria mejor conocido es la endotoxina o
lipopolisacarido (LPS) de las bacterias gram negativas, aunque son muchas las
sustancias inductoras de sepsis, como se muestra en la tabla 5. De todas estas
sustancias inductoras de la sepsis la mas ampliamente estudiada y que mejor se
conoce su mecanismo de accidon es el LPS de las bacterias gram negativas,

iniciando la activacion de la respuesta inflamatoria (figura 2).
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* Bacterias gramnegativas:

- Endotoxina (LPS).

- Lipoproteina, peptidoglicano, acido lipoteitdico, polisacarido capsular, ADN bacteriano.

* Bacterias grampositivas:

- Componentes de la pared celular: peptidoglicanos, acido lipoteitdico.

- Factores solubles:

a) Superantigenos: TTS-1 (sindrome del shock toxico estafilococico; toxina eritrogénica del
estreptococo del grupo A).

b) Proteasa: fosfolipasa C (clostridio); lipasa y nucleasa (S. aureus); neuraminidasa (S. pneumoniae);
exotoxina del estreptococo pirogénico (S. pyogenes).

¢) Porinas: o hemolisina (E. coli); leucocidina y catalasa (S. aureus); neumolisina (S. pneumoniea);

estreptolisinas S y O (S. pyogenes).

* Otros: antigenos rickettsiales, viricos y fungicos.

Tabla 5.- Principales inductores de la sepsis.

2.- RESPUESTA DEL HUESPED A LA INFECCION:

En los ultimos afios hemos asistido a un gran avance en el conocimiento de
la fisiopatologia de la sepsis. Se trata de un proceso clinico muy complejo,
alrededor del eje inflamacion-antiinflamacion, y que implica tres procesos que se
desarrollan de forma simultanea e interrelacionada: inflamacion-antiinflamacion,

activacion de la coagulacion y disminucion de la fibrinolisis.

2.1.- INFLAMACION-ANTIINFLAMACION:

Los patégenos promueven la activacion precoz del sistema de contacto

(factor XII, precalicreina y kininégeno de alto peso molecular) y la cascada de

complemento, e inducen una rapida liberacion de mediadores inflamatorios a partir
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de diferentes tipos celulares (monocitos y células endoteliales), cambios que

corresponden con el cuadro clinico de SIRS.

Toxic stimulus
Tumor necrosis factor
' Interleukin-1, 6, 8, 10
Oxygen radicals

Tumornecromsfactor een

A Platelet-activating factor
Proteases

V) Interleuk|n1 Prostaglandins

Leukotrienes
Adhe5|on Bradykinin

Microthrombosis

Figura 2.- Activacién de la respuesta inflamatoria. El estimulo téxico inicial (por ejemplo la
endotoxina) desencadena la produccion de citoquinas proinflamatorias (TNF-a y IL-1) por el
monocito / macréfago. Estas citoquinas dan como resultado la adhesién de los neutréfilos a las
células endoteliales, activacion del codgulo y generacién de numerosos mediadores inflamatorios
secundarios, incluyendo otras citoquinas desencadenando un efecto cascada con miiltiples
funciones de amplificacion y regulacion, prostaglandinas, leucotrienos y proteasas. También se
liberan componentes antiinflamatorios, como la IL-6 y la IL-10, que pueden actuar como “feed-

back” negativa del proceso inflamatorio. Tomado de Wheeler10.

De forma simultanea, las vias antiinflamatorias endoégenas son activadas,
las cuales sirven para frenar la respuesta inflamatoria. Estas dos fases son
coordinadas para defender al huésped contra la invasiéon de patdgenos, sin
embargo, una respuesta inflamatoria excesiva o mantenida, una inadecuada
respuesta antiinflamatoria o una descoordinacion de las dos fases puede contribuir

al dafio tisular y a la muerte.
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2.1.1- MEDIADORES INFLAMATORIOS Y ANTIINFLAMATORIOS.

PROINFLAMATORIOS - SIRS ANTIINFLAMATORIOS - CARS
IL-1p, IL-2, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18 Receptor IL-1 tipo 1T
TNF-a IL-4,
IFNy, CD14 IL-6
Troboxano IL-10, IL-11, IL-13
Factor activador de plaquetas IL-1ra (antagonista del receptor IL-1)
Moléculas de adhesion Factor transformador crecimiento-f
Péptidos vasoactivos Receptores solubles del FNT-a
Fosfolipasa A, Receptor soluble CD14
Inhibidor activador plasminogeno 1 LPS binding protein
Neopterina, elastasa Antagonista receptores leucotrieno B,
Eicosanoides Factores estimuladores de las colonias
Radicales libres, 6xido nitrico Otros
Otros

Tabla 6.- Principales mediadores proinflamatorios y antiinflamatorios®.

2.1.2.- CITOQUINAS.

Una de las familias de mediadores de la respuesta inflamatoria mejor
conocida es la de las citoquinas, glicoproteinas de bajo peso molecular que actaan
como sefial para que determinadas células movilicen a distancia las defensas del
huésped. Se caracterizan por tener efectos pleomorficos, al compartir entre ellas
algunas funciones, estar producidas por diferentes células del organismo y tener
multiples células diana. Se clasifican por sus funciones bioldgicas principales y se
producen en situaciones de stress. Algunas, como el factor de necrosis tumoral

(TNF-a), la interleuquina (IL)-1 B y el interferon gamma (IFN-y) son activadoras
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del proceso inflamatorio, y otros como la IL-4, la IL-10. IL-13 y el factor

o . (o . Y
transformador del crecimiento (TGF)- B tienen caracteristicas antiinflamatorias .

CITOQUINA

EFECTOS PRINCIPALES

TNF-a

IL-6

IL-8

IL-10
IL-18

IL-18

IL-12

IFN-y:

Induce la actividad antimicrobiana del monocito.

Incrementa produccion de polimorfonucleares.

Activa el sistema de complemento y cascada de coagulacion

Disminucion del tono vascular.

Incremento permeabilidad capilar.

Promueve aparicion de moléculas de adhesion.

Estimula macrofagos, agregacion plaquetar, moléculas de adhesion, IL-1ra
y SOCS (supressor of citokine signaling).

Factor quimiotactico y activador de neutrofilos.

Regulacion en la produccion de proteinas de adhesion y formacion del
factor activador de plaquetas

Limita la produccion de 6xido nitrico y radicales libres por los macroéfagos
Activa sefial de transduccion que induce activacion de factores de
transcripcion como el NF-xf} y la proteina de activacion 1(AP-1)

Estimula la produccion de IFN-y, la expression de moleculas de adhesion y
la produccion de TNF-a, IL-6 e IL-1p.

Activacion de Thl (linfocitos T cooperadores pro-inflamatorios).
Estimulan produccion y citotoxicidad de las células T citotoxicas y natural
killer.

Liberacion de TNF-a, IL-6 e IL-1

Aumento en la actividad del TNF-a.

Aumenta la produccion de moléculas de adhesion.

Induce cambios en las células endoteliales.

Tabla 7.- Citoquinas y sus principales efectos.

El efecto neto de una citoquina dependerd del momento de su

produccién, del ambiente local donde actue, de la presencia de elementos

compensadores o sinérgicos, de la densidad de los receptores y de la respuesta

tisular a cada citoquina. Ademas de los macréfagos, los linfocitos, las células
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endoteliales y practicamente cualquier tipo celular es capaz de producir citoquinas
tras su activacion por diferentes estimulos.

Basicamente, los tres efectos mas importantes a través de los cuales las
citoquinas producen la inflamacion y la lesion tisular son: a) la lesiéon endotelial
difusa produciendo aumento de la permeabilidad vascular, b) marginacién y
activacion de los polimorfonucleares en el endotelio y c¢) su potente actividad
procoagulante. Ademas, estas citoquinas pueden inducir la produccién por parte de
los neutrofilos de radicales libres y enzimas proteoliticas12 (Tabla 7).

Otros mediadores con caracteristicas proinflamatorias han sido implicados
en la respuesta a la agresion, como IL-2, IL-15, IL-16 y la IL-17. Otras citoquinas

con actividad antiinflamatoria son la IL-4, IL-13 e IL-11.

MEDIADORES TARDIOS
MEDIADORES

ESTIMULO INICIAL PRECOCES

Endotoxina IL-1, IL-6, IL-8, TNF

Enterotoxina estafilococica TNF Proteasas, radicales

Toxina estreptococo grupo B IL-1 , .
de oxigeno, prostaglandinas

Figura 3.- Mediadores de la inflamacion.

Por tanto, las citoquinas son un elemento clave en la modulacion de la
respuesta inflamatoria que caracteriza la sepsis. La cinética de los niveles
plasmaticos de las moléculas pro y antiinflamatorias ha sido estudiada con detalle,
predominando en una primera fase las moléculas de efecto proinflamatorio y en
fases posteriores predominan fendmenos antiinflamatorios, asociados a un
descenso de la produccion de o6xido nitrico. Las citoquinas se liberan de una
manera secuencial , lo que resulta en una “cascada de citoquinas ". Esta se inicia
cuando los organismos patogenos estan expuestos a la respuesta inmune del

huésped, lo que induce la producciéon y secrecion de citoquinas precoces, como
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TNF-a e IL-1b . Estas actian sinérgicamente para estimular la liberacion de
citoquinas "tardias”, como la IL-6 y 8 y citoquinas antiinflamatorias , como IL —

4, -10 y -13. Aunque, mas importante que la concentracion plasmatica de las
citoquinas per se, es el equilibrio entre las proinflamatorias y las antiinflamatorias
lo que condiciona la respuesta inmune, y que se ha venido a denominar “balance de

citoquinas” (Figura 3).

2.1.2.1.- Papel de las citoquinas en la respuesta sistémica a la infeccion:

El estimulo téxico inicial desencadena la produccion de citoquinas
proinflamatorias (TNF-o e IL-1) tanto a nivel local como sistémico. Estas
citoquinas dan como resultado la adhesion de los neutrofilos a las células
endoteliales, vasodilatacién, fiebre, coagulacion y generacidon de numerosos
mediadores secundarios y liberacién de componentes antiinflamatorios, que pueden
actuar como feed-back negativo del proceso inflamatorio.

El TNF-a es la primera citoquina proinflamatoria que se libera y que pone
en marcha la complicada respuesta inflamatoria. Tras la activacion, los procesos de
transcripcion genética y traslacion sufren un fendmeno de up regulation, lo que
permite que grandes cantidades de TNF-o sean secretadas en pocos minutos,
alcanzando un pico maximo entre hora y media y dos horas; a continuacion de este
proceso, ocurre el fendmeno opuesto, down regulation, cayendo el macrofago en
un periodo refractario que dura entre 12 y 24 horas. Diversos estudios han
observado una asociacion entre los niveles plasmaticos de TNF-a con el score de
gravedad APACHE 11, con la apariciéon del SDRA" y con la evolucion final'* .

Mientras que en la meningococemia, las concentraciones altas de TNF-a
predicen la mortalidad, en una poblaciéon de pacientes con sepsis de origen variado
no se confirma esta correlacion. Tampoco sucede lo mismo en las situaciones de

sepsis abdominal donde no se puede establecer de forma clara una relacion con la
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supervivencia. Los modelos experimentales aportan algunos datos a esta aparente
discordancia, implicando la presencia de receptores solubles circulantes y el
momento de la determinacion plasmatica de TNF, dada su relativa vida media
corta'’,

La IL-6, liberada en grandes cantidades bajo la influencia de TNF-a e IL-
1, es la citoquina que de forma mas constante se encuentra elevada en plasma en
pacientes con sepsis. Los niveles estan elevados en la sepsis durante toda su
evolucion, incluso cuando el cuadro clinico de SIRS ha remitido. La IL-6 estimula
al hepatocito a sintetizar proteinas plasmaticas como el fibrindgeno y la proteina C
reactiva (PCR), las cuales contribuyen a la respuesta de fase aguda. Se ha
observado una correlacion entre la IL-6 y otros marcadores inflamatorios, como la
procalcitonina y la PCR , pero al contrario que la procalcitonina, los niveles de IL-
6 no afiadian un valor diagnéstico'’. Sus valores se han correlacionado de forma
positiva con la evolucion, reflejando la intensidad y gravedad de la respuesta

13, 15, 18-20 : 17 1
’ . El estudio de Harbarth y cols " describieron unos valores de

inflamatoria
IL-6 > 1000 pg/ml, como el pardmetro con mayor capacidad discriminativa para
predecir la mortalidad asociada a la sepsis. En los ultimos afos, se ha observado
que las neumonias comunitarias de peor evolucion y mayor gravedad, presentan
niveles elevados de IL-6 e IL-10, encontrando una asociaciéon con signos de
hipotension, bacteriemia y derrame pleural®'. También los niveles de IL-6 se han
correlacionado de forma directa con el riesgo de muerte en la sepsis abdominal, y
sus medidas predecian el resultado final con una marcada exactitud”. Se
consideran elevaciones mantenidas como mas relevantes que el valor inicial o los
valores pico en términos de resultado™ **.

La IL-10 es la citoquina antiinflamatoria mas importante en la respuesta
inmune. Es un potente inhibidor del TNF-a , IL-6 e IL-8 entre otras. Al contrario
que las citoquinas que ya hemos comentado, los niveles de IL-10 en el shock

séptico se encuentran elevados, independientemente de la presencia o no de
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infecciéon documentada microbioldgicamente, pero se relacionan con la presencia
de bacteriemia y con la gravedad del shock séptico medida por la escala APACHE
11’ y SAPS II . Heper y cols®® observaron que los niveles de IL-10, junto con la
procalcitonina discriminaban entre sepsis y sepsis severa, y que junto con el TNF-
o predecian los casos con peor evolucion. Una elevacion en la relacion IL-10:
TNF-a, también se ha relacionado con la gravedad de la sepsis y con un peor
prondstico en enfermos con diferentes infecciones®’. En un estudio realizado en la
fase inicial de la pancreatitis se determinaron los valores de 1L-6, 8 y 10, siendo la
IL-10 el marcador que con mayor fiabilidad permitia predecir la evolucién
pronostica de la pancreatitis®.

La IL-8, factor quimiotactico y activador de neutr6filos presenta unos
niveles elevados en pacientes con shock séptico y estos niveles son buenos
marcadores de severidad de la enfermedad, asi como de la evolucion. Hack et al”
fueron los primeros en describir como los niveles de IL-8 en pacientes con sepsis
se encontraban elevados a su ingreso y a las 60 horas posteriores, descendiendo
posteriormente. El valor prondstico de los niveles de IL-8 ha sido descrito como
uno de los mejores biomarcadores prondstico en este tipo de pacientes®.
Recientemente De Pablo R y cols’, encontraron diferencias significativas en los
niveles de IL-8 entre los pacientes que presentaban fracaso renal agudo al ingreso
en la UCI como consecuencia de la sepsis y niveles superiores de esta citoquina en
pacientes con coagulopatia en el momento inicial de la sepsis, confirmando los
resultados obtenidos en estudios previos®.

Se ha observado una importante interrelacion entre el sistema de
coagulacion y la inflamacion, como demuestra el estudio de Shorr y cols, que
encontraron una correlacion entre los niveles de Dimero D y la activacion de la
cascada de citoquinas proinflamatorias, con una ausencia de relacion entre DD y

citoquinas anti-inflamatorias (IL-10), lo que sugiere que la presencia de DD en
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pacientes sépticos puede reflejar el desequilibrio entre las citoquinas pro-

. . .. .33
inflamatorias y anti-inflamatorias™.

2.1.3.- MEDIADORES LIPIDICOS.

Existen diferentes mediadores lipidicos que forman parte de la respuesta
inflamatoria. Estos mediadores incluyen el factor activador de plaquetas (PAF) y
los eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos y HETEs) y
constituyen potenciales dianas en la modulacion de la activacion de las células
inflamatorias intra y extracelular.

El PAF es un fosfolipido quimiotactico y estimulante de diversas células,
como plaquetas, macréfagos y neutrdfilos. Se sintetiza por la fosfolipasa A2 a
partir de los fosfolipidos de membrana, siendo liberado por plaquetas, monocitos,
macréfagos, neutrdfilos eosinofilos, mastocitos, linfocitos y células endoteliales
tras un estimulo inmunitario (antigeno, II-1, Ig E) o no inmunitario (ion6foros de
calcio, factores quimiotacticos, trombina).

Sus efectos pueden ser directos o indirectos. En el primer caso, el PAF se
une al receptor de superficie de las células y las activa, induciendo agregacion
plaquetaria y quimiotaxis neutrofilica. Indirectamente, tras activar la célula, causa
la liberacion de otros mediadores como la histamina en los mastocitos, serotonina y
tromboxano A2 en las plaquetas y superdxido y metabolitos del 4cido araquidonico

en los neutrofilos™.
2.1.4- ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO Y ESTRES OXIDATIVO.
Como se ha mencionado anteriormente, la respuesta inflamatoria conlleva

a una situacion de estrés celular, lo que va a dificultar un adecuado metabolismo.

Tras la activacion de las células fagociticas, el sistema enzimatico NADPH oxidasa
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genera diferentes especies reactivas del oxigeno (ERO). Existe en el organismo un
equilibrio entre ERO y los sistemas de defensa antioxidante, pero cuando dicho
equilibrio se

descompensa, es decir, cuando tiene lugar un exceso de oxidantes y/o una
deplecion de antioxidantes se produce el denominado estrés oxidativo (EO).

Un radical libre es cualquier molécula o 4&tomo que tiene en su ultima capa
uno o mas electrones desapareados, es decir, un numero impar de electrones, lo que
le confiere una gran reactividad y la capacidad de generar nuevos radicales libres.
Aproximadamnete un 2% del oxigeno molecular (O;) es reducido en forma
incompleta al aceptar un menor niimero de electrones, dando origen a compuestos
intermedios inestables, que son las ERO. Estas son capaces de escapar de la
mitocondria y producir dafio sobre estructuras celulares, particularmente sobre
membranas, proteinas, lipidos y ADN, induciendo su oxidacién. Los mas
estudiados son: 1) El anién superoxido (O,7) actia como agente proinflamatorio,
capaz de reclutar neutréfilos, inducir liberacion de factores quimiotacticos y otros
mediadores proinflamatorios, como TNF-a e IL-1, generar dafio sobre el ADN e
iniciar la peroxidacion lipidica. 2) El peréxido de hidrégeno (H,O,) que es capaz
de inactivar enzimas, atravesar membranas celulares y reaccionar tanto con 4tomos
de hierro como de cobre para producir el radical OH'. 3) El radical hidroxilo (OH’)
que es extremadamente reactivo y produce dafio sobre el ADN, proteinas y lipidos,
induciendo peroxidacion lipidica y dafio sobre membranas capaz de estimular la
respuesta inflamatoria.

Ademas de las ERO, las especies reactivas del nitrogeno (ERN) pueden
inducir por si mismas un estrés nitrosativo o dafio, o combinarse con las ERO para
aumentar el dafio oxidativo. Entre ellas se incluye el 6xido nitrico (ON) y el
peroxinitrito (ONOO"). El ONOO' se forma por la reaccion entre el ON y el O," y

es capaz de inducir la peroxidacion lipidica en lipoproteinas, interferir con la
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sefializacion celular por nitracion de residuos de tirosina, oxidar grupos tioles y
guanosinas, degradar glucidos y fragmentar el ADN.

Como consecuencia, se originan nuevos radicales libres capaces de
reaccionar con otras moléculas. Es por ello, que los organismos aerobios requieren
de la formacion continua de mecanismos para neutralizar los radicales libres. El
exceso de ERO se bloquea por moléculas antioxidantes que tienen la capacidad de
retrasar o inhibir la oxidacién de un sustrato. Segun su naturaleza, hablamos de

sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos (tabla 8).

Sistemas enzimaticos Sistemas no enzimaticos
Superéxido dismutasa (SOD) Vitamina E

Catalasa Tioles

Peroxidasas Acido ascorbico

Sistema glutation-glutation reductasa.  Uratos
Glutation peroxidasa (GSH-Px). Vitamina A y carotenos
Sistema tiorredoxina reductasa Ubiquinonas y ubiquinol

Sistema lipoamida

Tabla 8.- Sistemas antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos.

Las principales moléculas con capacidad de inhibir las ERO son la SOD,
CAT y el sistema del glutation. La SOD es una enzima intracelular distribuida por
todo el organismo, capaz de transformar el O,” en H,0O,. El H,O, es entonces
reducido por la CAT, presente en el interior de los globulos rojos, o por la GSH-
Px, , y transformado en agua. El equilibrio en la actividad de la CAT respecto de
SOD permite mantener la homeostasis REDOX intracelular. La GSH-Px, complejo
enzimatico que contiene selenio y utiliza glutation, participa en la proteccion

celular contra las ERO, metabolizando H,O, y radicales peroxilo. La actividad de
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la enzima GSH-Px depende del oligoelemento selenio. Este sistema enzimatico se
recicla constantemente y el cociente glutation reducido/glutation disulfuro

(oxidado) (GSH/GSSG) permite estimar el grado de estrés oxidativo existente.

Las vitaminas C (&cido ascérbico) y E (alfa tocoferol) tienen funciones
antioxidantes. La vitamina C disminuye la peroxidacion lipidica, los niveles de O,”
, HO, y del i6n hipoclorito, y mantiene estables los niveles de glutation y de
vitamina E. La vitamina E es el principal antioxidante capaz de prevenir y bloquear

la peroxidacion lipidica®.

2.1.4.1.- Fuentes de radicales libres:

Los mecanismos fisiopatologicos que participan en la sepsis y shock séptico,
como la hipoxia, la hipoperfusion, el dafio endotelial y la activaciéon celular, dan
origen a grandes cantidades de radicales libres capaces de participar en la defensa
frente a agentes infecciosos, pero también capaces de producir dafio sobre
estructuras y tejidos, activando y perpetuando la respuesta inflamatoria (Figura 4).

La producciéon de ERO en el paciente critico se puede producir por cuatro
vias, creando un circulo vicioso de inflamacion, activacion celular y generacion de
ERO™:

a. La cadena respiratoria mitocondrial, por ejemplo el shock séptico.

b.Sistema NADPH oxidasa, por ejemplo durante la sepsis severa.

C. Incremento de la actividad de la enzima xantina oxidasa en procesos de
isquemia-reperfusion tales como el trasplante de organos y la cirugia
vascular y cardiaca.

d. Iones como Fe’" y Cu®", liberados en lisis celulares y que aumentan el EO.
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Endotoxinalbacteria l' oS

Sepsis ) ERO )
l l Hipoperfusion

Activacion hepatica
de macrofagos

1

Inflamacion
l ERO I
Citoquinas i | Citoquinas

Activacion hepatica
de macrofagos

Figura 4.- Produccion de especies reactivas de oxigeno durante la enfermedad critica. Tomada de

Pérez de la Cruz A>.

Las ERO no sélo producen un dafo directo de los componentes celulares,
sino que también desencadenan la liberacion de citoquinas, que activan la cadena
inflamatoria e incrementan la expresion de moléculas de adhesion. Son ademas
capaces de activar factores que inducen la expresion génica de citoquinas siendo el

mas conocido el factor nuclear K (NF-kB), lo que tendria repercusion en la

expresion y control de la respuesta inflamatoria.

Durante la enfermedad critica, ademas de los mecanismos antes descritos,

muchos factores pueden combinarse para incrementar drasticamente la produccion
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de radicales libres y su consecuente dafio a los tejidos: la elevacion de la
concentracion de oxigeno por compromiso respiratorio, el tratamiento con 6xido
nitrico, el empeoramiento de la funcién renal que lleva a la disminucion de
depuracion de sustancias que pueden ser pro- oxidantes, el desequilibrio de fluidos

y electrolitos y la pérdida masiva de antioxidantes™.

2.1.4.2.- Indicadores de estrés oxidativo:

Muchos indicadores de dafio oxidativo estan siendo investigados en
ensayos clinicos y los resultados podran ayudar al clinico a determinar el dafo por
ERO y valorar la evolucion de la enfermedad. Las sustancias y enzimas sefialadas
en la tabla 9 pueden ser utilizadas como indicador o biomarcador de EO.

El conocimiento de indices que permitan conocer el dafo oxidativo forma
parte tanto del diagnostico, como de la terapia de las enfermedades del paciente
critico. Todas las macromoléculas son blanco de los radicales libre: los glicidos se
oxidan e hidrolizan; las proteinas sufren alteraciones estructurales y funcionales; la
peroxidacion lipidica puede derivar en autocatalizacién de reacciones en cadena
con sucesiva formacién de radicales libres; y la oxidacion de acidos nucleicos
puede producir mutagénesis, diferenciacion anormal, y alteracion en la reparacion
del DNA”".

Entre los indicadores que se conocen, los mas relevantes son el cociente
GSSG/GSH como indicador de dafio oxidativo en el citosol, el malondialdehido y
el hidroxinonenal como indicadores de dafio a los lipidos, pentano y etano también
como indices de lipoperoxidacion lipidica, grupos carbonilo, dcidos sulfonicos y 2-
oxohistidina como dafio en proteinas38.

La capacidad antioxidante del suero (CAT) proporciona una medida global de la

proteccidn contra el dafio oxidativo.

26



Introducciéon

MUESTRA PARAMETRO
Plasma GSSG/GSH

Glutation peroxidada
Superoxido dismutasa
Peroxidos lipidicos
Carbonilos de las proteinas
Malondialdehido
Selenio
Vitaminas Ey C
Catalasa
Tocoferol
Caroteno
Orina 8-OH-2-deoxi Guanosina
Sustancias reactivas con acido tiobarbittrico (TBARS)
F2-isoprostanos
Aire exhalado 8-isoprostano
Sustancias reactivas con acido tiobarbittrico

Etano, pentano

Tabla 9.- Biomarcadores de estrés oxidativo.

A) Peroxidacion lipidica de las membranas celulares. Produccién de MDA.

La peroxidacion lipidica es el dafio oxidativo producido por el OH' sobre
los acidos grasos poliinsaturados de las membranas celulares. Esto hace que las
estructuras fosfolipidicas de las membranas se desorganicen y destruyan, perdiendo
su funcion.

La peroxidacion lipidica produce metabolitos, algunos de ellos altamente
toxicos, como los aldehidos malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal, e
hidrocarburos de cadena intermedia como pentano y etano pero nunca metano, los
cuales se eliminan por la respiracion®®. El dafio sobre lipidos puede ser medido a

través de la deteccion de TBARS “thiobarbituric acid-reactive substances” en

27



plasma u orina. Los TBARS no s6lo son marcadores de peroxidacion lipidica, sino

que también podran participar como inductores de fallo multiorganico a distancia.

B) Xantina oxidasa.

La xantina oxidasa forma parte de los sistemas de dafio oxidativo a las
proteinas. Una vez sintetizada la xantina oxidorreductasa se presenta en dos
formas: xantina deshidrogenasa (XDH) y xantina oxidasa (XO). La xantina oxidasa
reductasa (XOR) es una enzima compleja con actividad pro y antioxidante, que
resulta indispensable en la homeostasis del organismo humano. Su papel
fundamental reside en su implicacion en el catabolismo purinico, con el resultado
final de acido trico, un importante agente antioxidante que protege el endotelio
vascular del dafio oxidativo durante la inflamacion™.

La XO tiene capacidad de producir radicales libres y estd implicada en la
disfuncionalidad endotelial, ya que cuando la XO se fija al endotelio vascular,
inhibe la produccion de ON en las células musculares lisas, en parte por la
formacion de peroxinitrito a partir de O, © y ON, y de estd forma se impide el

efecto relajante local.

C) Glutation reducido (GSH) y oxidado GSSG.

El glutation (y-glutamil cistenil glicina-GSH) es un tripéptido formado por
glutamico, cisteina y glicina; se encuentra en todas las células, jugando un papel
importantisimo como antioxidante celular en la defensa frente a enfermedades y
agresiones enddgenas y exdgenas.

El grupo activo es el sulthidrilo del residuo de cisteina, ejerciendo su papel
protector cuando se presenta en su forma reducida (GSH). Un elevado cociente

entre el glutation reducido y el glutatién oxidado (GSH/GSSH) es necesario para la
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correcta homeostasis del organismo3 8 Por tanto, un indicador de estrés oxidativo es
el aumento de la concentracion de glutation oxidado, con el consiguiente
desequilibrio del estado redox del glutation, aumentando el cociente GSSG/GSH.
Entre sus funciones se encuentra la detoxificacion de xenobioticos,
carcindgenos, radicales libres y peroxidos, la regulacion de la funcion inmune y el

mantenimiento de la estructura y funcion proteica.

D) Capacidad antioxidante total.

Refleja la capacidad global del plasma para prevenir el dafio por radicales
libres.
El elevado consumo de antioxidantes presentes en los enfermos criticos hace
esperable que los niveles de CAT estén disminuidos en estos enfermos. En un
estudio realizado por Pascual y cols*' en pacientes con shock séptico, se encontrd
que la CAT no estaba disminuida significativamente respecto de los controles,
probablemente debido a un aumento de la bilirrubina y acido trico plasmatico,

ambos con ciertas propiedades antioxidantes.

2.1.4.3.- Estrés oxidativo en la sepsis grave y el shock séptico:

El EO esta implicado en la sepsis grave, el shock séptico y el fallo
multiorgénico, evidenciado por un incremento de los biomarcadores del dafio a
estructuras celulares y/o por la disminucién de los antioxidantes circulantes*.

Aunque no esté claro cudles de los marcadores de estrés oxidativo son los
que mejor se correlacionan con la evolucion clinica del paciente critico, algunos
autores sugieren que los pacientes mas graves evaluados por escalas de gravedad
como el SOFA o APACHE III, presentan mayores valores de dafio oxidativo sobre

lipidos y proteinas, que podrian ser utilizados como marcadores precoces y
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43, 44 , .
> ™. Ademas los niveles de estos

sensibles para evaluar la intensidad del dafio
marcadores podrian tener una correlacion con la  evolucion a disfuncion
: Lo 45
multiorganica™.
Estudios clinicos realizados en pacientes con sepsis muestran una
elevaciéon en las cantidades de ERO y una disminucion en el nivel de

43, 46, 47
» ™ % Observan

antioxidantes: o-tocoferol, vitamina A, vitamina C, selenio
ademas que los niveles plasmaticos de CAT eran menores en pacientes sépticos
cuando los comparaban con sujetos sanos y, que aquellos pacientes con sepsis que
sobrevivian al evento séptico tenian niveles superiores de CAT que los que
fallecian®.

Se ha estudiado el papel de las ERO y de la actividad de la xantina oxidasa
en relacion a la severidad de la sepsis y la disfuncion multiorgénica, debido al fallo
en el control de la microcirculaciéon que conlleva a una perfusion disminuida e
isquemia. Los niveles de acido tirico se elevan por activacion de la XO en tejidos
sometidos a isquemia-reperfusion. Asi, Galley y cols observaron que los
pacientes criticos que fallecian presentaban niveles mas bajos de XO, mayor
produccién de radicales libres y niveles mas altos de lactato que aquellos que
sobrevivian.

Resultados similares han sido descritos en pacientes con SDRA. Asi,
Metnitz y cols® evidenciaron un aumento continuo de los productos de
peroxidacion lipidica a lo largo de su enfermedad y una caida en los niveles de
antioxidantes plasmaticos (vitaminas E y C, Betacaroteno y selenio) en pacientes
con SDRA. En un estudio de oxidacién de proteinas en el SDRA™, se encontraron
concentraciones plasmdaticas modestamente elevadas de grupos carbonilo de las
proteinas. El consumo claro de glutation reducido con la apariciéon de glutation
oxidado en muestras de BAL de pacientes sépticos con SDRA también ha sido
constatado™.

En el paciente critico, la produccién de ERO combinada con el déficit de
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glutation contribuye a la mortalidad™.

El papel del estrés oxidativo es muy evidente en procesos inflamatorios-
degenerativos de afectacion digestiva en el que destaca la pancreatitis aguda
observando una disminucién del tripéptido GSH y un aumento de los peroxidos
lipidicos5 153 asi como, niveles menores de carotenoides, vitamina A y vitamina E
en pacientes con pancreatitis aguda en comparacidbn con pacientes sanos,
observando efectos beneficiosos tras la administracion de antioxidantes™*.

Considerando el papel que parece tener el estrés oxidativo en el dafio
celular durante la sepsis grave y el shock séptico, diversos estudios han planteado
que agentes capaces de restablecer el balance negativo de estrés oxidativo serian de

gran utilidad como parte de la terapia en este grupo de enfermos

2.2.- COAGULACION EN LA SEPSIS:

La sepsis tiene una fisiopatologia compleja en la que estan involucrados la
activacion de la respuesta inflamatoria, la activacion de la cascada de Ia
coagulacion y la inhibicion de los mecanismos fibrinoliticos. Los sistemas
inflamacion y coagulacion interactian pudiendo la coagulacion modular la
respuesta inflamatoria.

El endotelio vascular, en condiciones normales, regula la formacion del
coagulo y su lisis. Sus funciones pueden estar alteradas por la exposicion e agentes
infecciosos o mediadores inflamatorios como la endotoxina bacteriana, los
componentes del complemento, la IL-1, el TNF-a o las proteasas granulocitarias.

El endotelio lesionado o estimulado cambia sus propiedades desde un
estado profibrinolitico y anticoagulante normal a un estado procoagulante y
antifibrinolitico: expresion de factor tisular (FT), disminucién de Ila
trombomodulina, liberacién del inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI),

liberacion de factor activador de plaquetas endotelina y factor Von Willebrand, y
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disminucién en la sintesis de 6xido nitrico. La expresion del subendotelio a la
sangre produce adhesion y agregacién plaquetaria y pone en marcha los
mecanismos de la coagulacion®. Aspectos hematologicos en la sepsis grave. La
endotoxina por la accion de la IL-ly el TNF-a, incrementa la adhesion de
granulocitos y monocitos al endotelio capilar, los cuales al liberar enzimas
proteoliticas y radicales libres de oxigeno amplifican la lesion tisular y el dafio

endotelial,.

Tissue hypoperfusion L'ossiof barrierfunction

Increased coagulation ‘ Decreased anticoagulation

Nndothlelizl cell %

S Tissue
1 Tissue factor pathway b L) .&SlP.’i S1P1

factor inhibitor 7 1 Endothelial PARI" 163 and
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PIS1PL
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Figura 5.- Fracaso organico y disfuncion del endotelio vascular y la mitocondria en la sepsis grave.

Tomado de Angus DC et al’.

Nos encontramos por tanto ante una compleja interaccion entre la respuesta
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inflamatoria y la de la coagulacion. Como ya hemos sefialado, varios de los
mediadores inflamatorios son responsables de la activacion de la coagulacion y
algunos elementos de las vias de la coagulacion, como veremos posteriormente,
tienen propiedades inflamatorias™.

La activacidon masiva y descontrolada de la coagulacion, tras la agresion
por un agente infeccioso y amplificada por la respuesta inflamatoria, junto con la
disminucion de los anticoagulantes naturales y de la actividad fibrinolitica conlleva
a una oclusién trombdtica de la microcirculaciéon por depositos de fibrina. La
formacion de trombos resulta en hipoperfusion tisular, disfuncion de érganos y en
ultimo término en muerte. Esta respuesta que se conoce como coagulacion
intravascular diseminada (CID) o coagulopatia de consumo, tiene su maxima
expresion en forma de fendmenos hemorragicos, tromboticos y/o fracaso de 6rgano

(Figura 5).

2.2.1.- ALTERACIONES DE LA COAGULACION EN LA SEPSIS.

Las alteraciones mas destacadas de la coagulopatia en la sepsis las

podemos agrupar en cuatro aspectos basicos (Figura 6):

2.2.1.1.- Aumento de la activacion de la coagulacion:

El factor tisular (FT) expresado en el endotelio vascular lesionado es el
mecanismo inicial y crucial para la activacion de la coagulacion en los pacientes
sépticos, seguido de la generaciéon de trombina y la formaciéon de fibrina. El
aumento de la expresion del FT tanto en el endotelio como en células
mononucleares inducido por las endotoxinas bacterianas o mediante la liberacion
de citoquinas, desencadena la via extrinseca de la coagulaciéon y contribuye a

favorecer un estado de coagulacion generalizada. El FT activado por las citoquinas
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es capaz de actuar sobre los otros componentes de la hemostasia a través de un

factor pivote, el factor Vlla.

endothelial
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Figura 6.- Representacion de la activacion de la coagulacion durante la respuesta inflamatoria
sistémica. Las citoquinas pro-inflamatorias activan las células mononucleares y las células
endoteliales (las cuales también pueden producir citoquinas). Las células mononucleares y
endoteliales expresan en su superficie el factor tisular, mecanismo inicial de la activacion de la
coagulacion. De forma simultanea se produce una disfuncion de los mecanismos anticoagulantes
fisiologicos y la fibrinolisis endégena debida a una disminucion en la regulacion de las proteinas
ligadas al endotelio y una alteracion de las células endoteliales, provocando un aumento en la
formacion y depdsito intravascular de fibrina, responsable del fallo organico. Al mismo tiempo, el
consumo de plaquetas y de los factores de la coagulacion pueden causar graves sangrados. Tomado

de Levi M y cols™.

A su vez, la via intrinseca también desencadena la cascada de la

coagulacion por accion directa de los LPS sobre el factor de Hageman®’. Ambas
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vias confluyen en la activacion del factor X (Xa), que transforma la protrombina en
trombina. La trombina se une a la trombomodulina, proteina inhibidora del estado
procoagulante en la microcirculacion. Esta interaccion bloquea la union del
fibrindgeno, plaquetas y factor V a la trombomodulina y a su vez, el complejo
trombina-trombomodulina activa a la proteina C. La trombina generada es
rapidamente removida de la microcirculacion por la trombomodulina. En la sepsis,
la trombina, ademas de transformar el fibrindgeno en fibrina, también actla
directamente como un factor proinflamatorio, mediando la expresion de moléculas
de adhesion y como factor quimiotactico directa para los polimorfonucleares, los
cuales acentuian la lesion a nivel tisular por la liberacion de enzimas proteoliticas,
fundamentalmente la elastasa que tiene la capacidad de inactivar al inhibidor de la
AT 1II. Consecuencia de la generacion de trombina se activan las vias
anticoagulantes fisiologicas, que protegen la microvascularizacion del estrés

hemostatico e inflamatorio.

2.2.1.2.- Consumo de los mecanismos inhibidores de la coagulacion:

Una de las caracteristicas de la sepsis es la disminucién en los niveles de
anticoagulantes naturales: Antitrombina III (AT), Proteina C (PC) e inhibidor de la
via del factor tisular (TFPI).

A) Antitrombina III: glucoproteina de cadena unica, que se sintetiza en el higado,
con una semivida de 2 a 3 dias. Es un potente inhibidor de las serin proteasas,
capaz de unirse a la mayoria de las enzimas de la coagulacion e inhibirlas, en
especial a la trombina. Ademas de sus efectos anticoagulantes, AT III también
posee una actividad antiinflamatoria ya que mediante la liberacién de prostaciclina
(PGI-2), disminuye la produccion de TNF-o y de radicales libres por los

neutréfilos, inhibe la agregacion plaquetar y tiene un efecto vasodilatador.
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Los niveles plasmaticos de AT generalmente disminuyen en un paciente
con sepsis consecuencia de la combinaciéon de un consumo excesivo resultado del
aumento en la generacion de trombina, la degradacion por elastasas liberadas por
los neutréfilos activados y la disminuciéon de su sintesis consecuencia de una

disfuncion hepatica.

B) Sistema de la Proteina C: la proteina C es una proteina plasmatica vitamina K
dependiente, sintetizada en el higado y un importante inhibidor de los factores Va 'y
VIlla. Su activacion tiene lugar al unirse la trombina a la trombomodulina, una
glucoproteina transmembrana presente en las células del endotelio vascular y este
complejo trombina-trombomodulina cataliza la activacion de la proteina C a
proteina C activada (PCA). Este proceso es acelerado si sucede en la proximidad
de otra proteina de membrana, el receptor endotelial de proteina C (EPCR).

La proteina C activada (PCA), en estados de sepsis y respuesta
inflamatoria sistémica es uno de los principales reguladores de flujo y de la funciéon
endotelial por su accidon: antitrombdtica al hidrolizar y neutralizar el FVa y el
FVIlla, limitando asi la formacion de trombina; profibrinolitica al inactivar el
inhibidor 1 del activador tisular del plasmindégeno (PAI-1) e indirectamente al
disminuir la formaciéon de trombina se reduce la activacién del inhibidor de la
fibrinolisis activable por trombina (TAFI); y antiinflamatoria al limitar de forma
indirecta la formacion de trombina, sustancia proinflamatoria.

El sistema de la proteina C, importante para mantener una hemostasia
normal, es disfuncionante en la sepsis. Los niveles de proteina C se encuentran
disminuidos en més del 80% de estos pacientes, con una concentracién 40% menor
a lo normal (4000-5000 ng/ml). Este descenso es debido a una menor sintesis
hepatica de la PC por accion de los reactantes de fase aguda, la disfuncion hepatica
durante la sepsis y la deficiencia adquirida de la vitamina K. Existe ademés una

reduccion de la conversion de PC en PCA debido a la menor expresion de la
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trombomudulina, principal mediador de la actividad de la Proteina C, en las células
endoteliales por mediacion de las endotoxinas y citoquinas pro-inflamatorias como
el TNF-a y la IL-1°*. Al encontrarse los niveles de PC disminuidos, esta via resulta
ineficaz en su accion inhibitoria sobre el factor Va y el factor VIlla.

La importancia de esta proteina ha sido demostrada en numerosos estudios y en un
ensayo clinico, constatando que la infusion de PCA recombinante mejora la

supervivencia de los pacientes con sepsis grave.

C) Proteina S: La proteina S es un cofactor necesario para que la PC ejerza su
potencia inhibitoria. Es también una proteina vitamina K dependiente, que se
encuentra unida en un 60% a la fraccion C4bBP del complemento, y sélo la
fraccion libre del cofactor presenta actividad enzimatica. Dado que la fraccion
C4bBP estd aumentada en la sepsis, originando un déficit relativo de PS y la
consiguiente disfuncion del sistema PC-PS. Por otro lado, el TNF-a puede inhibir

la sintesis endotelial de PS.

D) El inhibidor del FT (TFPI, the tissue factor pathway inhibitor): Se trata de
un inhibidor de serinproteasas liberado por las células endoteliales y las plaquetas
que tras formar un primer complejo con el FXa, interacciona con el complejo FT-
Vlla inhibiendo su actividad enzimatica. Los efectos beneficiosos observados en
estudios animales, pueden ser debidos a su efecto atenuante de la generacion de IL-
6 v a su capacidad para unirse a la endotoxina e interferir en el bloqueo de la via
procoagulante desencadenada por la endotoxina®. Sus niveles mantienen una
estrecha relacion con la severidad de la sepsis, tanto de la CID, como del nimero
de 6rganos disfuncionantes. Se ha observado que niveles plasmaticos de TFPI mas
elevados tienen mejor prondstico, sugiriendo un papel protector en los pacientes

Logr 58
septicos .
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E) La prostaciclina: trombina dependiente. Disminuye la agregacion plaquetaria
por disminucion de la unién fibrindgeno-plaquetas al producir un descenso en la

expresion de la glicoproteina IIb-I1la en la superficie plaquetar.

2.2.1.3.- Bloqueo del sistema fibrinolitico:

La respuesta inicial en la bacteriemia y en la endotoxemia es una aumento
de la activacion fibrinolitica, mediada por la liberacion casi inmediata del activador
tisular del plasminogeno (t-PA), responsable del 90% de la activacién del
plasminogeno que se produce en condiciones fisioldgicas. El t-PA interacciona con
la superficie del coagulo de fibrina facilitando la conversion del plasminogeno en
plasmina. En los procesos sépticos, el proceso de la fibrinolisis tiene una duracién
corta y rapidamente es suprimida por un aumento mantenido del principal inhibidor
de la fibrinolisis, el inhibidor del activador del plasminoégeno 1 (PAI-1), que
bloquea la generacion de plasmina y contribuye al depdsito de fibrina en la
microcirculacion”. Nos encontramos por tanto, con una primera respuesta de
hiperfibrinolisis, que intenta reparar y eliminar el depdsito de fibrina establecido,
que se continia con una hipofibrinolisis secundaria al bloqueo del sistema
fibrinolitico, consecuencia del consumo del activador t-PA y del predominio del
inhibidor PAI-1.

La plasmina produce fragmentos especificos conocidos como productos de
degradacion de la fibrina (PDF). Estos PDF tienen un marcado efecto
antitrombdtico, siendo capaces de inhibir la polimerizacion de los mondémeros de
fibrina e interferir con la accion de las plaquetas. Estos efectos son tan importantes
que la acumulaciéon de PDF en la circulacion puede llegar a comprometer

seriamente la hemostasia.
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2.2.1.4.- Disfuncidn plaquetaria por diversos mecanismos:

Una de las alteraciones mdas precoces en la sepsis es la presencia de
trombopenia, con un numero inferior a 100.000 cel/mm3, llegando a cifras
inferiores a 50.000ccel/mm3. La causa fundamental es una destrucciéon plaquetar
en el espacio microvascular con secuestro en diferentes Organos,
fundamentalmente higado y pulmon y de manera especial en el intestino™. El
aumento en la expresion de moléculas de adhesion en la superficie de las plaquetas,
fundamentalmente glicoproteinas IIb-Illa, junto con la liberaciéon por parte del
endotelio del factor activador de plaquetas, juega un papel fundamental en el
proceso de formacion del trombo, cuyo resultado final es la adhesion y agregacion
plaquetaria no so6lo entre si, sino al endotelio y a los neutréfilos, facilitando la
formacion de agregados de plaquetas y leucocitos circulantes, que contribuyen a

obstruir la microcirculacion.

2.2.2.- MARCADORES DE LA COAGULACION EN LA SEPSIS GRAVE Y
SHOCK SEPTICO.

La condicion dindmica de la coagulopatia en la sepsis, la variabilidad de su
presentacion clinica y la falta de sensibilidad y especificidad de los pardmetros de
laboratorio utilizados para el diagnostico, dificultan la deteccion de la CID en las
fases precoces, frecuentemente asintomaticas®.

Los parametros de laboratorio que podemos encontrar alterados en el
paciente séptico son:

- Elrecuento disminuido de plaquetas en sangre: Trombopenia.
- Los indicadores de activacion de la coagulacion: descenso de factores de la

coagulacion (fibrinégeno, V, VIII y II), aumento en los niveles plasmaticos
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de los fragmentos 1 y 2 de la protrombina, fibrinopéptidos A y B del

fibrindgeno, complejos trombina-antitrombina y fibrina soluble.

- Indicadores de accién fibrinolitica: aumento en los niveles plasmaticos de
complejos plasmina-antiplasmina (PAP), plasmina, elevacién del Dimero-

D (DD), productos de degradacién de fibrinégeno (PDF), PAI-1.

- Consumo de inhibidores de coagulacion (descenso de ATIII, proteina C y

S, TFPD).

De los parametros anteriores, los més utilizados de forma rutinaria en los
casos de sospecha de coagulopatia de consumo o CID en la sepsis son: el recuento
de plaquetas en sangre, TP, TTPA, niveles de PDF, DD y fibrindgeno. Dentro de
los marcadores de activacion de la fibrinolisis, el DD se considera mas sensible y
especifico ya que determina exclusivamente la fibrina degradada por la plasmina,
mientras que los PDF se producen cuando tanto el fibrindgeno como la fibrina son
digeridos por la plasmina. Si tenemos en cuenta que los PDF son metabolizados
por el higado y eliminados por el rifién, sus niveles van a estar ademads
influenciados tanto por la funcion hepatica como renal.

El SSC/ISTH (Scientific Subcommittee on DIC of the International
Society on Trombosis and Haemostasis) propuso un score para la CID declarada,
que incluye: disminucién en el nimero de plaquetas, aumento de los marcadores de
fibrina (dimero D de preferencia), prolongacion del TP y TTPA y disminucién del
fibrindgeno (tabla 10).

El diagnostico de CID se puede obtener utilizando un score simple que
utiliza los parametros anteriores, con una sensibilidad del 93% y una especificidad
del 98%. considerado como un predictor independiente de mortalidad en diversos
estudios realizados en pacientes con sepsis severa®’.

Diversos estudios han demostrado que la presencia de trombopenia y
niveles elevados de productos de degradacion de la fibrina o dimeros D se

. . 61 r :
correlacionan con la mortalidad”’, y aunque s6lo un 20% de los pacientes con

40



Introducciéon

sepsis grave presentan coagulacion intravascular diseminada manifiesta, casi todos
tienen concentraciones elevadas de dimero D y alteraciones de la proteina C. A su
vez, el descenso en los factores de la coagulacion es utilizado como un marcador

proporcional de activacion de la coagulacién para el diagnostico de CID™.

Parametro de coagulacion Valor Puntuacion
Cifra de plaquetas > 100 x 10°/1 0
<100 x 10°/1 1
<50x 10771 2
Marcador de fibrinolisis (PDF, Dimeros-D, No elevados 0
mono6meros de fibrina)
Elevacion moderada )
Elevacion intensa 3
Tiempo de protrombina (TP) <3seg 0
>3 seg < 6 seg 1
> 6 seg 2
Niveles de fibrinégeno > 100 mg/dl 0
<100 mg/dl 1

Tabla 10.- SSC/ISTH Score para CID declarada. Puntuacion > 5: CID declarada; si <
5 CID no declarada.

Se han considerado algunos marcadores para valorar la activacion y el
dafio endotelial en la sepsis, como los niveles de factor de Von Willebrand, de
trombomodulina, proteina C, antitrombina III y niveles de IL-6, que podrian
ayudar a valorar la gravedad de la disfuncion orgénica, el curso del proceso séptico
y el prondstico®.

Asi mismo, se han desarrollado multiples lineas terapéuticas encaminadas

a modular la respuesta inflamatoria, controlar la activacion de la cascada de la
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coagulacion y la fibrinolisis, aunque ninguna de ellas ha demostrado claramente
disminuir la mortalidad en pacientes sépticos.

En los tltimos afios multiples estudios han valorado las alteraciones de la
coagulacion en la sepsis y durante el curso de la enfermedad. Entre ellos, el estudio
de Dhainaut y col® que evalué la relaciéon temporal entre marcadores de la
coagulacion y el FMO, y la consecuente mortalidad observando que la persistencia
o empeoramiento de la coagulopatia tras el primer dia de la sepsis grave, se
correlacionaba con la progresion de nuevos fallos orgénicos y un incremento de la
mortalidad a los 28 dias.

Los niveles plasmaticos de AT III también han sido correlacionados con la
mortalidad en la sepsis. Niveles plasmaticos inferiores al 60% de los valores
normales se acompafian de una mortalidad superior al 90%. Fourrier et al*!
estudiaron los niveles iniciales y secuenciales de varios factores de la coagulacion,
incluyendo la AT III, en 60 pacientes con shock séptico. Un descenso de los
niveles de AT III a menos del 50% predecia la muerte posterior con una
sensibilidad del 96% vy wuna especificidad del 76%.  Estos niveles se
correlacionaban con los niveles de PC de forma significativa en los pacientes que
fallecian. Se han realizado diversos estudios controlados aleatorizados con placebo
en pacientes con sepsis grave y trastornos de la coagulacién, donde Ia
administracion de AT III tenia efectos positivos tanto sobre la coagulacidon como
sobre la funcién organica® y mejoraba de forma significativa el desenlace de la
CID inducida por sepsis®. El metaandlisis de 122 pacientes, basado en la
poblacion de la intencién de tratar de tres ensayos , confirmd los hallazgos
positivos en la sepsis. Los autores encontraron una reduccion relativa del 22,9% de
la mortalidad por todas las causas al cabo de 30 dias®’.

El descenso de PC es precoz y precede a la clinica de sepsis grave y shock
séptico. Se han constatado niveles de bajos de PC en el momento del diagnostico

de la sepsis grave, incluso cuando los niveles de TP, TTPA, plaquetas y
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fibrindgeno son normales, lo que sugiere que el consumo de PC es un fenomeno
patogénico en el desarrollo de la sepsis grave.

En diferentes estudios, se ha demostrado una correlacion inversa entre el
nivel de PC y la morbi-mortalidad asociada a la sepsis™. Los niveles basales de PC
y el descenso de estos niveles después del primer dia de evolucion de la sepsis son
un
predictor independiente de mortalidad como se observd en un grupo de pacientes
incluidos en el estudio PROWESS®. Estos niveles de PC disminuidos en pacientes
con sepsis empezaban a recuperarse a partir del cuarto dia de inicio del cuadro
consiguiendo retornar a la normalidad en aquellos pacientes que sobrevivian®.

Ademaés de la trombopenia presente en los pacientes sépticos, la funcion
plaquetar también puede afectarse”. La mayor parte de los estudios publicados
muestran una disminucion en la agregabilidad plaquetar, que puede verse alterada a
su vez por el nimero de plaquetas, aunque mantienen preservadas las moléculas de
adhesién y un aumento en la liberacion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), lo que sugiere que la sepsis induce una redistribucion de la
funcion de las plaquetas de la hemostasia hacia otras funciones, incluyendo la
cicatrizacion vascular’’. Estudios que han evaluado la agregaciéon plaquetar en
pacientes sépticos, han observado un gran deterioro en comparacioén con controles
sanos, aunque sin obtener diferencias significativas entre los pacientes que

r oo 71
fallecian respecto a los que sobrevivian' .

2.2.3.- HOMOCISTEINA EN LA SEPSIS GRAVE.

La homocisteina es un aminoéacido azufrado que se forma a partir de la
metionina, aminodcido esencial, cuya unica fuente de ingreso es por la ingesta a
partir de proteinas de origen animal. La homocisteina se origina a partir de la

desmetilacion sucesiva de la metionina, inicialmente es desmetilada a S-
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adenosilmetionina (SAM) y luego cede su grupo metilo en una reaccion catalizada
por una metil-transferasa y da lugar a la S-adenosilhomocisteina, la cual se
desprende por hidrdlisis de la adenosina, y se obtiene homocisteina libre. La HCY
es metabolizada por dos vias: via de la transulfuracion, para ser secretada como
sulfato en la orina, o via de la remetilacion, cuando se requiere conservar la
metionina’’.

Aproximadamente del 70 a 80% de la HCY circulante lo hace unida a
proteinas (albumina), constituyendo el resto su fraccion libre. La homocisteina no
ligada a proteinas es filtrada en los glomérulos renales, y la mayor parte es
reabsorbida en los tibulos renales, por lo que s6lo muy pequeiias cantidades se
secretan por la orina.

En el laboratorio se mide la homocisteina total que comprende la
homocisteina unida a proteinas (70-90%), la homocisteina libre (5-10%) y sélo
alrededor del 1% la homocisteina reducida.

Las concentraciones plasmaticas tienen un rango de 5 a 15 ?mol/l. Los
valores se elevan con la edad y tienden a ser mayores en los hombres. También se
observa un aumento de los niveles plasmaticos en pacientes con fracaso renal
crénico, y, aunque el mecanismo no estd claro se piensa que se debe a una
disminucion del aclaramiento y metabolizacion renal de la misma. Las personas
con hiperhomocisteinemia son aquellas con valores en ayunas superiores a 14
mol/l. El aumento se clasifica en moderado (10 6 15 a 30 umol/l), intermedio (31 a
100 umol/1) y grave (> 100 umol/l)”.

Niveles elevados de homocisteina han sido implicados como factores de
riesgo cardiovascular y cerebrovascular y, en enfermedades de activacion
inmunitaria, enfermedades neurodegenerativas y enfermedades malignas.

La hiperhomocisteinemia se puede deber a déficits nutricionales, un
empeoramiento de la funcion renal y variaciones genéticas de las enzimas de la via

metabolica de la homocisteina. Se ha observado una correlacion negativa entre los
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niveles de vitamina B6, B12 y 4cido fbélico y los valores plasmaticos de
homocisteina, debido a la participacion de los cofactores de estas vitaminas en las
dos principales vias metabolicas de la homocistéina.

Existe una gran evidencia del papel de la hiperhomocisteinemia en la
enfermedad coronaria y otras enfermedades en las que existe oclusion arterial. Por
otro lado, la inflamacion juega un papel crucial en la patogénesis de la
aterosclerosis, en su inicio, progresion y complicaciones tromboticas. Estudio
experimentales han demostrado que la infusién de homocisteina en modelos
animales provocan un dafio en el endotelio vascular, sobre el musculo liso, inducen
una actividad procoagulante y sintesis de coldgeno y aumentan el estrés oxidativo.
Ademaés, un aumento en los niveles de HCY puede empeorar la vasodilatacion
dependiente del endotelio y estimular la sintesis de varias citoquinas
proinflamatorias en la pared arterial y en las células circulantes’®.

La homocisteina ejerce su efecto procoagulante por inhibicion de la
actividad de la trombomodulina y, por inactivacion de la proteina C y de la AT III.
Ademas, potencia la agregacion plaquetar e induce la expresion del factor tisular de
los monocitos, principal activador de la cascada de la coagulacion y del factor V,
provocando una reaccién inflamatoria en la pared vascular y la liberacion de
citoquinas proinflamatorias’.

La HCY es perjudicial para las células endoteliales vasculares por alterar la
funcién celular normal. Varios estudios han demostrado que HCY determina la
disfuncion endotelial aguda y crénica promoviendo la produccion de peroxido de
hidrogeno y otras especies reactivas de oxigeno, que, a su vez, son capaces de
reaccionar con y disminuir la disponibilidad del o6xido nitrico endotelial
produciendo peroxinitrito y limitando la respuesta vasodilatadora. Una disminucion
de la biodisponibilidad de ON aumenta la expresion de la proteina quimiotactica de
monocitos-1 (MCP-1), lo que aumenta el reclutamiento de monocitos a nivel

intravascular e induce la activacion de leucocitos con la produccién consiguiente
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de citoquinas (II-6, 11-8 y TNF-a) y la liberacion de factores procoagulantes que
aceleran la formacion de lesion aterosclerdtica.

Del mismo modo que la HCY estimula la actividad inflamatoria, los
niveles de HCY pueden estar influenciados por la activaciéon del proceso
inflamatorio. El dafio tisular que se produce en la respuesta inflamatoria, acelera
las reacciones de remetilacion de DNA, RNA y varias proteinas para la reparacion
tisular, generando S-adenosilhomocisteina y liberando HCY. Debido a que el 4cido
folico es esencial en el metabolismo de la HCY , el aumento en la demanda de
acido folico que se produce en los procesos inflamatorios produciria una elevacion
secundaria en los niveles de HCY* .

Diversos estudios han sido publicados, relacionando los niveles de
homocisteina con la enfermedad cardiovascular y cerebrovascular, siendo la
homocisteina incluida como uno de los factores de riesgo para producir
enfermedad cardiovascular por el Colegio Americano de Cardiologia. Sin embargo,
existe poca evidencia en la literatura del papel de la homocisteina en la
fisiopatologia de los pacientes con sepsis. Como hemos visto anteriormente, la
fisiopatologia de la aterosclerosis implica un dafio endotelial relacionado con el
estrés oxidativo, la trombogénesis y los cambios endoteliales,. De igual forma, la
lesion endotelial tiene un papel fundamental en la fisiopatologia de la sepsis y la
disfunciéon multiorgénica. En este sentido, y considerando la sepsis como un estado
hipermetabolico, pro-inflamatorio y pro-trombodtico, Coelho y col estudiaron los
niveles plasmaticos de homocisteina en pacientes sépticos, y su relaciéon con la
mortalidad y la disfuncion organica en pacientes sépticos’’.

Se han estudiado los niveles plasméaticos de homocisteina con indicadores
de la peroxidacion lipidica (MDA) y el 6xido nitrico en pacientes con enfermedad
cardiovascular’®, observando una buena correlacion entre ellos, lo que sugiere que
la hiperhomocisteinemia podria ser una factor en la generacion de radicales libres y

por tanto, de la enfermedad cardiovascular.
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IV.- LA OXIGENACION TISULAR EN LA SEPSIS.

Una de las principales funciones del sistema cardiovascular es
proporcionar un aporte continuo de nutrientes a los tejidos, fundamentalmente
sustratos oxidativos y oxigeno para mantener la vida. El mantenimiento de la
funcidon normal de los érganos y de los tejidos, exige un balance adecuado entre la
demanda de oxigeno y la cantidad de oxigeno que se oferta, y este balance se
consigue gracias a la regulacion del sistema circulatorio tanto a nivel central como
local. Los factores centrales inducen una redistribucion del flujo sanguineo , lo que
permite que el flujo se desplace a aquellos 6rganos con una situacion de reserva
menor. A nivel local, se produce un aumento en la liberacidon de sustancias
vasodilatadoras locales, aumentando el porcentaje de capilares perfundidos. Las
células endoteliales se comportan como sensores funcionales de oxigeno, liberando
potentes vasodilatadores como la prostaciclina, el 6xido nitrico o el factor
hiperpolarizante dependiente del endotelio, en respuesta al descenso en la tension
de oxigeno.

La alteracion de los mecanismos de autorregulacién y por tanto la
funcionalidad de la microcirculacion, es el factor que define la fisiopatologia de la
sepsis. El desequilibrio entre el tono vasoconstrictor y el vasodilatador parece ser la
base del defecto de extraccion de oxigeno que caracteriza al shock séptico’.

La disfuncion de la microcirculacion se caracteriza por alteraciones
heterogéneas en el flujo sanguineo, con capilares hipoperfundidos y otros con flujo
anormalmente alto. Las unidades vulnerables de la microcirculaciéon llegan a ser
hipdxicas, y esto explica el déficit de extraccion de oxigeno (EO,) asociado a la
sepsis; la PpO, cae por debajo de la pO, venosa, y esta diferencia es lo que se
conoce como gap de pO,, que supone una medida de severidad del shunt funcional.
En la sepsis las células endoteliales de la microcirculacion tienen menos capacidad

de realizar su funciéon de regulacion, debido a las alteraciones en las vias de
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transduccion y por la pérdida de comunicacion electrofisioldgica y el control del
musculo. El sistema del o6xido nitrico, componente fundamental de la
autorregulacion, presenta un aumento en la expresion de la enzima inducible 6xido
nitrico sintetasa (iNOS) en diferentes areas, por lo que se pierde la capacidad de
vasodilatacion y los tejidos llegan a estar poco perfundidos. Esto, junto con la
alteracion de la coagulacion en la sepsis y la formacion de trombos en la
microcirculacion, impide aun mas la perfusion y funcién de la microcirculacion.
Por otro lado, la activacion de los leucocitos por la inflamacién genera especies
reactivas de oxigeno que directamente alteran las estructuras de la
microcirculacion, las interacciones celulares y la funcion de la coagulacion. Estos y
otros mediadores de la inflamacioén, daran como resultado una alteracion de la
funcion de barrera de la microcirculacion, incluyendo la unién intercelular y
posiblemente el glicocalix endotelial, conduciendo a edema tisular y mayor
aumento en el déficit de EO,.

El distrés regional tisular causado por la disfuncion de la microcirculacion
y la depresion mitocondrial (MMDS) subyace a la sepsis y el shock, donde a pesar
de la correccion de las variables de aporte de oxigeno, la hipoxia tisular y el déficit

de la extraccion de oxigeno persisten.

1.- MANIFESTACIONES CLINICAS DE LAS ALTERACIONES DE LA
MICROCIRCULACION EN LA SEPSIS SEVERA:

El flujo sanguineo de la microcirculacion juega un papel clave en el
desarrollo de las manifestaciones clinicas de la sepsis severa y el shock séptico.

Aunque el perfil hemodinamica y el control clinico del paciente séptico se
caracterizan en términos de pardmetros de hemodinamica global, es Ia
microcirculacion la responsable del aporte del flujo sanguineo desde el sistema

cardiovascular a los tejidos.
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La distorsion entre el aporte y la demanda de oxigeno se traduce
clinicamente por hipotension, oliguria e hipoperfusion cutdnea y bioquimicamente
por acidosis lactica debida a glucolisis anaerobia. Durante las primeras fases de la
adaptacion orgénica a la agresion, la disminuciéon del volumen intravascular o la
disminuciéon del indice cardiaco, estimulan los barorreceptores produciendo la
liberacion de Angiotensina II, que provoca una vasoconstriccidn intensa, mas
selectiva sobre el territorio esplacnico con aumento de las resistencias periféricas y
redistribucion del volumen circulante hacia los o6rganos vitales. Cuando la
disminucion del flujo sanguineo esplacnico se prolonga o llega a valores criticos,
disminuye el aporte de oxigeno al intestino (GDO,) con el consiguiente aumento
del lactato regional. Esta disminucién del GDO, es mucho mas rapido en la sepsis
debido a un aumento adicional de la demanda y/o una incapacidad para la
extraccion de O,. Esta situacion recibe el nombre de Shock compensado o shock
oculto, ya que la TA, diuresis, perfusion cutdnea y gases sanguineos son normales.

Tras lograr la restauracion del soporte hemodindmica en el paciente
séptico, con una PA aceptable, el médico puede falsamente pensar que el paciente
esta estable. Sin embargo, hay un millén de posibles mecanismos patogénicos que
estan ocurriendo en la microcirculacién y que son dificiles de detectar por los
mecanismos convencionales, y de alguna manera ocultas para el médico.

Por tanto, el paciente séptico, presenta un tipo particular de insuficiencia
circulatoria que se caracteriza por una alteracion de las capacidades de extraccion
de oxigeno en presencia de un aumento de la demanda de oxigeno. Aunque la
sepsis grave se caracteriza por un estado hiperdinamico, con aumento del aporte de
oxigeno, esto no siempre es suficiente, pudiendo existir hipoxia celular, incluso
cuando el gasto cardiaco es normal o elevado™. A las alteraciones en la extraccion
de oxigeno, pueden sumarse la depresion miocardica producida por los mediadores
inflamatorios que pueden limitar aun mas el aporte de oxigeno a los tejidos, y de la

que hablaremos posteriormente con mas detalle®"**,
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En la clinica, el shock se reconoce, diagnostica y, con frecuencia, se trata
basandose en signos y sintomas subjetivos, como un pulso filiforme y débil,
superficie cutdnea viscosa y fria, alteracion del estado mental, presion arterial
inestable, cianosis periférica y/o central, agitacion y aparicion de petequias en la
superficie cutanea. Desgraciadamente, la aparicion de hipotension y otros signos de
shock no se corresponden con el comienzo de la insuficiencia circulatoria, sino
que, por el contrario, representan la descompensacion o el fracaso de los
mecanismos compensadores para mantener la tensién arterial. Indudablemente,
para valorar una insuficiencia circulatoria aguda debe utilizarse la funcion
circulatoria, pero sobre la base de las variables hemodindmicas y del transporte de
oxigeno, y no de las manifestaciones secundarias y terciarias del sindrome.

En este sentido, la saturacién venosa medida al nivel de la arteria pulmonar
(AP) o a nivel de la auricula derecha, saturacion venosa mixta de O, (SvO,), se ha
utilizado como un indice de adecuada perfusion y oxigenacion tisular®.

Desde que se inici6 el estudio del shock, hace tres décadas, la importancia
del balance del transporte de oxigeno ha aumentado de forma progresiva.

Los objetivos en la resucitacion del shock, han cambiado a lo largo de los
afios. La eficacia de una resucitacidon precoz guiada por objetivos, entre ellos el
mantenimiento de una SvcO, > 70%, es un determinante fundamental en la
supervivencia® y forma parte de unos de los paquetes de medidas a cumplimentar
en las primeras 6 horas en las guias de la Surviving Sepsis Campaign®> *. El
objetivo es mejorar la utilizaciéon de oxigeno por los tejidos, cuando aumenta el
consumo y aumentan las necesidades. El logro de estos objetivos es valorado
mediante el aclaramiento o la produccion de marcadores de metabolismo
anaerobio; el marcador mas ampliamente utilizado ha sido el exceso de lactato.

Elevaciones en el lactato sérico total, pueden interpretarse como el
resultado de un metabolismo anaerobio, de escasa eliminacion hepatica del mismo

o bien como la manifestaciéon del lavado de lactato tras la reperfusion. La vida
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media del lactato en condiciones normales es de 2-4 horas. Sin embargo, el cambio
en la SvO, que sigue tras la reperfusion de tejidos hipoperfundidos, se produce en
pocos minutos. El hallazgo de una elevacion del lactato sérico, junto una SvO,
normal o elevada, implica la sospecha de lavado de lactato en tejidos previamente
hipoperfundidos, con aclaramiento débil de lactato o glicolisis anaerobia. La
maximizacion del consumo de oxigeno para reestablecer la perfusion Optima
tisular, necesita de la optimizacién del balance entre demanda y aporte, y la

monitorizacion de la SvO,, puede mejorar la eficiencia de este proceso.

1.1.- SATURACION VENOSA DE OXiGENO:

Hay cuatro determinantes de la SvO,: la saturacion arterial de oxigeno
(Sa0,), la concentracion de hemoglobina (Hb), el gasto cardiaco (GC), y el
consumo de oxigeno (VO,). Los tejidos normalmente utilizan un 25% del aporte de
oxigeno, con una SvO, de 75% (en un paciente con una SaO, normal).
Disminuciones en el consumo o un aumento en el aporte, que no sean
compensados por los mecanismos reguladores, provocan una elevacion de la SvO,.
Del mismo modo, incrementos en el consumo o disminuciones en el aporte no
compensados, disminuirdn la Sv0,".

Cuando se resuelve la ecuacion de Fick para la SvO,, se ve claramente
como la SvO, define el gasto cardiaco adecuado para transportar el volumen de
oxigeno necesario segun las necesidades®’. El inico momento en que la SvO, seria
equiparable al GC, seria cuando la SaO,, la concentracién de hemoglobina y el
consumo de oxigeno se mantienen sin cambios.

Un cambio en la SvO, alerta al clinico de que el balance entre el
aporte/demanda de oxigeno ha cambiado. La medida de la SvO,, puede determinar

el momento de realizar otras medidas de transporte de oxigeno. Ayudard a
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minimizar las mediciones innecesarias de transporte de oxigeno en pacientes
estables o indicara si estas son realmente necesarias.

La SvO, es un indicador sensible pero no especifico del balance que ocurre
entre el aporte y la demanda de oxigeno. Es la media de la cantidad de flujo de
todos los lechos vasculares perfundidos; no define la adecuacion del balance en un
solo lecho, sino en su totalidad.

Asi pues, la mediciéon de la SvO, se ha propuesto como un elemento
esencial para el cuidado del paciente critico®™ . Sin embargo, la SvO, como reflejo
que es de la perfusion global de todo el organismo, puede resultar inadecuada
como guia de tratamiento en algunos enfermos, al no reflejar el estado de la
perfusion regional, pudiendo realizarse una valoracion erréonea de la situacion

clinica real de algunos pacientes criticamente enfermos.

1.2.- SIGNIFICADO DE HIPERLACTACIDEMIA:

La concentracion normal de lactato en sangre en pacientes no estresados es
de 1 £ 0,5 mmol/l (1 mmol/l equivale aproximadamente a 9 mg/dl). En los
pacientes criticos los cuales suelen tener una activacion neuroendocrina y
metabodlica que incrementa la produccion y el recambio de lactato, se consideran
valores normales de éste a las concentraciones sanguineas inferiores a 2 mmol/l.
Aunque la produccion diaria de lactato es muy elevada (1500 mmol/l) sus niveles
plasmaticos dependen del balance entre su produccién y eliminaciéon. En
condiciones fisioldgicas el lactato es producido por los musculos, piel, cerebro,
intestino y hematies y es principalmente metabolizado por el higado y el rifion.

Aunque hay muchas causas de hiperlactacidemia, la etiologia mas comun
es la hipoxia tisular global. En la mayor parte de los casos se debe a un fracaso
global de la perfusién, como en el shock, aunque la hipoxemia o anemia también

pueden resultar en un aumento de los niveles de lactato.
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La magnitud de la lactacidemia refleja la gravedad de la hipoperfusion y se
relaciona directamente con la mortalidad. Numerosos estudios han demostrado una
correlacion entre los niveles de lactato y la mortalidad hospitalaria®. La acidosis
metabodlica de relevancia clinica y que marca un peor prondstico cursa con una
concentracion de lactato sanguineo > 4 mmol/I’. Cuando el lactato est4 elevado, la
concentracion se correlaciona con la extension, el grado y la duracién del dafio
hipéxico. Si el dafio se puede revertir rapidamente, cabe esperar que los niveles de
lactato también desciendan’'. Las elevaciones que empeoran o persisten indican
que la hipoxia continua, por lo que el control de los niveles antes y después de
cualquier maniobra terapéutica puede indicar si tiene algin efecto favorable®.

La biocinética del lactato también se emplea como marcador prondstico en
la sepsis, ayudando a valorar la respuesta terapéutica en el shock, considerando una
buena respuesta, la reduccion de > 5% de la cifra inicial a la hora de tratamiento.
Los pacientes graves que fallecen tienen un aclaramiento de lactato a las 6 horas de
ser reanimados menor de 10% (<10%), que el de aquellos que sobreviven que lo
tienen mas rapido (= 10%). Diversos estudios han considerado el aclaramiento de
lactato como un predictor independiente de mortalidad hospitalaria. Nguyen y col
observaron que pacientes con mayor aclaramiento requerian menor dosis de
vasopresores y mejoria de la disfuncion organica a las 72 horas de la evolucion™.

Posteriormente, en otro estudio se busco si existia una concordancia entre
lograr valores Optimos de SvcO2 y el aclaramiento de lactato. Los resultados
mostraron una tasa de mortalidad hospitalaria tres veces mayor en los pacientes
con aclaramiento < 10%, pero no encontré concordancia entre la depuracion de
lactato y la ScvO,”. Otro reciente estudio, sugieren que el aclaramiento precoz de
lactato se asociaba de manera significativa a la disminucién en los niveles
plasmaticos de biomarcadores, mejoria de la disfuncion orgénica a las 72 horas y la

.y, . . 95
resolucion del cuadro en pacientes con sepsis severa .
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V.- SEPSIS Y DISFUNCION MULTIORGANICA.

Los o6rganos o sistemas que participan en la disfunciéon multiorganica son
todos los existentes, pero no todos son monitorizados en el seguimiento de la
disfuncion. En 1996, desde la Sociedad Europea de Cuidados Intensivos se publico
la escala de seguimiento del fallo organico relacionado con la sepsis conocida
como SOFA (Sepsis-related Organ Failure Assessment)’® que permite el
seguimiento diario de cada 6rgano evaluado, valora la morbilidad, establece rangos
intermedios entre la normalidad y el fracaso orgénico total. Se ha confirmado como
predictor de la mortalidad y es extrapolable a pacientes criticos no sépticos. La
mortalidad alcanza el 90% cuando la puntuacion es superior a 15°.

Los 6rganos evaluados en la disfunciéon de o6rganos son 6: respiratorio,
hemodinamico, hematoldgico, hepatico, neurolodgico y renal. La valoracion global
varia de 0 puntos hasta 24, lo que nos sirve a su vez para definir el distinto grado
de afectacion de cada o6rgano (Tabla 11).

Las escalas de gravedad de uso rutinario en Medicina Intensiva sirven para
estratificar en funcidn del riesgo vital, controles de calidad asistencial (control de la
mortalidad predicha con la real) y como herramientas de gestion. Las mas
utilizadas son: Acute Physiology And Chronic Health Evaluation (APACHE) y
Simplified Acute Physiology Score (SAPS). El sistema de puntuacion APACHE I
se disefi6 en 1981 por Knaus y col®®, siendo revisado posteriormente y presentado
como APACHE II, e incluye doce variables fisiologicas de las primeras 24 horas
de estancia en UCI, mas la edad y el estado de salud previo. La puntuacion maxima
posible del APACHE 1II es 71, pero pocos pacientes han sobrevivido con
puntuaciones superiores a 55 puntos. El sistema SAPS 3 en su tercera version,
consta de dos partes: la primera estd representada por la suma aritmética de tres
sub-scores que incluyen un total de veinte variables entre ellas unas ya conocidas al

ingreso del paciente, otras sobre las circunstancias de ingreso y por ultimo las que
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reflejan la presencia y el grado de alteracion fisiopatologica en el momento de
ingreso en UCI. Al igual que la anterior se determina en las primeras 24 horas de
ingreso en la UCI, escogiendo el peor valor de cada variable fisiologica durante ese
periodo. La segunda parte viene establecida como el riesgo de muerte en el
episodio hospitalario calculado a partir de la puntuacién de gravedad”.
Exceptuando los casos extremos, su correlacion con la mortalidad predecible es

muy buena.

1.- DISFUNCION MIOCARDICA EN LA SEPSIS GRAVE. VALORACION
DE LA FUNCION CARDIACA.

La disfuncion miocardica es una disfuncion frecuente y relevante durante
la sepsis. E1 40% de los pacientes con sepsis desarrollan deterioro cardiovascular y,
a pesar de los avances en las técnicas de soporte desarrolladas en los ltimos afios,
la mortalidad en estos pacientes puede aumentar hasta el 70-90%.

Inicialmente la disfunciéon miocardica en la sepsis fue descrita de acuerdo a
las dos formas de presentacion del shock séptico: el shock frio y el caliente. El
shock frio se asocia a bajos indices cardiacos, mientras que la presentacion caliente
corresponde a un patron hiperdindmico caracterizado por hipotension arterial
sistémica grave, una reduccion de las resistencias vasculares sistémicas y un indice
cardiaco normal o alto.

En las fases iniciales del shock séptico existe hipovolemia debida tanto a
cambios en la reactividad vascular, con dilataciéon arterial y venosa, como por
aumentos en la permeabilidad con fuga de plasma al espacio extravascular. La
resucitacion con volumen restituye el volumen intravascular y eleva el gasto
cardiaco en una alta proporcioén de los pacientes, pero en ocasiones este aumento

del gasto cardiaco es insuficiente para compensar la importante caida de las
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resistencias vasculares periféricas e incapaz de elevar la presion arterial y mantener

la perfusion periférica.

1 2 3 4
Respiratorio
Pa0,/FiO, <400 <300 <200 <100
Coagulacion
Plaquetas <150 <100 <50 <20
Hepatica
Bilirrubina 1.2-1.9 2.0-5.9 6.0-11.9 >12
Cardiovascular
Hipotension PAM<70 Dopamina >5 Dopamina>5 o Dopamina > 15 o

o dobutamina Adrenalina<0.1 o  Adrenalina > 0.1 o
Noradrenalina < 0.1 Noradrenalina >0.1

Sistema Nervioso

GCS 13-14 10-12 6-9 <6
Renal

Creatinina 1.1-1.7 1.71-2.99 3.0-4.44 >4.4
Diuresis <500 <200

Tabla 11.- SOFA score

El concepto de disfuncion miocardica incluye tanto a pacientes con bajo
débito y shock frio persistente, como a pacientes que habiendo aumentado su gasto
cardiaco y presentandose clinicamente como hiperdindmicos, persisten con

diferentes grados de disfuncion uni o biventricular'®.
1.1.- MECANISMOS DE DISFUNCION MIOCARDICA EN LA SEPSIS:
Se han postulado diversas teorias para explicar la disfuncion miocéardica en

la sepsis, y entre ellas, las mas aceptadas son la disfuncién microvascular y la

presencia de sustancias depresoras del miocardio. La hipotesis que se mantuvo
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vigente durante afios acerca de que la disfunciéon miocérdica se debia a una lesion
isquémica, ha sido refutada tras demostrar en estudios la existencia de un flujo
coronario normal e incluso elevado en pacientes sépticos comparados con controles
normales, ademas de encontrar una producciéon normal de fosfatos de alta energia,
lo que indicaria un metabolismo miocardico de oxigeno preservado'.

En los afios 80, se postuld la existencia de un factor capaz de inducir una
alteracion de la funcidon cardiaca, al que denominaron “factor depresor del
miocardio” . Esta sustancia era capaz de deprimir la funcion cardiaca tanto in vitro
(miofibrillas aisladas) como in vivo (modelo animal). Aunque los primeros trabajos
sugerian la existencia de una sustancia depresora unica'”’, en la actualidad parece
que estén implicados diversos factores circulantes y, entre ellos, el TNF-a y la IL-
1B, desempefian un papel preponderante y se postula un sinergismo entre ellos que
es clave de la disfuncién contractil en la sepsis'”. Otros factores que han sido
estudiados como responsables de generar disfuncion miocardica son la IL-6, el
factor inhibidor de migracion de macréfagos, la lisozima C, la endotelina-1, el
estrés oxidativo y el factor de complemento C5a. El TNF-a y la IL-6 producidos
por el corazdn en situaciones de estrés ejercen un efecto inotrdpico negativo tanto
in vitro como in vivo y este mecanismo puede estar mediado por la inhibicion del
aumento de la concentracion de calcio intracelular durante la sistole o por la
induccion de 6xido nitrico. Asi mismo, se ha observado que los niveles de IL-6 se
incrementan cuando se afiaden catecolaminas al tratamiento y que estos niveles de
IL-6 se correlacionan de forma directa con las presiones de llenado cardiaco e
inversamente con el gasto cardiaco'™. Niveles en sangre elevados de IL-6, IL-8 e
IL-10, con niveles de TNF-a, IL-1f y metabolitos del 6xido nitrico que no se
elevaban se han descrito en pacientes con shock séptico y afectacién miocardica'®,
siendo el TNF-a e IL-1f, las que mejor se adaptan al perfil bioquimico de
sustancias depresoras de miocardio'’".

Esta depresion se produce en dos fases: una inicial, en minutos, con rapida
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influencia directa sobre el miocardio, y la otra tardia, horas después de la
exposicion y que persiste durante dias'® ',

En los ultimos afios se estd concediendo mas importancia a la teoria de la
disfunciéon microvascular en la sepsis, en la que consecuencia del edema endotelial
por la inflamacioén y de los depositos de fibrina, se producird una obstruccion al
flujo en la microcirculacion, que conllevara a una isquemia relativa de los tejidos o
una heterogeneidad del flujo sanguineo.

Por tultimo, el papel de las catecolaminas y la alteracion en sus receptores,
la disfuncion mitocondrial y la apoptosis son otra de las probables etiologias que
pueden ayudar a la disfunciéon miocardica en los pacientes sépticos.

Con todo ello, se estd buscando una marcador de isquemia miocardica que
pueda detectar de manera precoz la presencia de disfuncién miocéardica en los
pacientes sépticos. Se ha observado una relacion entre los niveles elevados de
troponinas cardiacas y una disfuncioén del ventriculo izquierdo. La elevacion del
péptido natriurético B también se ha asociado a disfunciéon miocérdica durante la
sepsislog. El péptido natriurético-B (BNP) es una hormona secretada por los
cardiomiocitos en respuesta a un aumento en la tension de la pared ventricular y
sus niveles plasmaticos se correlacionan con las presiones de llenado del VI. El
BNP tiene una media vida de aproximadamente 20 min, mientras que la vida media
del NT-proBNP es mas estable, es de 120 min. Los niveles de BNP y NT-proBNP
en el plasma normal estan nivelados y varian ampliamente dependiendo de la edad
y del sexo.

Un estudio piloto'” mostré una correlacion inversa entre los niveles de
BNP vy el indice cardiaco. Otros estudios han mostrado una relacién entre niveles
plasmaticos de BNP elevados y una disfuncion sistdlica precoz, siendo estos
niveles progresivamente mayores en aquellos pacientes que fallecian''" """,

Estos resultados sugieren que los niveles de BNP podrian ser una

herramienta para el diagndstico precoz de la sepsis, su estratificacion, tratamiento y
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, . . 112-114
como marcador prondstico durante su ingreso en UCI .

1.2.- MONITORIZACION DE LA FUNCION CARDICA Y
ESTABILIZACION HEMODINAMICA EN LA SEPSIS:

El paciente en shock séptico requiere una resucitacion rapida y agresiva.
La prioridad inicial es mantener la presion arterial en niveles Optimos asi como
asegurar un gasto cardiaco adecuado a las necesidades del paciente.

La expansion de volumen constituye la terapia de primera linea en la sepsis
con inestabilidad hemodinamica, aunque s6lo un 50% de los pacientes responden
al aporte de fluidos incrementando el volumen sistolico. La expansion de la
volemia puede, por el contrario, ocasionar efectos deletéreos a nivel pulmonar
secundario al aumento del agua extravascular. Por este motivo es preferible el uso
de técnicas que permitan valorar la precarga del ventriculo derecho, mas que
mediciones aisladas de presiones de llenado ventricular. La variacion de la presion
de pulso estd en relacion con la respuesta del gasto cardiaco a una sobrecarga de
fluidos. Mediciones sensibles a la perfusion de organos incluyendo Ila
monitorizacion de la acidosis lactica, la lactacidemia y el aclaramiento de lactato,
son tutiles para guiar la resucitacion con fluidos.

Mediante el andlisis del contorno de pulso se obtienen datos de forma
continua acerca del gasto cardiaco y otros pardmetros hemodinamicos, basandonos
en el concepto de que el area bajo la curva de pulso es proporcional al volumen
sistolico. El sistema PiCCO mediante termodilucion transpulmonar obtiene un
gasto cardiaco continuo mediante el analisis de la onda de pulso. La utilizacion de
PiCCO permite monitorizar de forma continua el gasto cardiaco, la variabilidad de
la presion de pulso y del volumen sistélico. De forma intermitente permite valorar
la gravedad del edema pulmonar (EVLWI: extravasculat lung water index), el

volumen toracico intravascular (ITBI: intrathoracic blood volumen index) y el
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volumen cardiaco telediastolico (GEDVI: global end diastolic volumen index),
medidas relacionadas con la precarga ventricular. La tabla 12 muestra los
parametros obtenidos con la monitorizacion del sistema PiCCO®.

La determinacion sucesiva del EVLWI durante la administracion de fluidos
demostrdé una disminucién en la duracion de la ventilacidon mecanica y de la
estancia en UCI en pacientes con sepsis grave, frente a la presion arterial y
POAP'". Valores bajos de EVLW en pacientes sépticos se ha asociado con mayor
supervivencia. Si relacionamos el EVLW con el volumen sanguineo pulmonar
obtenemos el indice de permeabilidad vascular pulmonar (IPVP), que identificaria
a los pacientes con edema pulmonar de causa no cardiogénica, si los valores de

IPVP > 3.

Analisis del contorno de l1a onda de pulso (Sistema PiCCO):

Parametro Nomenclatura Valores nomales
indice cardiaco IC 3.0-5.0 I/min/m’
Volumen global telediastolico GEDV 680-800 ml/min
Agua extravscular pulmonar EVLWI 3-7 ml/Kg
Indice de permeabilidad vascular pulmonar PVPI 1-3
Variacion del volumen sistdlico Svv = 10%

Variacion de la presion de pulso PPV = 10%
Fraccion de eyeccion global GEF 25-35%
Contractilidad ventriculo izquierdo indexada dPmax -/- mmHg/s

Tabla 12.- Valores normales de los parametros de monitorizacion del sistema PiCCO.

La variabilidad de la presion de pulso y la variabilidad del volumen
sistolico, son pardmetros dindmicos derivados del analisis de los cambios de la
presion arterial durante un ciclo respiratorio mecéanico. Son especialmente utiles

para detectar enfermos en los que esperable un aumento del gasto cardiaco en
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respuesta a la administracion de fluidos, lo que se ha denominado estado
“precarga-dependiente” y la magnitud de los cambios respiratorios del volumen
sistolico dependera de la posicion de ambos ventriculos en la curva de Frank-

Starling.

VI- MARCADORES DE GRAVEDAD Y PRONOSTICO EN LA SEPSIS.

Los biomarcadores pueden jugar un importante papel en el diagndstico
precoz de la sepsis y en su estratificacion. Pueden indicar la presencia o ausencia
de sepsis, su severidad y algunos de ellos pueden diferenciar las infecciones
bacterianas de las viricas o fungicas. Otros usos potenciales, incluyen su papel en
el pronostico, en la guia de la terapia antibidtica, evaluando la respuesta al
tratamiento y la recuperacion de la sepsis, diferenciar los microorganismos gram
positivos y gram negativos como causantes de la sepsis, predecir las
complicaciones de la sepsis y el desarrollo del sindrome de disfuncion
multiorganica.

No existe un gold standard para el diagnostico de la sepsis, por lo que la
efectividad de un marcador debe ser comparada con los métodos actuales para el
diagnostico y la monitorizacién de la sepsis disponibles en la practica clinica''. La
clinica y los tests de laboratorio estandar, no son muy utiles para el diagnostico de
sepsis ya que la mayoria de los pacientes criticos desarrollan algun grado de
respuesta inflamatoria, tengan o no un proceso séptico. Como hemos visto
anteriormente, la respuesta inflamatoria incluye un numero de mecanismos de
defensa fisioldgicos, cuyo objetivo es limitar y reparar la lesion tisular . La
liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, juega un papel fundamental en la puesta
en marcha de estos mecanismos. En los hepatocitos, la respuesta a las citoquinas
estimula la sintesis de proteinas inflamatorias de fase aguda, como la PCR y otras

sustancias, proteica sérica amiloide A, fibrindgeno y o-Il-antitripsina. En el eje
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hipotalamo-hipofisario, esta respuesta causa una modificacion del termostato
corporal, provocando fiebre y secrecion de ACTH, responsable de la produccion de
gluococorticoides por la glandula adrenal'”.

Dentro de marcadores buscamos que sea capaz de establecer un
diagnostico, cuantificar la gravedad de la enfermedad, medir la respuesta a un
tratamiento o intervencion terapéutica. Los mas estudiados como marcadores de
infecciéon bacteriana y sepsis han sido la proteina C-reactiva (PCR) y la
procalcitonina, ademas de varias citoquinas (IL-6, IL-8), y en la actualidad

moléculas endoteliales como el TREM-1, la pro-adrenomedulina y el pro-péptido

natriurético cerebral (NT-proBNP).

1.- PROTEINA C REACTIVA.

Es una proteina de fase aguda que juega un papel fundamental en la
defensa contra patogenos. Tiene ademés efectos hemodindmicos durante la sepsis,
cuando la reactividad vascular puede ser modulada, aunque el mecanismo exacto
no estd claramente definido. La concentracién plasmatica media de la PCR en
adultos sanos es de 0,08 mg/dl. Su vida media plasmatica es de 19 horas y su
biocinética la hace ttil como marcador de respuesta terapéutica y diagndstico de
infecciones intercurrentes.

Valores de PCR en sangre > 8-10 mg/dl junto con un SIRS, pueden ayudar
a confirmar el diagnoéstico de sepsis. Concentraciones < 5 suelen descartar que una
infeccion bacteriana sea causa del SIRS. Un descenso en los niveles de PCR en un
plazo de 24 horas =25% del valor del dia previo o de 72 horas =5 mg/dl menos que
el valor inicial, puede predecir una buena respuesta terapéutica de la sepsis.

La determinacion seriada de las concentraciones plasmaticas de la PCR es en
general un buen indicador de actividad inflamatoria. Las infecciones bacterianas

son uno de los estimulos inflamatorios mas potentes que determinan grandes
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elevaciones de la PCR circulante. Se ha utilizado como marcador se sepsis tanto en
adultos como en nifios. Varios estudios apoyan el valor de monitorizar las
concentraciones de PCR en la identificacion precoz de la sepsis. Povoa et al''®
demostraron que una concentracion >8,7 mg/dl podia predecir la presencia de
infeccidon con una sensibilidad de 93,4% y una especificidad del 86,1%, y cuando
se combinaba con control de temperatura, la especificidad alcanzaba un 100%.
Miltiples estudios han mostrado una asociacion entre niveles elevados de PCR y
resultados clinicos desfavorables. Otros trabajos han observado la utilidad de

. . -7 Lol - 119,120
medidas seriadas de PCR para la valoracion prondstica de la sepsis 7.

2.- PROCALCITONINA.

Es producida normalmente por las células C parafoliculares del tiroides.
Una proteasa, la katacalcina, transforma la PCT en calcitonina. En condiciones
normales, los niveles de PCT en sangre circulante son muy bajos (inferiores a 0,1
ng/ml), con una vida media sérica de 22-35 horas. Su uso en la préctica clinica fue
descrita por Assicot en 1993, que describi6 que niveles plasmaticos de
procalcitonina estaba estrechamente relacionados con el inicio de la infeccion
bacteriana y aparentemente se correlacionaban con la severidad de la infeccion.
Poco después Dandon y col, demostraron que la inyeccién de endotoxina en
voluntarios sanos inducia la liberacion de PCT, que alcanzaba niveles méximos a
las 8 horas y se mantenian durante 24 horas.

Se ha demostrado su utilidad en el diagnodstico de la infeccion bacteriana,
en diferenciar entre el SIRS de origen no infeccioso y la sepsis y valorar el
pronostico del SIRS y del sindrome de disfuncién multiorganica, sirviendo como
indicador de gravedad, identificando subgrupos de pacientes con mayor riesgo de

morir.
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Datos publicados en los afios 90 por Oberhoffer, mostraron un aumento en

los niveles de PCT en pacientes con sepsis grave y shock séptico en comparacion
con aquellos con SIRS y so6lo la determinacién de PCT, neopterina y APACHE III
podrian diferenciar de manera significativa entre SIRS y sepsis severa. Otros
parametros como PCR, IL-6, IL-8, I1-10, leucocitosis y elastasas mostraron menos
exactitud'*" "%,
Diferentes estudios han evaluado la relacion de la PCT con el SOFA'?
considerando que la monitorizacion de la PCT era una herramienta rapida y real
para valorar la DMO y el prondstico de estos pacientes, estratificando aquellos con
riesgo de desarrollar complicaciones clinicamente relevantes'**.

Una de las mas importantes indicaciones en la determinacion de la PCT es
el seguimiento del curso clinico de la sepsis y la respuesta terapéutica a los
antimicrobianos, cirugia y otros tratamientos. Se ha observado como los valores de
PCT disminuyen rapidamente en el momento en que la infeccion esta controlada,
mientras que permanecen elevados en aquellos casos de infeccién persistente'*™ '*°,

La complejidad de la respuesta inmune del huésped a la infeccidon hace poco
probable que un solo biomarcador pueda describir adecuadamente y estratificar a
los pacientes con sepsis. Una posibilidad con enorme atractivo consistiria en la
combinacién de varios marcadores simultdneos con el objetivo de aumentar el
poder diagnostico, como ya describen algunos autores'>” ',

Si consideramos los pilares fundamentales de la fisiopatologia de la sepsis
que hemos ido comentando anteriormente y la interrelacion que se establece entre
ellos: inflamacidn-antiinflamacion, coagulacion, estrés oxidativo y dafio endotelial,
(podriamos obtener una serie de marcadores, que en su conjunto nos podrian

describir a los pacientes con sepsis en su fase precoz y estratificar su gravedad, con

posibilidades futuras de nuevas opciones terapéuticas a diferentes niveles?
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis y objetivos

HIPOTESIS.

En base al estado actual del tema expuesto anteriormente, todavia no
existen marcadores de severidad fiables y tempranos de la sepsis grave. Por ello, la
determinacion de pardmetros relacionados con la inflamacién, coagulacion, estrés
oxidativo y perfusion tisular como pilares fundamentales de la fisiopatologia de la
sepsis, asi como la interrelacion de ellos, se considera de utilidad en la practica
clinica para llegar a un diagndstico precoz, valorar la evolucion clinica y plantear

terapias futuras.

OBJETIVOS.

Los objetivos de la presente Tesis han sido:

1) Valorar las diferencias entre los niveles basales de marcadores de
inflamacion, coagulacion y estrés oxidativo de los enfermos a su ingreso y los

niveles de los pacientes control.

2) Determinar la relacion entre los niveles basales iniciales de los
diferentes marcadores de inflamacion, coagulacion y estrés oxidativo con el

desenlace final de los pacientes en términos de supervivencia.
3) Determinar la evolucion de los marcadores de inflamacion, coagulacion

y estrés oxidativo en el tiempo y su relacion con el desenlace final en términos de

supervivencia.
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4) Determinar la relacion de los parametros de estrés oxidativo, mediadores
de la coagulacion, reactantes de fase aguda y otros mediadores celulares con las
escalas de gravedad, parametros de uso habitual en la practica clinica y pardmetros

que valoran la disfuncién de érgano.

5) Determinar la interrelacion que pueda existir entre los marcadores de

inflamacion, coagulacion y estrés oxidativo.

6) Valorar la influencia de las Técnicas de Depuracion Renal en los niveles

de los diferentes marcadores de inflamacion, coagulacion y estrés oxidativo.
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3. MATERIAL Y METODOS
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Material y métodos

1.- AMBITO DEL ESTUDIO:

Unidad de Cuidados Intensivos del Servicio de Medicina Intensiva del
Hospital General de Castellon, hospital docente, de referencia de la Provincia de
Castellon y de nivel asistencial 2-3.

El Servicio consta de una Unidad de Cuidados Intensivos polivalente de
15 camas y una Unidad de Cuidados Intermedios de 6 camas, que atienden unos

1000 pacientes al afio.

2.- SUJETOS OBJETO DE ESTUDIO:

2 GRUPOS DE PACIENTES:

A.- GRUPO DE ENFERMOS: Pacientes con Sepsis o Shock séptico:

patologia médica y quirargica.

B.- GRUPO CONTROL: Pacientes sanos

2.1- PACIENTES ENFERMOS:

* Todos los pacientes con Sepsis grave: sepsis asociada a signos de

hipoperfusion o de disfuncién orgdnica como acidosis lactica, oliguria < de 0,5
ml/kg/h durante mas de 1 hora, alteraciones mentales agudas o PaO,/FiOy < 6 =

280 mmHg.

» Pacientes en situacién de Shock séptico: conforme a las definiciones

aportadas en la introduccion.
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* Todos ellos bajo efectos de la sedacion, intubados y conectados a

ventilacién mecanica.

2.2- PACIENTES CONTROL:

Pacientes con patologia hematoldgica tipo anemias o mielodisplasias que a

priori no presentaban alteraciones de los parametros a estudio.

2.3- CRITERIOS DE EXCLUSION:

* Menores de 18 afios

* Mujeres embarazadas.

3.- TAMANO DE LA MUESTRA Y TIPO DE MUESTREO:

Para el tamafo de la muestra se decidié incluir a un minimo de 20
pacientes sépticos en el grupo de enfermos, entre patologia médica y patologia
quirtrgica (10 en cada uno de los grupos) y 10 pacientes en el grupo control para
que el tamafio entre ambos grupos fuera semejante para poder establecer
comparaciones.

La inclusién de los pacientes del grupo de enfermos se realizd siempre en
las primeras 24 horas de inicio del proceso séptico conforme ingresaban en la
Unidad de Cuidados Intensivos. Todos los pacientes para ser incluidos en el
estudio debian estar intubados y conectados a ventilaciéon mecénica. El tipo de
muestreo fue por conveniencia. En el caso de los controles se buscaron pacientes
con caracteristicas similares en cuanto a edad y sexo al grupo de enfermos para

poder comparar ambos grupos.
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Dada la frecuentacién de este tipo de patologia y ante la restriccion
economica actual, al tratarse de un estudio piloto , se consider6é suficiente el
tamafio muestral y no se consideré aumentar el nimero de muestras a analizar ni

plantear mas tiempos para la recogida de las mismas.

4.- CONSENTIMIENTO INFORMADO:

Aunque el estudio no incluia ninguna forma de monitorizacién o de
tratamiento distinta de lo que la Lex Artis consagra como habitual en las
situaciones infectivas (sepsis, sepsis grave o Shock séptico) descritas, la exigencia
de obtener muestras de sangre plante6 la necesidad ineludible de obtener la
participacion voluntaria del paciente (directamente o a través de sus familiares o
representantes legales) una vez que se le hubo proporcionado la informacién
necesaria como para que pudieran tomar una decision libre, consecuente y
legalmente respaldada.

El proyecto, en su conjunto, fue presentado al Comité de Ensayos Clinicos
(CEIC) del centro, siendo autorizado con fecha 20 de julio de 2007.

En el Anexo I se adjunta el documento expresamente elaborado para la
informacion al paciente y/o sus familiares, en el que se explica el procedimiento
a realizar.

El Anexo 2 corresponde al documento de aceptacion del paciente para ser
incluido en el estudio, junto con los datos de su identificacion personal, y la del
médico investigador que realizaba esta tesis. Dado que los enfermos subsidiarios
de participar en este estudio, no se hallaban, en la totalidad de los casos, en
situacion de expresar competentemente su aceptacion (intubaciéon orotraqueal +
ventilacion mecdanica) el consentimiento informado fue solicitado y obtenido de sus

familiares y/o allegados.
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En los enfermos seleccionados como “pacientes control”, se solicitd el

consentimiento informado previamente a la extraccion de las muestras.

5.- SISTEMATICA DE TRABAJO:

5.1.- PROTOCOLO AL INGRESO

Todos los pacientes incluidos en el estudio del grupo enfermos eran
sometidos a su ingreso al protocolo estandar de monitorizacion definido y
consensuado en nuestro servicio como protocolo de “monitorizacion al ingreso en

UCI” que incluye:

* Monitorizacion hemodinamica:

- Monitorizacion continua del ECG en monitor de cabecera del enfermo,
conectado a una central con capacidad de deteccion de arritmias graves.

- Monitorizacién hemodinamica invasiva con el sistema PiCCO®.

* Monitorizacion respiratoria: frecuencia respiratoria, StO,.

- Monitorizacion temperatura corporal.

En el momento de su inclusion en el estudio todos ellos se encontraban
bajo efectos de la sedacion, intubados y conectados a ventilacion mecanica.

Se recogieron los datos de filiacion del paciente: nombre, edad, sexo, fecha
de ingreso en el hospital y en la UCI, fecha de inicio del proceso séptico y hora de
inicio del mismo. Se valor¢ la patologia de base, si era médica o quirtirgica, el foco
de infeccion y la gravedad de la enfermedad mediante dos sistemas de puntuacion,
el APACHE II (Acute Physiology And Chronic Health Evaluation II) y el SAPS 3

(Simplified Acute Organ Failure Assessment ).
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La disfuncién organica fue evaluado por la escala SOFA (“Sequential
Organ Failure Assessment”), que se determina evaluando la funcion de 6 6rganos o
sistemas (circulatorio, respiratorio, renal, coagulacion, hepatico y neuroldgico) que

se puntian cada uno de ellos de 0 a 4 puntos.

5.2.- IMPLANTACION DE CATETERES:

En todos los pacientes del grupo de enfermos se implantaron los siguientes
catéteres:

* 1 catéter introducido por puncidon percutanea, mediante técnica de
Seldinger, por vena Subclavia o Yugular con extremo proximal en auricula

derecha.

* 1 catéter en arteria femoral, introducido mediante la misma técnica que
la anterior para la obtencion de las muestras de sangre a analizar y conectada a un
transductor y a un monitor PICCO® para la monitorizacion hemodinamica de

forma continua y de donde se extraian posteriormente las muestras.

* Aquellos pacientes que presentaron fracaso renal agudo oligurico, fueron
sometidos a depuracidon extrarrenal a través de un catéter de hemofiltracion
introducido por puncién percutinea, mediante técnica de Seldinger, por vena

Yugular o vena Femoral.

5.3.- MONITORIZACION HEMODINAMICA

En todos los pacientes se realizaron las medidas hemodindmicas generales

propias de todo paciente en estado critico, asi como la toma de presiones y

muestras de sangre en la arteria femoral.
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5.3.1.- Parametros de monitorizacion mediante sistema arterial:

* Frecuencia cardiaca.

o Tension Arterial sistdlica, diastdlica y media tomadas en el monitor
Drager®© tras cateterizacion de la arteria femoral.

* GC y otros parametros hemodinamicos al conectar el catéter arterial con

el sistema de monitorizacion PiCCO®.

5.3.2.- Parametros de monitorizacion mediante sistema venoso:

El uso del catéter venoso central permite una resucitacion agresiva con
fluidos y la administraciéon de soporte vasoactivo en pacientes con shock séptico.
Nos permite monitorizar:

a) Presion venosa central (PVC): valor de presion de sangre de retorno al
corazo6n desde la circulacion sistémica. Se considera un pardmetro de estimacion de
la precarga, y un valor de 8-12 mmHg es el objetivo a conseguir segun las guias de
la Campaiia Sobrevivir a la Sepsis™*°.

b) Saturacion venosa central (SvcQ,): Saturacion de oxigeno en el sistema
venoso que retorna al corazon. Su valor permite estimar si el balance entre aporte y

demanda de oxigeno a los tejidos es adecuado. Se consideran valores objetivo

>70%

5.3.3.- Parametros obtenidos mediante el sistema PiCCO® (PiCCO System,
PULSION Medical Systems AG, Munich, Alemania):

El sistema PiICCO® utiliza el analisis del contorno de la onda de pulso para

la obtencion del GC y otros pardmetros hemodinamicos, basandose en el concepto
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de que el area bajo la curva de pulso es proporcional al volumen sistolico (VS).
Obtenemos:

1.- Mediciones del flujo sanguineo: GC calculado por el andlisis de la
curva de termodilucion transpulmonar (TDTP) usando la ecuacion de Stewart-
Hamilton. Para determinar el GC se precisa la inyeccion de un indicador en bolo, a
distinta temperatura que la de la sangre, normalmente suero salino isotonico, a
través de la luz del catéter venoso central en el que se encuentra el sensor de
temperatura externo. Una vez en el torrente sanguineo, el termistor situado en la
punta del catéter arterial detecta las variaciones de la temperatura generando la
curva de termodilucion.

2.- Medicion de volimenes: volumenes de los compartimentos
intravasculares, asi como el liquido extravascular pulmonar. Estima la precarga
cardiaca a través de 2 pardmetros: @) la medicion del volumen global al final de la
diastole (GEDV), definido como la suma del volumen de sangre de las 4 cavidades
cardiacas, y b) el indice de volumen sanguineo intratoracico (ITBV) considerado
como el volumen de sangre que hay en las 4 cavidades cardiacas y en el lecho
vascular pulmonar. Ninguno de estos pardmetros se altera con la ventilacion
mecanica. La medicion del agua extravascular pulmonar (EVLW) supone una
medida de cuantificacion del edema pulmonar y permeabilidad vascular, indice de
permeabilidad vascular pulmonar (PVPI)'*’.

3.- Parametros de contractilidad cardiaca: a) Fraccion de eyeccion
global (GEF), pardmetro mas frecuente utilizado para valorar la funcién ventricular
y que refleja la fraccion eyectada del volumen diastolico final global. Se define
como el cociente entre el volumen sistolico (VS) y % del volumen telediastolico
ventricular (VITDG) y b) Velocidad de aumento de la presion ventricular pico

(dp/max), mediante el anélisis de la curva de presion arterial.
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5.4.- MANEJO TERAPEUTICO DEL PACIENTE SEPTICO:

El manejo del paciente séptico se realizd6 de acuerdo a las directrices
establecidas por la Surviving Sepsis Campaign, con los paquetes de medidas a
realizar en las primeras seis horas de inicio del cuadro y en las 24 horas
posteriores® ¢,

El manejo inicial, durante las primeras seis horas del reconocimiento de la
sepsis, tiene como objetivo la resucitacion inicial y mitigar la amenaza que supone
una infecciéon no controlada. La resucitacion requiere del aporte de fluidos para
conseguir normalizar los pardmetros hemodinamicos fijados como objetivo, PAM,
SvO,, PVC y diuresis, y si no hay respuesta iniciar soporte vasoactivo e inotropico
y, la administracion de oxigenoterapia, de forma no invasiva o mediante
ventilacion mecanica. Durante este tiempo es necesario buscar el foco probable de
infeccion, obtener muestras microbiologicas, iniciar antibioterapia lo mas precoz
posible y controlar el foco de infeccion (drenaje o tratamiento quirtirgico).

Tras las primeras seis horas de tratamiento, el objetivo se centrard en el
manejo y control de la disfuncion de oOrganos para evitar mayor ntimero de
complicaciones'.

La disfuncién respiratoria se define como pO,/FiO, < 300 mmHg y la
ventilacion mecanica mediante la aplicacion de oxigeno y presion positiva en la via
aérea, siendo la ventilacidn mecanica invasiva o no invasiva la forma de
tratamiento.

En la definicion de fracaso renal se consideran tanto la elevacion de las
cifras plasmaticas de creatinina, como la disminucién de diuresis horaria. Aunque
la fisiopatologia del fracaso renal es compleja, podemos considerar dos
mecanismos en el paciente séptico: la hipoperfusion tisular, que conlleva una
disminucién del flujo renal y del filtrado glomerular y, en segundo lugar por un

mecanismo inflamatorio y toxico por las sustancias liberadas o por los farmacos
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administrados. La técnicas continuas de sustitucion renal pretenden sustituir las
funciones béasicas del riidén, y pueden ser administradas de forma continua o
intermitente, aunque se prefieren las primeras porque permiten un mejor manejo el
balance fluidos en los pacientes sépticos hemodindmicamente inestables. La
técnica mas utilizada actualmente y en nuestra unidad es la hemodiafiltracion veno

venosa continua, que combina difusidén y conveccion.

5.5.- VARIABLES ESTUDIADAS:

Las variables objeto de estudio y sus caracteristicas se detallan en la tabla 1

(lay 1b).

5.6.- OBTENCION DE MUESTRAS Y PROCESAMIENTO:

5.6.1.- PROTOCOLO DE RECOGIDA DE LAS MUESTRAS Y PREPARACION
PARA SU PROCESAMIENTO

Se prepararan y rotularan previamente a la obtencion de las muestras, todos
los tubos con el NOMBRE del enfermo, FECHA de la extraccion y
DETERMINACION a realizar.

Con el catéter ya introducido en la arteria femoral, se procedi6 al lavado de
los mismos con 10 ml. de suero fisiologico seguido de la aspiracion de 5 ml de
sangre seguido de la extraccion de muestras de sangre para las muestras a estudio:

- 5 ml en un tubo de heparina para el analisis del glutatiéon

- 10 ml en 2 tubos de EDTA para el analisis del MDA, XO y homocisteina.

- 20 ml en cuatro tubos de citrato para el anélisis de la IL-6, IL-8, IL-10,
TNF-a, PC, PS, factores de coagulacion y AT IIL.

79



En todos los pacientes se obtuvo ademds sangre arterial para recuento
celular hematico, y determinaciones bioquimica: amilasas, GOT, GPT,
Bilirrubina, Fosfatasa Alcalina (FA), GGT, BNP, procalcitonina, asi como

gasometrias de linea arterial y venosa central.

5.6.1.1.- Tiempos de recogida

En todos los pacientes se recogeran las mismas muestras en varios tiempos
desde su ingreso:

- 0-24 horas.

- 24-48 horas.

- 48-72 horas.

- Alta o exitus.
5.6.2.- PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS Y DETERMINACIONES
BIOQUIMICAS

5.6.2.1.- Técnicas de procesamiento de las muestras

* Las muestras para gasometrias se procesadas en el autoanalizador de
gases del Servicio de Medicina Intensiva (ABL800 flex blood gas analyzer©),
previa calibracion del aparato e inmediatamente después de su extraccion.

+ Las muestras correspondientes seran remitidas al laboratorio de
bioquimica para su procesamiento inmediato y posterior analisis.

+ Las muestras correspondientes seran remitidas al laboratorio de
hematologia para su procesamiento inmediato y posterior analisis.

* El resto de muestras fueron trasladadas por el investigador al laboratorio
de hematologia, donde fueron inmediatamente procesadas por el investigador para

ser posteriormente congeladas a -80°C, hasta su procesamiento final.
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* En el momento de proceder a las determinaciones las muestras se
descongelaron en hielo

* Los resultados fueron recogidos personalmente por el investigador.

5.6.2.2.- Analisis de las muestras:

A) FUNCION PLAQUETAR: mediante el analizador de funcién plaquetaria
(PFA-100®, Dade-Behring) que valora automéaticamente la adhesion y agregacion
plaquetaria inducida simultdneamente por una alta velocidad de flujo y por una
mezcla de colageno con ADP o con epinefrina. La muestra de sangre anticoagulada
con citrato se dispensa en el reservorio de un cartucho desechable que contiene un
capilar dirigido hacia una membrana con un orificio de 150 pum de didmetro. La
membrana esta recubierta de colageno y ADP (col- ADP) o con colageno y
epinefrina (col-Epi). Un vacio constante (40 mbar) hace que la sangre circule a alto
flujo (4000-6000 s-1) por el capilar hasta atravesar el orificio de la membrana del
cartucho. Este alto flujo que per se induce activacion, la presencia de colageno, que
promueve la adhesion de las plaquetas via GP Ib/IX y la activacion inducida por el
ADP/epinefrina de la membrana y por los componentes intraplaquetarios liberados
in situ, provocan la formacioén de un trombo plaquetario que termina por impedir el
flujo de sangre a través del orificio. Asi, la respuesta hemostética se expresa como
el tiempo necesario para obstruir el flujo (TO). El equipo estd disefiado para
cuantificar s6lo TO inferiores a 300 s; superado este tiempo el ensayo se corta

automaticamente y el resultado se expresa como TO > 300 s.
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B) MARCADORES DE INFLAMACION-ANTIINFLAMACION:

1.- IL-6: Se midi6 la interleuquina-6 por ensayo inmuno-radiométrico
(IRMA) de tubo recubierto que se basa en la formacioén especifica de los complejos
Antigeno-Anticuerpo (Ag-Ac) En cada uno de los tubos recubiertos se colocan 200
ul de solucion control, estandar y de muestras de suero se colocan en cada uno de
los tubos recubiertos y se afiaden a todos ellos 200ul de solucion tampon. A
continuaciéon se incuban durante 16-20 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente el contenido completo se aspira, se lava con solucion de lavado y se
aspira de nuevo. Tras este procedimiento, se afladen a los tubos 200 pL del
indicador y se deja durante dos horas. A continuacion se lavan de nuevo los tubos y
se cuentan en un contador gamma durante 60 segundos. La concentracion de IL-6
de las muestras se determind por interpolacion usando una curva estandar

preparada al mismo tiempo.

2.- TNF-a.: Se midi6 el TNF-a por la misma técnica que la IL-6, aunque a
diferencia de ésta, para la determinacion del TNF-a, los estandares y las muestras

se incuban junto con 50 ul del indicador.

3.-_IL-10: La determinaciéon de IL-10 se realizdé por la técnica ELISA
utilizando reactivos comerciales (R&D Systems, MN, EEUU). Las muestras y la
curva estandar fueron incubadas en los pocillos de la microplaca recubiertos con un
anticuerpo,

Se afiadieron 50 ul de diluyente a las muestras y posteriormente 200 ul de
estdndar a cada pocillo, dejando incubar durante 2 horas. Pasado este tiempo se
aspiraba cada pocillo y se lavaba, repitiendo este proceso 3 veces para un total de 4
lavados. Se afadian 200 ul del conjugado a cada pocillo y se incubaba de nuevo

durante dos horas y después se procedia al aspirado y lavado (un total de 4
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lavados). Se afiadian 200 ul de sustrato a cada pocillo y tras 30 minutos de
incubacion se anadian 50 ul de la solucién final. Finalmente se procedia a la lectura
de los resultados mediante la determinacion de la densidad Optica. La sensibilidad

de este ensayo es de 3,9 pg/ml.

4.- IL-8: La determinacion de IL-8 también se realizd por la técnica
ELISA utilizando reactivos comerciales (R&D Systems, MN, EEUU). Las
muestras y la curva estandar fueron incubadas en los pocillos de la microplaca
recubiertos con un anticuerpo. Se afiaden 100 ul de diluyente y luego 50 ul del
estdndar a cada pocillo dejando incubar durante dos horas. Se aspira y lava cada
pocillo, repitiendo al igual que para la IL-10 hasta un total de 4 lavados. Se afiaden
100 wul del conjugado en cada pocillo, se deja una hora y se lava de nuevo 4 veces.
Tras colocar 200 ul de sustrato se deja durante 30 minutos y pasado este tiempo se
afiaden 50 ul de solucion final. Finalizado el proceso se procede a la lectura. La
sensibilidad de este ensayo es de 3,5 pg/ml.

No se ha definido un rango de valores dentro de la normalidad para las
citoquinas, por lo que los valores de referencia normales se consideraron a partir de
los valores obtenidos en multiples estudios realizados en pacientes sometidos a
estudios del suefio. Asi se consideraron valores normales para la IL-10: 1-25 pg/ml,

para la IL-6 1-75 pg/ml, IL-8 1-50 pg/ml y el TNF-a 1-50 pg/ml.

C) MARCADORES DE COAGULACION:

Todos ellos fueron determinados en el laboratorio de Hematologia en el

analizador ACLTop, utilizando los kits correspondientes.
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1.- PROTEINA C: Determinada mediante el test ProClot, una técnica

coagulativa que determina la actividad funcional de la Proteina C y que se basa en
la prolongacién del Tiempo de Tromboplastina Parcial Activada (TTPA) en
presencia de Proteina C activada. La proteina C de la muestra se activa mediante
Protac, un activador rapido derivado del veneno de la culebra americana
copperhead Agkistrodom. Los niveles de PC expresados en % del valor normal se
obtienen por interpolacion en una curva de calibracién o de referencia establecida
con diluciones de plasma humano calibrador y plasma deficitario en PC. Los

valores normales se consideran 60-140%.

2.- PROTEINA 8 libre: Se determina midiendo el incremento de turbidez

debido a la aglutinacion de dos reactivos de latex. La CABP adsorbida sobre el
primer reactivo de latex reacciona con alta afinidad con la PS libre del plasma de
paciente en presencia de iones calcio. La PS unida al C4BP provoca la aglutinacion
del 2° reactivo de latex, el cual esta recubierto con un anticuerpo monoclonal
dirigido contra la PS humana. El grado de aglutinacion serd directamente
proporcional a la concentracion de PS libre en plasma. Valores considerados dentro

del rango de la normalidad 55-124%.

3.- FACTORES DE COAGULACION II, VII, VIII Y XII: Medido por

el analizador ACL TOP. Para la determinacion de cada factor se mide el TP o el
TTPA de una mezcla del plasma deficitario en factor con el plasma del paciente.
La actividad del factor de coagulacién expresada en % se obtiene mediante
interpolacion en una curva de calibraciéon o referencia establecida con las
diluciones del plasma humano calibrador y el plasma deficitario. Se consideran

valores de normalidad: 70-140%.
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4.- ANTITROMBINA I (AT IID: Medido por el analizador ACL TOP

mediante una técnica basada en sustrato cromogénico y que consta de dos etapas:
1) Inactivacion del FXa en presencia de un exceso de heparina mediante
incubacion del plasma con el reactivo FXa y, 2) Cuantificacion de la actividad de
FXa residual con un sustrato cromogénico sintético. Los valores de referencia: 80-

120%.

5.- HOMOCISTEINA: medicién por inmunoensayo con latex

automatizado mediante el kit HemosIL. ™. Consta de tres etapas: 1) Reduccion de
los disulfuros y de las formas unidas a proteinas de la Hcy presente en las muestras
a Hey libre. 2) Conversion enzimadtica de la Hey libre a S-adenosil-L-homocisteina
(SAH) por la hidrolasa HSA (SAHH). 3) SAH/conjugada tiene multiples sitios de
unidén, permitiendo asi una reaccion de inmunoprecipitacion competitiva entre los
anti-SAH de latex y el SAH / conjugado libre. El grado de aglutinacion sera
inversamente proporcional a la concentracion de Hey de la muestra y se determina
mediante la medicién de la disminucion de la luz transmitida causada por los

agregados. Valores de referencia 0-14uM.

D) MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO:

1.- MALONDIALDEHIDO: Para llevar a cabo las determinaciones, se

necesita derivatizar las muestras con acido tiobarbiturico, formandose un aducto,
TBARS, que puede ser analizado por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Este método se basa en la hidrolisis de los lipopergoxidos presentes en la
muestra y posterior formacion de un aducto entre el acido 2-tiobarbittrico y el
malondialdehido liberado (TBA-MDA,;). Puesto que el &4cido 2-tiobarbittirico
reacciona con distintos grupos carbonilos presentes en la muestra, ademas de con el

malondialdehido, se realiza una separacion por cromatografiaa liquida de alta

85



eficacia en fase reversa del aducto acido 2-tiobarbittrico-malondialdehido del resto

: : 130
de las sustancias reaccionantes presentes en las muestras ™.

2.- ACTIVIDAD XANTINA OXIDASA: La cuantificacion de la

actividad xantina oxidasa (XO) en plasma fue determinada utilizando el Xanthine
Oxidase Fluorometric Assay Kit (Cayman Chemical Company, Michigan, USA).
Es un método basado en reacciones enzimaticas acopladas en las que la XO, en
primer lugar, produce peroxido de hidrogeno durante la oxidacion de la
hipoxantina. El peroxido de hidrogeno, en presencia de peroxidasa, reacciona con
10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina dando lugar a un compuesto fluorescente
llamado resorufina. La resorufina puede ser facilmente analizada empleando una
longitud de onda de excitacion de 520-550 nm y una de emision de 585-595 nm.
La determinacion se realizd siguiendo las instrucciones del fabricante. La
cuantificacion de la actividad xantina oxidasa de las muestras se determind por
comparacion con una recta estdndar de XO. El rango de la recta oscil6 desde 0,1
hasta 20 mU/ml de XO.

3.- GLUTATION REDUCIDO (GSH) Y OXIDADO (GSSG): La

determinacion se realizd mediante cromatografia liquida de alta resolucion
acoplada a un tdndem de espectrometria de masas (HPLC-MS/MS). El sistema
cromatografico sonsta de un espectofotdometro de masas triple-cuadruplo
MicromassQuatro™ (Micromass) equipado con una fuente de ionizacion Z-spray
operando en modo i6n positivo con un LC-10* Shimadzu acoplado al software
MassLynx 4.1 para el procesado de los datos. Las muestras fueron analizadas por
HPLC en fase reversa con una columna C18 Mediterranean Sea (Teknokroma,
Barcelona, Espafia) (5.0 x 0,21 cm) con 3 um de tamafio de particula"'. Se

determino el glutation tanto en su forma oxidada como reducida.
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6.- ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS:

El andlisis estadistico se realiza con el paquete estadistico SPSS (version
15.0).

Para comprobar si las diferentes variables analizadas siguen una
distribucién normal se utiliza la prueba de Kolmogorov-Smirnoff. Cuando la
distribucion es normal, los datos se expresan como media + desviacion estandar; y
cuando no lo son como mediana y rango intercuartilico (P25-P75).

Aquellas variables que verifican la hipodtesis de normalidad se analizaran
mediante pruebas paramétricas, siendo la mas utilizada la comprobacion de medias
mediante pruebas t para datos independientes, y en determinados casos utilizando
la prueba t para muestras relacionadas. Para aquellas variables que no seguian una
distribucién normal, utilizaremos el test no paramétrico: U de Mann Whitney.

Para valorar si existia alguna asociacion entre dos variables cuantitativas
consideradas de interés se empled contraste de independencia basados en el
coeficiente de Correlacion de Pearson. El nivel de significacion estadistica
aceptado fue del 5% (p < 0.05), calculando el intervalo de confianza del 95% para
todas las pruebas realizadas.

El andlisis de grupos de wvariables dependientes relacionadas que
representan diferentes medidas del mismo atributo fue analizado mediante el
modelo lineal de medidas repetidas.

Para analizar la dependencia/independencia de variables cualitativas, se
elaboraron tablas de contingencia y se calcularon los p-valores correspondientes a
los respectivos tests chi-cuadrado.

El estudio evolutivo de los diferentes marcadores se realizé graficamente, a

nivel descriptivo.
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4. RESULTADOS
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Resultados

A) DESCRIPCION DE LOS GRUPOS: GRUPO DE ENFERMOS Y GRUPO
CONTROL

A.1.- ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS PACIENTES CON SEPSIS GRAVE Y
SHOCK SEPTICO

El grupo estudio estd formado por 23 pacientes con criterios de sepsis
grave y shock séptico (SCCC 2001) en el momento de inclusion en el estudio.

La edad de la poblacion a estudio se situa entre los 67 y los 80 afios, siendo
la edad media de 74.5 afos. El 52% de los pacientes eran hombres y el 48 %
mujeres. La enfermedad de base fue patologia quirtirgica para 11 pacientes (47,8%)
y médica en los 12 restantes (52,2%). El origen de la sepsis fue mayoritariamente
abdominal, con 17 pacientes (73,9%), aunque encontramos también tres de origen
pulmonar por neumonia (13%), 1 de origen urolégico por perforacion vesical (4,3
%), y dos bacteriemias secundarias (8,7%), una a foco abdominal y otra a foco
urinario. De los 17 pacientes con patologia abdominal, 9 presentaban peritonitis
fecaloidea, de los cuales 8 se debian a perforacion intestinal-dehiscencia de sutura
y una tras isquemia intestinal aguda. Otros dos presentaban cuadro de
gastroenteritis grave por Salmonella, dos mas presentaban colecistitis y una
colangitis, 3 pancreatitis agudas graves necrohemorrégicas en las que se obtuvieron
cultivos microbiologicamente positivos. Las cuatro patologias pulmonares eran
neumonias, dos de ellas por Streptococco pneumoniae y en las otras dos no se
defini6 el microorganismo. En el paciente con sepsis uroldgica, tampoco se llego6 a
identificar el microorganismo causante. El microorganismo causante de las
bacteriemias fue un Staphylococcus aureus sensible a meticilina en el caso de la
bacteriemia secundaria a foco uroldgico, y por Staphylococcus aureus resistente a

meticilina en la bacteriemia secundaria a foco abdominal (Figura 1).
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Patologia por grupos

I Bacteriemia secundaria

[ Colangitis

O Colecistits

Il Gastroenteritis
Neumonia

[ Pancreatiis aguda
necrohermorragica

@ Peritonits fecaloidea

D 'shock séptico urologico

Figura 1.- Origen de la sepsis

La puntuacion del indice de gravedad del APACHE II al ingreso fue de
18,33 % 6,59 (media = desv. tipica), el SAPS 3 de 71,17 = 14,72 y el SOFA score
de 10,79 = 2,58. Todos ellos presentaban un valor de 4 para la situacion
hemodinamica y de 3 puntos minimo para la situacion respiratoria, ya que
formaban parte de los criterios de ingreso. El valor medio para el sistema hepatico
de 1, supone unas cifras de bilirrubina sérica superiores a 1,2 mg/dl, el valor
cercano a 2 del sistema renal cifras de creatinina cercanas a 3 mg/dl (ya que por el
tiempo de evoluciéon no se pudo constatar el volumen de diuresis) y el sistema de
coagulacion con cifras de plaquetas < 150 (10%/ ul). El sistema neurolégico al
encontrarse todos los pacientes bajo efectos de la sedacion no fue considerado (ver
descriptivos tabla 1).

En el momento de la inclusion todos ellos precisaban ventilaciéon mecanica,
y se encontraban en situacion de shock con necesidad de soporte vasoactivo. Los
pacientes estaban sujetos a monitorizacion hemodindmica mediante el sistema
PiCCO. Las caracteristicas de la monitorizacion hemodindmica se muestran en la
tabla 2.

En la tabla 3 se detallan las caracteristicas demograficas, funciéon renal,
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hepéatica y reactantes de fase aguda, asi como parametros de hemograma y

coagulacion. La mortalidad global del grupo fueron 9 pacientes (37,5%), todos

ellos en situacion de fracaso multiorganico.

Media Mediana o Min. Max. Pys P
EDAD (afios) 72,39 74 7,93 55 81 68 79,75
APACHE II 18,3 17 6,6 7 34 13 23
SAPS 3 71,17 70,5 14,7 47 112 65 77
SOFA 10,61 10 2,48 7 16 9 12,75
Hemodinamico 3,71 4 1 0 4 4 4
Respiratorio 2,96 3 0,36 3 4 3 3
Coagulacion 0,65 0 0,9 0 2 0 2
Hepatico 1,08 1 1 0 4 1 2
Renal 1,79 2 1 0 4 1 3

Tabla 1.- Gravedad de los pacientes mediante los tres scores de gravedad. (o = desviacion tipica;

Min. = minimo; Mdx. = madximo, P = percentil)
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Tabla 2.- Situacion hemodindmica tras la monitorizacion con el sistema PiCCO®, la funcion

respiratoria con gasometria arterial, parametros de perfusion tisular y marcadores de sepsis como la

procalcitonina del grupo de sepsis.
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Media  Mediana (o] Min. Max. Pys Py

Glucosa (mg/dl) 145,83 147,50 40,7 84 206 116,25 173,75
Urea (mg/dl) 131,59 114,5 87,7 17 412 69,5 158,75
Creatinina (mg/dl) 2,7 2,34 1,7 0,6 7,42 1,49 3,62
GOT (UIn) 79,67 42,50 73,9 23 204 27,50 153,75
GPT (UIN) 55,17 32,50 46,8 16 135 23,50 100,5
Bilirrubina (mg/dl) 1,72 1,3 1,3 0,49 4,2 1,02 3,6
Amilasa (UL/I) 111,3 93,5 82,28 36 266 52,5 157,25
GGT (UL 73,64 60 42,01 18 152 39 102,5
FA (UIN) 87,5 89 79,64 7 244 20 145
PCR (mg/l) 214,2 195,1 112,2 50,46 405,78 147,86 341,7
Vit B12 (pg/ml) 575,35 459 435,5 160 1500 217,75 531,75
Ac félico (ng/ml) 7,93 5,18 5,71 2,38 20 2,74 5,91
Plaquetas (10° /pl) 199 196 1,25 72 559 104 259
Hematocrito (%) 32,3 32,1 4,8 24 41,5 24,9 34,75
1Q (%) 59,57 56 19,07 34 94 50,5 62,5
TTPA (segundos) 39,38 40,6 6,6 29,4 49,6 37,6 43,47
Leucocitos (10° /ul) 14,5 11,2 10,5 2,350 37,2 8,1 19,7
Fibrinégeno (mg/dl) 397,5 392 121,3 221 615 269,75 412,25
Dimero D 2844 1335 2512 588 8640 1300 6104

Tabla 3.- Parametros de laboratorio referentes a la funcion renal, hepdtica, perfusion tisular,

reactantes de fase agudo y parametros de hemograma y coagulacion del grupo de sepsis.
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A.2.- ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL GRUPO CONTROL

Definimos como grupo control a un grupo constituido por 10 pacientes, en
seguimiento por consultas externas de Hematologia para estudio de anemias o
Sindrome mielodisplasico.

La edad media de este grupo fue de 72 (61,5 -77,5). La distribuciéon por
sexos fue: 6 hombres (60%) y 4 mujeres (40%). Las caracteristicas demograficas,

funcion renal, hepéatica y reactantes de fase aguda se muestran en la tabla 4.

Media Mediana (o] Min. Max. Pys Pss
Glucosa (mg/dl) 112,4 102 31,5 82 184 89,5 130
Urea (mg/dl) 54,43 44 28,3 32 109 34 77
Creatinina (mg/dl) 1,1 1,02 0,38 0,75 2,0 0,84 1,32
GOT (UINn) 18 18 4,24 15 21 15 21
GPT (UIN) 14,8 11,5 6,3 10 30 11 18,5
Bilirrubina (mg/dl) 1,72 1,3 1,3 0,49 4,2 1,02 3,6
Amilasa (UI/l) 68,5 68,5 41,7 39 98 39 98
GGT (UIn) 23 22 7,5 16 31 19 26,5
FA (UIN) 70,2 74 21,5 41 116 52,75 78,75
PCR (mg/l) 3,34 2,3 3,7 0,16 12,5 0,88 4,02
Vit B12 (pg/ml) 345 319,5 140,7 161 613 256,7 438,2
Ac félico (ng/ml) 9,7 7,2 6,7 4,13 25,2 5.4 11,1
Plaquetas (10° /pl) 214 196 6,6 146 368 172 250
Hematocrito (%) 39,2 38,9 3,34 33,5 45,6 36,8 41,1
1Q (%) 107 107 14,8 80 120 96,5 119
TTPA (segundos) 28,3 27,2 3,6 24,3 34,8 25,4 31,3
Leucocitos (103 /nl) 6,9 7,8 2,8 0,5 100 5,4 8,7
Fibrinégeno (mg/dl) 353,1 364 97,8 216 543 267,5 394,5
Dimero D 260 310 95,4 150 320 230 315

Tabla 4.- Parametros de laboratorio referentes a la funcion renal, hepdtica, perfusion tisular,

reactantes de fase agudo y parametros de hemograma y coagulacion del grupo control.
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B) COMPARACION ENTRE EL GRUPO DE ENFERMOS EN EL MOMENTO
DE INCLUSION EN EL ESTUDIO Y EL GRUPO CONTROL

En este apartado nos planteamos analizar cudles de las variables
estudiadas, presentan diferencias significativas entre el grupo de pacientes y el
grupo control. Previamente a hacer las comparaciones, comprobamos qué variables
satisfacian la hipotesis de normalidad y podrian por tanto compararse mediante
tests paramétricos y cuales no. Las variables: PAM, PVC, FiO,, pO,, pCO,,
pO/Fi0O,, indice cardiaco (IC), indice resistencias vasculares sistémicas (IRVS),
fraccion de eyeccion global (GEF), indice de volumen sistdlico (VSI), dPmax,
urea, PCR, plaquetas, hematocrito, indice de Quick, péptido natriurético B, acido
folico, vitamina B12, Proteina C, Factor de coagulacion 11, VIII y XII, PFA-ADP,
se analizaron paramétricamente comparando sus medias entre los dos grupos. El
resto de variables no satisfacian la hipotesis de normalidad y se compararon
mediante la prueba de Mann-Whitney.

Por ello, la tabla 4 muestra el valor de la media +/- desviacion tipica para el
grupo de casos y controles de toda variable continua que podemos comparar
utilizando métodos paramétricos; la frecuencia y el porcentaje de las variables que
representan conteos (sexo), y la mediana y el rango para aquellas variables no
continuas que vamos a comparar mediante la prueba de Mann-Whitney. En la
ultima columna de la tabla, se muestra el p-valor resultante de comparar en cada
caso la variable entre casos y controles, con el método adecuado.

Entre los dos grupos a estudios, enfermos y grupo control no encontramos
diferencias en cuanto a la edad y el sexo.

Observamos en el grupo de enfermos un deterioro de la funcion renal y de
la funcién hepatica al compararlo con el grupo control, asi como una diferencia

significativa en las cifras de hematocrito y en las pruebas de coagulacion. Tanto los
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niveles de lactato, como indicador de perfusion tisular, como los de PCR, como
marcador de inflamacion y BNP como marcador de depresidon miocardica son
superiores en el grupo de pacientes sépticos, con un valor de p significativo (Tabla
5).

En las siguientes se representan los datos para las diferentes variables
mediante diagramas de cajas: funcidn renal, funciéon hepatica, PCR, lactico, BNP,
vitamina B12, 4cido folico, hematocrito y los paradmetros de coagulacion. El
diagrama de caja muestra los cinco estadisticos: la mediana, los percentiles 25 y
75 y el valor maximo y el valor minimo, que junto con los valores atipicos
muestran informacion sobre el grado de dispersion de los datos y el grado de

asimetria de la distribucion.
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CASOS (n=23) CONTROLES (n=10)  p-valor
Edad (afios) 74,5 (68-80) 72 (61,5 -717,5) 0,583
Sexo hombre (n %) 12 (50%) 6 (60%) 0,715
Urea (mg/dl) 131,6 + 87,7 54,43 = 28,32 0,039
Creatinina (mg/dl) 2,34 (1,5-3,6) 1,38 (0,88-1,87) 0,0001
GPT (UIN) 32,5 (24,5-100) 11 (11-17,75) 0,002
Bilirrubina (mg/dl) 1,3 (1-3,6) 0,4 (0,32-0,47) 0,032
PCR (mg/l) 214 = 112 3,33 3,72 0,0001
Lactico (mmol/l) 3,65 (2,13-5,6) 0,9 (0,9-0,97) 0,002
BNP (pg/ml) 688,8 + 660 28,2 + 22,46 0,0001
Vit B12 (pg/ml) 575,3 +435,5 345 = 140,7 0,224
Ac félico (ng/ml) 7,93 5,71 9,7+6,7 0,673
Plaquetas (10° /pl) 199 + 1,28 214,9 + 66,3 0,519
Hematocrito (%) 32,3+48 39,23 £33 0,0001
1Q (%) 59,6 = 19,4 107,11 = 14,87 0,0001
TTPA (segundos) 39,38 (37,4-44,6) 27,2 (25,4-31,3) 0,0001
Leucocitos (10° /ul) 14,5 (8,1-19,7) 7,8 (6,4-8,85) 0,165

Tabla 5.- Caracteristicas basales de ambos grupos en el momento de inclusion en el estudio.
Comparacion de medias mediante Prueba t para datos independientes (variable continua) y mediante

test U de Mann Whitney (variable no continua), con nivel de significacion p < 0,05.
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Figura 2.- Representacion mediante diagramas de cajas de los parametros de funcion renal de los
casos y de los controles. Los circulos en los extremos superiores representan los valores atipicos.

Analisis estadistico mediante Prueba t para datos independientes (urea) y mediante test U de Mann

Whitney (creatinina). La diferencia estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05.
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C) ESTUDIO DE MORTALIDAD EN EL GRUPO DE ENFERMOS

Con el objetivo de identificar las variables que nos permiten identificar a
los pacientes que fallecen de aquellos que sobreviven al proceso séptico, valoramos
la situacion hemodindmica tras la monitorizacion clinica, la situacidn respiratoria y
los parametros de perfusion tisular y marcadores de infeccién utilizados en la
practica clinica habitual. No se observaron diferencias significativas entre los que
pacientes que fallecian respecto a los que sobrevivian en relacion a los parametros
hemodinamicos, de perfusion tisular y respiratorios. Tampoco diferencias entre los
marcadores de inflamacion-infeccion PCR y procalcitonina (tabla 6). En las
siguientes figuras (figura 8 a 12) se representa graficamente los datos para las
diferentes variables en el momento de la inclusion en el estudio para los pacientes

que fallecen y aquellos que sobreviven.
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Viven (n=14) Fallecen (n=9) p-valor
PAM (mmHg) 77,66 18,36 70,44 = 13,04 0,314
PVC (¢cmH,0) 11 =524 14,11 £ 4,9 0,170
IC (/min/m?) 3,49 + 0,97 3,14+0,73 0,367
IRVS (dyn'scm™>m?) 1704,42 = 509,1 1521,55 = 513,84 0,412
GEF (%) 17,77 £ 5,9 18 +0,79 0,946
VSI 37+11,2 339=11,5 0,560
DPMAX (mmHg/s) 1084,7 + 392 1102,8 +233,3 0,922
EVLWI (ml/Kg) 10 (6-12) 14,5 (6,5-29,25) 0,535
FiO, (%) 48,4 21,10 56,11 = 17,1 0,364
pO, (mmHg) 104,9 =294 119,46 = 41 0,320
pCO; (mmHg) 45,69 = 12,75 384 =5 0,068
pH 7,32 (7,23-7,34) 7,36 (7,24-7,42) 0,679
HCO;3; (mmol/l) 21 (17,2-25) 22,35 (18,10-27,42) 0,497
SatO, (%) 98 (96,2-98,7) 98,1 (96,17-99,3) 0,471
pO,/FiO, 206,18 + 85,6 231,34 = 104 0,523
SvO; (%) 80,4 (80,1-84,20) 77,3 (68,1- 0,102
Lactico (mmol/l) 2,6 (1,90-6,18) 2,74 (2,22-6,27) 0,581
Aclaramiento lactico (%) 57,61 = 30,8 54,2 +31,3 0,543
PCR (mg/l) 181,58 (119,4-341,7) 212,9 (139,9-305,6) 0,843
Procalcitonina (ng/ml) 18,4 (2,9-56,6) 23,40 (14,1-26,2) 0,713

Tabla 6.- Diferencias en los parametros hemodinamicos, respiratorios y marcadores de inflamacion
entre los pacientes que fallecen y los que sobreviven del grupo de enfermos a las 24 horas.
Comparacion de medias mediante Prueba t para datos independientes (variable continua) y mediante
test U de Mann Whitney (variable no continua). La diferencia estadisticamente significativa se indica

como *p < 0,05.
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Figura 8.- Representacion mediante diagramas de cajas de los diferentes parametros hemodinamicas
y de perfusion tisular a las 24 horas de ingreso entre los pacientes que fallecen y los que sobreviven
del grupo de enfermos. Los circulos en los extremos superiores representan los valores atipicos.
Comparacion de medias mediante Prueba t para datos independientes y mediante test U de Mann

Whitney. La diferencia estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05.
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Figura 9.- Representacion mediante diagramas de cajas de los diferentes parametros de perfusion
tisular a las 24 horas de ingreso entre los pacientes que fallecen y los que sobreviven del grupo de
enfermos. Los circulos en los extremos superiores representan los valores atipicos. Comparacion de
medias mediante Prueba t para datos independientes y mediante test U de Mann Whitney. La

diferencia estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05
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Figura 10.- Representacion mediante diagramas de cajas de los parametros de funcion cardiaca al
ingreso entre los pacientes que fallecen y los que sobreviven del grupo de enfermos. Los circulos en
los extremos superiores representan los valores atipicos. Comparacion de medias mediante Prueba t
para datos independientes y mediante test U de Mann Whitney. La diferencia estadisticamente
significativa se indica como *p < 0,05. IC = Indice cardiaco; GEF = Fraccion de eyeccion global;

dP/dtmax = velocidad de aumento de la presion ventricular pico.
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Figura 11.- Representacion mediante diagramas de cajas de los parametros de oxigenacion a las 24
horas de ingreso entre los pacientes que fallecen y los que sobreviven del grupo de enfermos. Los
circulos en los extremos superiores representan los valores atipicos. Comparacion de medias
mediante Prueba t para datos independientes. La diferencia estadisticamente significativa se indica

como *p < 0,05.
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Figura 12.- Representacion mediante diagramas de cajas de los niveles de procalcitonina y BNP a
las 24 horas de ingreso entre los pacientes que fallecen y los que sobreviven del grupo de enfermos.
Los circulos en los extremos superiores representan los valores atipicos. Comparacion de medias
mediante Prueba t para datos independientes y mediante test U de Mann Whitney. La diferencia

estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05.
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No se observaron diferencias significativas entre los que pacientes que
fallecen frente a los que no fallecen con respecto a los scores de gravedad SAPS 3
y APACHE II y la disfuncién de 6rgano medida por el SOFA score. La Tabla 7
muestra media +/- desviacion tipica de cada variable en cada grupo, y el p-valor
resultante del contraste. En la figura 13 se representan mediante diagramas de
cajas los datos para los scores de gravedad para aquellos pacientes que sobreviven

y los que fallecen.

Viven (n=14) Fallecen (n=9) p-valor
SOFA 10,73 2,63 11,10 = 2,51 0,732
APACHE II 18 6,18 19,10 = 7,65 0,695
SAPS 3 66,07 = 11,41 76,60 = 15,91 0,131

Tabla 7.- Diferencias en los scores de gravedad utilizados entre los pacientes que fallecen y los que
sobreviven. Comparacion de medias mediante Prueba t para datos independientes. La diferencia

estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05
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Figura 13.- Representacion mediante diagramas de cajas de los scores de gravedad para aquellos
pacientes que fallecen y los que sobreviven del grupo de enfermos. Los circulos en los extremos
superiores representan los valores atipicos. Comparacion de medias mediante Prueba t para datos

independientes La diferencia estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05
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D) MARCADORES DE INFLAMACION EN LA SEPSIS

D.1.- COMPARACION CASOS Y CONTROLES

Se comparan los valores de las cuatro citoquinas: IL-10, IL-6, IL-8 y TNF-
o y el cociente IL-10 / TNF-a. Se evidencian valores muy elevados en los
pacientes enfermos al compararlo con los controles, llegando estas diferencias a ser
significativas en el caso de la IL-6 y la IL-8. Para el resto, al igual que el cociente
IL-10 / TNF-a, aunque los valores tienden a diferir entre ambos grupos, no se
consiguid una significacion estadistica. La Tabla 8 muestra la mediana, con los
percentiles 25 y 75 y los p-valores correspondientes para cada una de las variables
analizadas. Los considerados como intervalos de referencia para las interleuquinas

(pg/ml) IL-10 (1-25), IL-6 (1-75), IL-8 (1-50), TNF-o. (1-50).

CASOS (n=23) CONTROLES (n=10)  p-valor

IL-10 (pg/ml) 1(1-211,77) 33,65 (1-107,05) 0,800
IL-6 (pg/ml) 1428,1 (700,5-5000) 50,25 (11,22-582,17) 0,0001
IL-8 (pg/ml) 214,7 (49,5-1090) 1 (1-30,62) 0,0001
TNF-a (pg/ml) 229,7 (151,9-308,2) 157 (72,65-278,67) 0,210
IL-10 / TNF-a 0,01 (0,01-0,6) 0,23 (0,01-0,55) 0,241

Tabla 8.- Diferencias en los valores de citoquinas entre el grupo de enfermos y el grupo control.
Comparacion de medias mediante test U de Mann Whitney. La diferencia estadisticamente

significativa se indica como *p < 0,05.

D.2.- PARAMETROS DE INFLAMACION Y MORTALIDAD EN EL GRUPO
DE ENFERMOS

Los valores de citoquinas en el momento de inclusiéon en el estudio no

mostraron diferencias para poder predecir aquellos enfermos con un peor desenlace
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final. La Tabla 9 muestra la mediana, los percentiles 25 y 75 y los p-valores
correspondientes a las citoquinas para los grupos de enfermos que fallecen y
aquellos que sobreviven.

En las figura 14 y 15 se representa graficamente los datos para los
diferentes parametros de inflamacion en el momento de la inclusion en el estudio
para los pacientes que fallecen y aquellos que sobreviven. El diagrama de caja
muestra los cinco estadisticos: la mediana, los percentiles 25 y 75 y el valor

maximo y el valor minimo.

Viven (n= 14) Fallecen (n=9) p-valor
IL-10 (pg/ml) 1 (1-76,62) 143,7 (1-388,1) 0,155
IL-6 (pg/ml) 1534 (700-4065,4) 1428 (477,2-5000) 0,614
IL-8 (pg/ml) 189,5 (68,7-1350) 214,7 (28,7-726,8) 0,616
TNF-a (pg/ml) 230,35 (152,6-332,3) 207,1 (134,3-381) 0,973
IL-10 / TNF-a 0,01 (0,008-0,05) 0,6 (0,01-1,34) 0,08

Tabla 9.- Comparacion de los valores de citoquinas mediante test U de Mann Whitney entre los
enfermos que fallecen y los que sobreviven. La diferencia estadisticamente significativa se indica

como *p < 0,05
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Figura 14.- Representacion mediante diagramas de cajas de los valores de IL-6, IL-8, TNF-a en
aquellos pacientes que fallecen y los que sobreviven del grupo de enfermos. Los circulos en los
extremos superiores representan los valores atipicos. Comparacion de medias mediante test U de

Mann Whitney. La diferencia estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05
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Figura 15.- Representacion mediante diagramas de cajas de los valores de IL-10 e IL-10/TNF-a en

aquellos pacientes que fallecen y los que sobreviven del grupo de enfermos. Los circulos en los
extremos superiores representan los valores atipicos. Comparacion de medias mediante test U de

Mann Whitney. La diferencia estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05

D.3.- EVOLUCION DE LAS CITOQUINAS Y MORTALIDAD

Se estudiaron las diferentes citoquinas y la relacion IL-10/ TNF-a en los
diferentes tiempos: 24, 48, 72 horas y al alta o en el momento previo al exitus

Los niveles de IL-6 fueron elevados en todos los pacientes, llegando a
valores superiores a 1000 pg/ml en mas del 50% de los casos (53,85%) tanto entre

los que fallecian como en los que no [1428 (477,15-5000) vs 1534 (700-4065,4)].
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La evolucion en el tiempo tampoco discrimina de forma clara aquellos pacientes
que vivian y los que fallecen, ya que en ambos casos el patron es similar.

La figura 16 muestra la evolucion en el tiempo de las medias de IL-6 en el
grupo de enfermos. En azul se muestran las medias de la IL-6 en los diferentes
tiempos 24, 48, 72 horas y en el momento de alta en aquellos pacientes que
sobreviven. La linea verde muestra las medias de la IL-6 en los diferentes tiempos

estudiados en los pacientes que fallecen.
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Figura 16.- Evolucion en el tiempo de las medias de los niveles de IL-6 en el grupo de enfermos.
Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los diferentes
tiempos. Andalisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.

Los niveles de IL-8 también se encuentran elevados en todos los pacientes,

sin encontrar diferencias entre supervivientes y no supervivientes en el momento
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de inclusion. Si que podemos observar que los pacientes que fallecian presentaban
niveles mas elevados a las 48 horas, incluso un ascenso. Por el contrario,
observamos un descenso de los niveles a las 48 horas en los pacientes que
sobrevivian. La Figura 17 muestra la evolucion de las medias a lo largo del tiempo

de estudio.
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Figura 17.- Evolucion de las medias de los niveles de IL-8 en los diferentes tiempos de estudio.
Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los diferentes
tiempos. Andlisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.

Respecto a la IL-10, encontramos niveles persistentemente elevados a las
48 horas en los pacientes que fallecen, incluso con una nueva elevacion a las 72

horas. Los valores mas elevados corresponden a dos pacientes que fallecieron en
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las primeras 24 horas de inclusion en el estudio. Al igual que el resto de citoquinas,
los valores difieren entre ambos grupos, vivos y muertos en el momento de
inclusion en los pacientes que sobreviven en comparacion con los que fallecen [1
(1-76,62) vs 143,7 (1-388,15) ], y estas diferencias fueron significativas. (Figura
18).

250,00
200,00 MORTALIDAD
— VIVO
—— MUERTO
= 150,00
£
> *
o *
o
N
= 100,00
50,00
0,00
T T T T
T T2 T3 T4
Tiempos

Figura 18.- Evolucion de las medias de IL-10 en los diferentes tiempos de estudio. Comparacion
entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los diferentes tiempos. Andlisis
mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos se indican como *p < 0,05.

El TNF-a presenta niveles elevados, pero similares en ambos grupos de

pacientes, vivos y muertos, [230,35 (152,65-332,3) vs 207,10 (134,35-380,8)],
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siguiendo una patrén en picos para los pacientes que sobreviven, mientras que los
fallecen siguen una tendencia mas rectilinea. (Figura 19).

Observamos respecto al cociente IL-10/TNF-a un descenso de los niveles
a las 48 horas de ingreso en ambos grupos, continuando este descenso en aquellos
pacientes que fallecen. Por el contrario a las 48 horas se produce un reascenso en el
cociente para aquellos pacientes que sobreviven para igualarse posteriormente al

grupo que fallecen en el momento final (Figura 20).
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Figura 19.- Evolucion en el tiempo de las medias de los niveles de TNF-a.. Comparacion entre
grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los diferentes tiempos. Andlisis
mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos se indican como *p < 0,05.
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Figura 20.- Evolucion en el tiempo de las medias de la relacion IL-10/TNF-a en el grupo de
enfermos. Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los
diferentes tiempos. Andlisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.

E) MARCADORES DE COAGULACION EN LA SEPSIS
E.1.- COMPARACION CASOS-CONTROLES
Al estudiar la coagulaciéon en nuestra muestra encontramos diferencias

significativas al comparar los pacientes enfermos con el grupo control, lo que

indicaba una activacion de la coagulacion. Los niveles de factores de coagulacion
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II, VII y XII eran inferiores , al igual que los niveles de anticoagulantes naturales,
proteina C, proteina S y antitrombina III. La agregacion plaquetaria medida por el
col/ADP era superior en el grupo de enfermos. Todo ello sugiere un aumento de la

tendencia trombotica en los pacientes sépticos.

CASOS n CONTROLES n  p-valor
HEMATOCRITO (%) 323+48 23 39,2+33 10 0,0001
PLAQUETAS (10°/pl) 199 + 1,28 23 214,9 + 66,3 10 0,510
DiIMERO D 1300 (907-4649) 14 6
PROTEINA C (%) 31,1 £ 15,3 21 106,77 = 6,77 10 0,0001
PROTEINA S (%) 47,5 (41,6-63,1) 21 97,2 (80,8-128) 9 0,0001
FACTOR II (%) 45,1 =9,8 19 105,5 + 35,57 9 0,001
FACTOR VII (%) 42,65 (28,2-53,3) 20 97,20 (80,85-127,95) 9 0,0001
FACTOR VIII (%) 70,3 32,2 21 84,68 + 26,76 10 0,188
FACTOR XII (%) 31,84 = 11,97 21 96 + 30,77 10 0,0001
AT III (%) 50 (38-62,5) 23 120,8 (92,5-135,57) 9 0,0001
PFA 100 ADP (seg) 151,85 £ 94,35 19 78,66 = 37,24 9 0,006
PFA 100 EPI (seg) 211 ( 144-300) 21 128 (106,5-199,5) 9 0,86
HCY (uM) 8,37 (5,90-14,51) 21 11 (8,8-16,32) 10 0,190

Tabla 10.- Comparacion de los parametros de coagulacion entre los grupos a estudio, enfermos y
grupo control. Comparacion de medias mediante Prueba t para datos independientes y mediante test
U de Mann Whitney. La diferencia estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05. AT IIl =
Antitrombina IlI; HCY = Homocisteina.

La Tabla 10 muestra la media +/- desviacion tipica de aquellas variables
continuas que podemos comparar utilizando métodos paramétricos, y la mediana y
percentiles 25 y 75 para aquellas variables que no satisfacian la prueba de
normalidad. En todos los casos se da el p-valor del contraste adecuado. En el caso
del Dimero D no se obtuvieron resultados de laboratorio en los pacientes control,

por lo que no se puede hacer una comparacioén entre los dos grupos.
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E.2.- GRUPO DE ENFERMOS

E.2.1.- PLAQUETAS:

El 50% de los pacientes presentaba en el momento de inclusiéon en el
estudio cifras superiores a 150 x 10°. Cinco pacientes (20,8%) presentaban niveles
de plaquetas entre 150 x 10° y 100 x 10° y otros cinco presentaban niveles

inferiores a 100 x 10°. Solo 2 enfermos (8,3%) presentaban cifras < 50 x 10°.

E.2.2.- DIAGNOSTICO DE CID

De acuerdo con el algoritmo diagnéstico de la CID de la Sociedad
Internacional de Trombosis y Hemostasia, un 34,6% de los pacientes cumplian
criterios de CID en el momento de su ingreso. Estudiamos la mortalidad de los
pacientes con CID mediante el analisis de tablas personalizadas, obteniendo un p-
valor de 0.675, lo que indica que las variables CID y mortalidad son

independientes (Tabla 11).

Viven Fallecen
CID CONFIRMADA 5 (35,7%) 4 (44,4%)
NO CID 9 (64,2%) 5 (55,5%)

Tabla 11.- Relacion CID y mortalidad. Test de chi-cuadrado con nivel de significacion p < 0,05

E.2.3.- MORTALIDAD
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Al comparar entre los paciente que vivian y los que fallecian, no
encontramos diferencias en los resultados de los parametros de coagulacion
estudiados en el momento de la inclusion al estudio. En la Tabla 12 se detalla la
media +/- desviacion tipica o la mediana y percentiles 25 y 75 segun las variables
analizadas del proceso de la coagulacion. En todos los casos se da el p-valor del
contraste adecuado. En las figura 21, 23 y 24 se representa mediante diagramas de
cajas los valores de las variables del proceso de coagulaciéon y en la tabla 22 los
valores de homocisteina en aquellos pacientes que fallecen y los que sobreviven

del grupo de enfermos.

Viven n Fallecen n p-valor
HEMATOCRITO (%) 3342 14 305 9 0,096
PLAQUETAS (10°/pl) 164,5+ 92,2 14 203,5+ 143,7 9 0,472
PROTEINA C (%) 28,8 + 10,4 13 3525 +21,6 8 0,048
PROTEINA S (%) 53 (36,5-66) 13 47,6 (41,5-105) 8 0,91
FACTOR II (%) 47,1 £9,76 12 41,5+9,35 7 0,09
FACTOR VII (%) 42,6 (25,1-53,3) 12 44,6 (33,2-81) 8 0,817
FACTOR VIII (%) 72,3 £27,7 13 66,8 + 40,8 8 0,451
FACTOR XII (%) 33.8+11,8 13 28,4 + 12,35 8 0,448
AT III (%) 50 (37,5-62) 14 51 (41-61) 9 0,975
PFA 100 ADP (seg) 160,5 + 93,3 11 138,8+ 100,7 8 0,647
PFA 100 EPI (seg) 211,5 (149,5-300) 12 163 (103-247) 9 0,828
HOMOCISTEINA (uM) 6,34 (5,6-15,8) 14 10 (8,3-24,7) 7 0,179
1Q (%) 57,3519 14 58,8 +21,62 9 0,734

Tabla 12.- Comparacion de los parametros de coagulacion en el momento de inclusion al estudio
entre los pacientes que vivian y aquellos que fallecian. Comparacion de medias mediante Prueba t

para datos independientes y mediante test U de Mann Whitney, con nivel de significacion p < 0,05.
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Figura 21.- Representacion mediante diagramas de cajas de los valores de los anticoagulantes
naturales comparando fallecidos y supervivientes del grupo de enfermos. Los circulos en los
extremos superiores representan los valores atipicos. Comparacion de medias mediante Prueba t

para datos independientes y mediante test U de Mann Whitney. La diferencia estadisticamente

significativa se indica como *p < 0,05
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Figura 22.- Representacion mediante diagramas de cajas de los valores de homocisteina
comparando fallecidos y supervivientes del grupo de enfermos. Los circulos en los extremos
superiores representan los valores atipicos. Comparacion de medias mediante test U de Mann

Whitney. La diferencia estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05.
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Figura 23.- Representacion mediante diagramas de cajas de los valores de los factores de

coagulacion Il y VII comparando aquellos pacientes que fallecen y los que sobreviven del grupo de

enfermos. Los circulos en los extremos superiores representan los valores atipicos. Comparacion de

medias mediante Prueba t para datos independientes y mediante test U de Mann Whitney. La

diferencia estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05.
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Figura 24.- Representacion mediante diagramas de cajas de los valores de los factores de
coagulacion comparando aquellos pacientes que fallecen y los que sobreviven del grupo de enfermos.
Los circulos en los extremos superiores representan los valores atipicos. Comparacion de medias
mediante Prueba t para datos independientes y mediante test U de Mann Whitney. La diferencia

estadisticamente significativa se indica como *p < 0,05.
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E.3.- EVOLUCION DE LOS DISTINTOS PARAMETROS Y SU RELACION
CON LA MORTALIDAD

Se estudiaron los diferentes pardmetros de la coagulacién en los diferentes
tiempos: 24, 48, 72 horas y al alta o en el momento previo al exitus.

Las Figuras siguientes (figura 25 a figura 31), dibujan la evolucion de las
medias de los diferentes pardmetros de coagulacion en los pacientes que viven y en
aquellos que fallecen, con la comparacion de las medias de ambos grupos.

En el caso de la proteina C podemos ver como la mayor parte de los
pacientes (96,15%) presentan en el momento de la inclusion en el estudio valores
por debajo del limite considerado normal para nuestro laboratorio (60-140%). Los
pacientes que sobreviven muestran valores progresivamente ascendentes, llegando
a valores normales en el momento final del estudio. Por el contrario, en aquellos
que fallecen los niveles descienden a las 48 y a las 72 horas, y en el caso de
aumentar, no llegan a alcanzar nunca valores cercanos a la normalidad (figura 25).

Los niveles de Proteina S siguen un patron diferente a la proteina C. La
mayor parte de los pacientes que fallecen presentan niveles iniciales por debajo del
rango de la normalidad, y pasado el tiempo estos niveles o descienden o ascienden,
pero sin superar el limite bajo de la normalidad. Dos de los pacientes que fallecen
presentan niveles inicialmente superiores al resto, para posteriormente descender.
Entre los pacientes que sobreviven observamos un lento ascenso de los valores
inicialmente disminuidos, pero estos valores difieren poco de los que encontramos
en el grupo que no sobreviven (Figura 26).

Con la AT III, observamos un patron mas similar a la Proteina C. Mas de
dos tercios de los pacientes a estudio (84,6%) muestran unos niveles por debajo del
limite considerado normal (80-120%). Los pacientes que fallecen, mantienen estos

niveles disminuidos, y en caso de aumento, no alcanzan nunca valores
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considerados normales. Los supervivientes, alcanzan valores progresivamente
superiores llegando a valores normales en la tltima determinacion, e incluso ya
evidentes a las 72 horas. (Figura 27).

En relacion a los factores de coagulacion, observamos niveles més bajos de
factor II en el momento inicial en los pacientes que no sobreviven, y estos niveles
permanecen mas bajos a las 48 horas en comparacion con los que sobreviven. En
algunos de los pacientes que sobreviven a las 72 horas se alcanzan valores
superiores al rango inferior de la normalidad (70%), pero nunca superiores a 120%.
(Figura 28).

Se observa un claro descenso de los niveles de factor VII en los pacientes
que fallecen, siendo mas evidente a las 48 horas. Aquellos que presentan un
ascenso posterior, nunca llegan a alcanzar los limites inferiores considerados
normales (Figura 29).

Los niveles de factor VIII permiten establecer un patrén claro para
diferenciar los que viven de los que fallecen, en el momento inicial del estudio
(Figura 30). Al contrarrio, los niveles de factor XII, los cuales desde el momento
de inclusion en el estudio son muy similares entre ambos grupos y la evoluciéon no

muestra diferencias entre ambos (Figura 31).
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Figura 25.- Evolucion de las medias de los niveles de Proteina C en los diferentes tiempos de estudio
en el grupo de enfermos. Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no
sobreviven en los diferentes tiempos. Andlisis mediante test T student para muestras independientes.

Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos se indica como *p < 0,05.
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Figura 26.- Evolucion de las medias a lo largo del tiempo de evolucion de los niveles de Proteina S
en el grupo de enfermos. . Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no
sobreviven en los diferentes tiempos. Andlisis mediante test T student para muestras independientes.

Las diferencias estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.
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Figura 27.- Evolucion de las medias de ATIII en cada uno de los tiempos en el grupo de enfermos. .
Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los diferentes
tiempos. Andlisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.
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Figura 28.- Evolucion de las medias de factor de coagulacion II en el grupo de enfermos a lo largo
de la evolucion. Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los
diferentes tiempos. Andlisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.
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Figura 29.- Evolucion en el tiempo de las medias de factor de coagulacion VII en el grupo de
enfermos. . Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los
diferentes tiempos. Andlisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.
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Figura 30.- Evolucion de las medias de factor de coagulacion VIII en el grupo de enfermos. .
Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los diferentes
tiempos. Andlisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.
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Figura 31.- Evolucion de las medias de factor de coagulacion XII en el grupo de enfermos. .
Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los diferentes
tiempos. Analisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.
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F) MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN LA SEPSIS

F.1.- COMPARACION CASOS Y CONTROLES

Al estudiar el estrés oxidativo, encontramos que los pacientes sépticos
presentan valores superiores de MDA que los pacientes del grupo control, siendo
estas diferencias significativas en todos los casos excepto a as 72 horas. No ocurre
lo mismo para la actividad XO que no muestra diferencias significativas entre el
grupo control y el grupo de enfermos. Los niveles de GSSG fueron claramente
superiores en el grupo de enfermos comparados con los del grupo control en
condiciones basales, aunque no se hallaron diferencias significativas en la
evolucion de los pacientes. Los niveles de GSH fueron significativamente
inferiores en los pacientes en todos los tiempos, excepto a nivel basal. El cociente
GSSG/GSH, marcador de estrés oxidativo, fue significativamente mayor en los
pacientes a todos los tiempos en comparacidon con los sujetos control. Las tablas
13, 14 y 15 muestran la media y la desviacion estandar para las variables de estrés
oxidativo en los diferentes tiempos del estudio, comparando los niveles en cada

uno de los tiempos estudiados con el grupo control.

MDA (nmol/ml) N

CONTROLES 2,07 = 0,6 6
T1 3,15+ 1,9 (0,01) 9

T2 3,46 + 2,03 (0,002) 9

T3 2,90 = 1,43 (0,408) 5

T4 4,15 + 3 (0,02) 4

Tabla 13.- Comparacion de los niveles de MDA entre el grupo de enfermos y el grupo control en
cada uno de los diferentes tiempos del estudio. Comparacion de medias mediante Prueba t para
datos independientes. La diferencia estadisticamente significativa entre los grupos se indica como *p

<0,05.
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XO (mU/ml) N

CONTROLES 7,05 = 3,31 10
T1 3,85 +2,37(0,228) 18
T2 6,37+5,7(0207) 16
T3 5,80+4,7(0,108) 13
T4 6,00 = 4,3 (0,61) 9

Tabla 14.- Comparacion de la actividad XO entre el grupo control y el grupo de enfermos en cada
uno de los diferentes tiempos del estudio. Comparacion de medias mediante Prueba t para datos

independientes. La diferencia estadisticamente significativa entre los grupos se indica como *p <

0,05.

GSSG N GSH N GSSG/GSH N
CONTROLES 18,9 = 30,7 9 1,02:0,51 6 0,031=0,033 6
T1 111+ 106,7 (0,004) 20 0,26+024(0,116) 4 1,43+25(0,006) 4

T2 78,2 = 446,7 (0,239) 17 0,02+ 0,04 (0,0001) 17 84,03 (0,005) 16

T3 72,24 +50,7(0,130) 14 0,01+0,03(0,0001) 12 52,6 =73 (0,04) 12

T4 84,2+ 1143(0,184) 13 0,05+0,13(0,001) 11 31,1+37,8(0,04) 11

Tabla 15.- Comparacion de los niveles de glutation en sus dos formas oxidado y reducido y el
cociente GSSG/GSH entre el grupo control y el grupo de enfermos en cada uno de los diferentes
tiempos del estudio. Andlisis mediante Prueba t para datos independientes. La diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos se indica como *p < 0,05.

F.2.- MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO Y MORTALIDAD EN EL
GRUPO DE ENFERMOS

Los niveles de MDA no sufrieron cambios significativos en funcion del
desenlace de los pacientes. Los niveles iniciales de xantina oxidasa fueron
similares en el grupo de pacientes enfermos y, no permitieron diferenciar entre
aquellos pacientes que fallecian de los que sobrevivian. Los niveles de GSH a las
24 horas fueron inferiores en los pacientes que fallecian respecto a los que
sobrevivian. En las tablas 16 a 19 se recogen los niveles de cada uno de los

marcadores estudiados en los diferentes tiempos, diferenciando entre aquellos que
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sobreviven (tabla 16, 17 y 18) de los que no sobreviven (tabla 19, 20 y 21), y la
relacion de cada uno de ellos con el grupo control.

Al analizar los niveles de cada uno de los marcadores entre los grupos de
pacientes que vivian en comparacion con el grupo de los que fallecian, no
encontramos diferencias salvo en los niveles de GSH obtenidos a las 24 horas

(tablas 22, 23 y 24).

MDA (nmol/ml) N

CONTROLES 2,07 +0,6 6
T1 3,48 £ 2,2 (0,003) 6

T2 3,80 2,2 (0,004) 6

T3 2,40 2,07 (0,548) 4

T4 4,60 = 3,5 (0,003) 3

Tabla 16.- Niveles de MDA en el grupo de enfermos que sobreviven en los diferentes tiempos y
comparacion con el grupo control. Andlisis mediante Prueba t para datos independientes. La

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos se indica como *p < 0,05.

XO (mU/ml) N

CONTROLES 7,05 = 3,31 10
T1 3,80+2,1(0,184) 11
T2 560+6,6(022) 9
T3 5,20 =44 (0268) 8
T4 6,50 = 4,4 (0,509) 8

Tabla 17.- Actividad XO en el grupo de enfermos que sobreviven en los diferentes tiempos y
comparacion con el grupo control. Andlisis mediante Prueba t para datos independientes. La

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos se indica como *p < 0,05.
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GSSG N GSH N GSSG/GSH N
CONTROLES 18,9 = 30,7 9 1,02+0,51 6 0,031=0,033 6
Tl 136,5+ 115,6 (0,009) 14 0,38=032(0,317) 2 2,6+ 3.5 (0,0001) 2

T2 88,4+ 48,6 (0,270) 10 0,03 = 0,05 (0,0001) 11 83,3 (0,094) 10

T3 71,3+52,1(0269) 9 0,01+0,03(0,0001) 8 70,4864 8

T4 95,4+ 129,1 (0,116) 10 0,060,139 (0,002) 9 31,1423 9

Tabla 18.- Niveles de glutation en sus formas oxidada y reducida, y cociente GSSG/GSH en el grupo
de enfermos que sobreviven en los diferentes tiempos y comparacion con el grupo control. Andlisis
mediante Prueba t para datos independientes. La diferencia estadisticamente significativa entre los

grupos se indica como *p < 0,05.

MDA (nmol/ml) N

CONTROLES 2,07 = 0,6 6
T1 2,5 + 1,08 (0,27) 3

T2 2,8 +1,7(0,043) 3

T3 5,07 1

T4 2,53 1

Tabla 19.- Niveles de MDA en los diferentes tiempos en el grupo de enfermos que no sobreviven y
comparacion con el grupo control. Andlisis mediante Prueba t para datos independientes. La

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos se indica como *p < 0,05.

XO (mU/ml) N

CONTROLES 7,05 =3,31 10
T1 3,90 = 2,9 (0,546) 7

T2 7,40 £ 4,5 (0,305) 7

T3 6,78 + 5,5 (0,044) 5

T4 - 0

Tabla 20.- Actividad XO en los diferentes tiempos en el grupo de enfermos que no sobreviven y
comparacion con el grupo control. Andlisis mediante Prueba t para datos independientes. La

diferencia estadisticamente significativa entre los grupos se indica como *p < 0,05.
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GSSG N GSH N GSSG/GSH N

CONTROLES 18,9 = 30,7 9 1,02+0,51 6 0,031 = 0,033 6
Tl 50,38 = 48,01 (0,061) 6  0,20+025(0317) 2  0,28=+04(0,001) 2

T2 63,6 43,1 (0,259) 7 0,008+ 0,014 (0,002) 6 85,1 (0,03) 6

T3 73,9 54,06 (0,06) 5 0,003 = 0,001 (0,008) 4 17 = 6,1 (0,02) 4

T4 46,8 +26,5(0,876) 3 0,002 =0,0001 (0,05) 2 31,07=+0,67(0,001) 2

Tabla 21.- Niveles de glutation en sus formas oxidada y reducida, y cociente GSSG/GSH en el grupo
de enfermos que no sobreviven en los diferentes tiempos y comparacion con el grupo control.
Andlisis mediante Prueba t para datos independientes. La diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos se indica como *p < 0,05.

VIVEN N FALLECEN N P-VALOR
TI MDA (nmol/ml) 34822 6  22=108 3 0,065
T2 MDA (nmol/ml) 3822 6 2817 3 0,367
T3 MDA (nmol/ml) 24+207 4 5,07 1 .
T4 MDA (nmol/ml) 46+35 3 2,53 1 -

Tabla 22.- Comparacion de los niveles MDA en los diferentes tiempos entre los pacientes que viven y
los que fallecen. Andlisis mediante Prueba t para datos independientes. La diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos se indica como *p < 0,05.

VIVEN N FALLECEN N P-VALOR

T1 XO (mU/ml) 38x2,1 11 3829 7 0,654
T2 XO (mU/ml) 56+66 9 74+45 7 0,627
T3 XO (mU/ml) 5244 8 6,78+5,5 5 0,356
T4 XO (mU/ml) 65+44 8 2,07 1 -

Tabla 23.- Comparacion de la actividad XO en los diferentes tiempos entre los pacientes que viven y
los que fallecen. Andlisis mediante Prueba t para datos independientes. La diferencia

estadisticamente significativa entre los grupos se indica como *p < 0,05.
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VIVEN N FALLECEN N P-VALOR
GSSG (nmol/ml) 136,5= 1156 14 50,38 =48,01 6 0,110
T1 GSH (umol/ml) 038+032 2 020+025 2 0,0001
GSSG/GSH 2,6+3,5 2 02804 20,0001
GSSG (nmol/ml) 88,4 + 48,6 10 63,6+431 7 0,918
T2 GSH (umol/ml) 0,03+0,05 11 00080014 6 0,02
GSSG/GSH 83,3 10 85,1 6 0,626
GSSG (nmol/ml) 713521 9  739x5406 5 0,668
T3 GSH (umol/ml) 0,01+003 &  0,003+0001 4 0,162
GSSG/GSH 70,4+ 864 8 17 + 6,08 4 0,137
GSSG (nmol/ml) 954+129,1 10 468265 3 0,349
T4 GSH (umol/ml) 0,06+0,139 9  0,002+0,0001 2 0,238
GSSG/GSH 31,1423 9 31,07+0,67 2 0,167

Tabla 24.- Comparacion de los niveles de glutation en sus dos formas, oxidada y reducida, y del
cociente GSSG/GSH en los diferentes tiempos entre los pacientes que viven y los que fallecen.
Andlisis mediante Prueba t para datos independientes. La diferencia estadisticamente significativa

entre los grupos se indica como *p < 0,05.

F.3.- EVOLUCION DE LOS MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO Y
MORTALIDAD

La actividad XO se estudio a lo largo de la evolucion clinica, a las 24, 48,
72 horas y al alta o en el momento previo al exitus. En la figura 32 podemos ver las
medias de la variable estudiada en los diferentes tiempos en los pacientes
enfermos.

En la figura 33 se muestra la evolucion de los niveles de MDA a lo largo
del tiempo. Observamos que aunque tienden a ser mas elevados los niveles que
corresponden al grupo de pacientes que sobreviven al proceso séptico respecto a

los que fallecen, las diferencias no fueron significativas.
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Figura 32.- Evolucion de las medias de la actividad Xantina Oxidasa a lo largo del tiempo de
estudio. Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los
diferentes tiempos. Andlisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05..
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Figura 33.- Evolucion de las medias de los niveles de Malondialdehido a lo largo del tiempo del
estudio. Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los
diferentes tiempos. Andlisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.

Aunque los niveles de glutation oxidado tendieron a ser superiores en las
primeras 48 horas en los pacientes que sobreviven, las diferencias no fueron
significativas (figura 34). En cuanto a los niveles de glutatién reducido observamos
valores inferiores en los pacientes que fallecen a nivel basal y a las 48 horas,
(figura 35). El cociente GSSG/GSH muestra un perfil variable sin diferencias

estadisticamente significativas (figura 36).
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Figura 34.- Evolucion de las medias de los niveles de glutation en su forma oxidada a lo largo del
tiempo de estudio. Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en
los diferentes tiempos. Analisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.
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Figura 35.- Evolucion de las medias de los niveles de glutation en su forma reducida a lo largo del
tiempo de estudio. Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en
los diferentes tiempos. Analisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.
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Figura 36.- Evolucion de las medias de los niveles de GSSG/GSH a lo largo del tiempo de estudio.
Comparacion entre grupo de pacientes que sobreviven y los que no sobreviven en los diferentes
tiempos. Andalisis mediante test T student para muestras independientes. Las diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos se indican como *p < 0,05.

G) CORRELACION ENTRE LOS DISTINTOS MARCADORES Y LOS
SCORES DE GRAVEDAD

Se realizd un analisis estadistico comparativo en el que se evalud el
coeficiente de correlacion de las variables por pares, en el grupo de enfermos.

Se valoré la relacion de los diferentes parametros de coagulacion, de las
citoquinas y los marcadores de estrés oxidativo con los scores de gravedad

APACHE II y SOFA.
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G.1.- MARCADORES DE COAGULACION

Se observo una correlacion entre AT III y el SOFA score, con un p-valor
inferior a 0,05, por el contrario no se observo correlacion significativa entre la AT
1Ty el APACHE I1.

Para la Proteina C, no se observéd correlacion con ninguno de los scores

utilizados (Tabla 25).

SOFA APACHE 11
AT 111 (%) = 0,569 (p 0,005) R=0,051 (p 0,817)
PROTEINA C (%) R=-0,1693 (p 0,463)  R=-0,101 (p 0,663)

Tabla 25.- Correlacion de los niveles de anticoagulantes naturales con los scores de gravedad. Test

de correlacion lineal, con nivel de significacion estadistica p < 0,05

G.2.- MARCADORES DE INFLAMACION

Unicamente se observa una correlacion significativa entre el cociente IL-10 / TNF-
a y el SOFA score. Con el resto de citoquinas no encontramos correlacion alguna

con el SOFA ni con el APACHE II (Tabla 26).

SOFA APACHE 11
1L-6 (pg/ml) 0,228 (p 0,307) 0,293 (p 0,186)
IL-8 (pg/ml) 0,234 (p 0,296) 0,386 (p 0,076)
IL-10 (pg/ml) 0,331 (p0,132) 0,175 (p 0,436)
TNF-a (pg/ml) 0,015 (p0,948) 0,056 (p 0,803)
IL-10/ TNF-o. 0.457 (p0,03) 0,206 (p 0,357)

Tabla 26.- Correlacion de los niveles de citoquinas y los scores de gravedad y p-valor test

independencia (correlacion). Nivel de significacion estadistica p < 0,05.
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G.3.- MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO

No se observa relacion entre la XO, el MDA ni el glutation como

marcadores de estrés oxidativo y los scores de gravedad (Tabla 27).

SOFA
0,105 (p 0,670)
0,037 (p 0,925)
0,209 (p 0,736)

APACHE 11
-0,025 (p 0,91)
0,193 (p 0,618)
0,139 (p 0,823)

XANTINA OXIDASA (mU/ml)
MALONDIALDEHIDO (nM/ml)
GSSG/GSH

Tabla 27.- Correlacion de los niveles de parametros de estrés oxidativo y los scores de gravedad y p-

valor test independencia (correlacion). Nivel de significacion estadistica p < 0,05

H) CORRELACION DE MARCADORES DE INFLAMACION CON
PARAMETROS CLINICOS EN EL GRUPO DE PACIENTES SEPTICOS

H.1.- DISFUNCION HEMODINAMICA

IC (I/min/m?)

GEF (%)

dPmax

IL-6 (pg/ml)
IL-8 (pg/ml)
IL-10 (pg/ml)
TNF-a (pg/ml)
IL-10/ TNF-a

-0,450 (p 0,047)
-0,545 (p 0,013)
0,292 (p 0,212)
-0,507 (p 0,023)
-0,157 (p 0,508)

-0,664 (p 0,007)
-0,528 (p 0,043)
-0,443 (p 0,098)
-0,574 (p 0,025)
-0,331 (p 0,228)

-0,328 (p 0,274)
0,212 (p 0,487)
0,096 (p 0,755)
-0,190 (p 0,534)
-0,156 (p 0,611)

Tabla 28.- Correlacion de las citoquinas con parametros de evaluacion de la funcion cardiaca y p-
valores test independencia (correlacion). Nivel de significacion estadistica p < 0,05.
IC = Indice cardiaco; GEF = Fraccién de eyeccion global; dP/dtmdx = velocidad de aumento de la

presion ventricular pico.
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Se realiz6 un analisis de correlacion para determinar la magnitud de la
relacion existente entre los diferentes marcadores de inflamacion y los parametros
que valoran la funcion cardiaca. Se observd una buena correlacion entre los niveles
de IL-6, IL-8 y TNF-a con el valor del IC, y con la fraccion de eyeccion global,

aunque no con el dPmax como indice de contractilidad miocérdica. (Tabla 28).
H.2.- DISFUNCION RENAL
El analisis de la correlacion entre los diferentes marcadores de inflamacién y la

funcion renal revel6 una asociacion entre los niveles de Creatinina sérica y la IL-8,

pero una falta de asociacion con el resto de citoquinas. (Tabla 29).

IL-6 (pg/ml) IL-8 (pg/ml)  IL-10 (pg/ml) TNF-o (pg/ml) IL-10/ TNF-a

Cr 0219 (0,327) 0,433 (0,04) 0,231 (0,30) 0,208 (0,354) 0,190 (0,397)

Tabla 29.- Correlacion de las citoquinas con parametros de funcion renal y p-valores test

independencia (correlacion). Nivel de significacion estadistica p < 0,05, Cr = Creatinina (mg/dl).

H.3.- MARCADORES DE INFLAMACION Y PROCALCITONINA

IL-6 IL-8 IL-10 TNF-a IL-10/ TNF-o.
PCT 0,499 (0,018) 0,551 (0,008) 0,203 (0,377) 0,030 (0,897) 0,346 (0,125)
PCR -0.191 (0,434)  -0,087(0,722)  -0,138 (0,573)  -0,130 (0,596)  -0,126 (0,607)
Lactico 0,692 (0,0001) 0,470 (0,027) 0,648 (0,001) 0,722 (0,00001) 0,491 (0,02)
Cl Lac 0,385 (0,104) 0,298 (0,216) 0,078 (0,751) 0,112 (0,649) 0,025 (0,918)
SvO, -0,141 (0,577)  -0,084 (0,741)  -0.155(0,539) - 0,138 (0,586)  -0,145 (0,567)
PAM -0,304 (0,108)  -0,345(0,126)  -0,228 (0,320) 0,072 (0,758)  -0,165 (0,476)

Tabla 30.- Correlacion de las citoquinas con parametros de perfusion tisular, inflamacion y
procalcitonina y p-valores test independencia (correlacion). Nivel de significacion estadistica p <

0,05. PCT = Procalcitonina. PCR= Proteina C reactiva. Cl Lac = Aclaramiento de lactato. PAM =

Presion arterial media.
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Se estudi6 la correlacion existente entre las citoquinas estudiadas y los
marcadores de inflamacion, infeccidbn y marcadores de perfusion tisular mas
utilizados en la practica clinica. Encontramos una asociacion positiva entre todas
las citoquinas y los niveles de lactato, con un p-valor < 0,05. Asi mismo, existe una
asociacion entre las citoquinas IL-6 e IL-8 y los valores de procalcitonina. Se

observa una falta de correlacion para el resto de pardmetros estudiados. (Tabla 30).

I) CORRELACION DE MARCADORES DE COAGULACION CON
PARAMETROS CLINICOS EN EL GRUPO DE PACIENTES SEPTICOS

I.1.- MARCADORES DE PERFUSION TISULAR Y PROCALCITONINA

PROTEINA C (%) AT 111 (%) FACTOR XII (%)
PCT (ng/ml) -0.174 (0,462) 0,532 (0,013) 0,360 (0,130)
PCR (mg/l) -0,118 (0,641) 0,170 (0,486) -0,353 (0,165)
Lactico (mmol/l) -0,344 (0,149) 0,076 (0,744) 0,197 (0,420)
Cl lactato (%) -0,129 (0,622) -0,400 (0,111) 0,212 (0,384)
SvO2 (%) -0,154 (0,542) -0,098 (0,689) 0,211 (0,415)
PAM (mmHg) 0,279 (0,234) 0,225 (0,315) 0,259 (0,270)

Tabla 31.- Correlacion de los anticoagulantes y el factor XII con parametros de inflamacion,
perfusion tisular y procalcitonina y p-valores test independencia (correlacion). Nivel de significacion
estadistica p < 0,05. . PCT = Procalcitonina. PCR= Proteina C reactiva. Cl Lac = Aclaramiento de

lactato. PAM = Presion arterial media.

Los parametros de coagulacion evaluados, mostraron una buena
correlacion con los niveles de lactato, como marcador de perfusion tisular. La
relacion entre los niveles de procalcitonina y AT III también fue significativa, no

ocurriendo lo mismo para la proteina C ni con el factor XII. No se observa relacion
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entre los pardmetros de coagulacion y el resto de marcadores utilizados

habitualmente en la practica clinica diaria (tabla 31).

1.2.- AGREGACION PLAQUETAR Y NUMERO DE PLAQUETAS

Se observa una correlacion inversa entre la agregacion inducida tanto por
el col/ADP como col/EPI y el numero de plaquetas en los pacientes sépticos,

aunque unicamente con significacion estadistica para el col/ADP (Tabla 32).

PFA ADP (seg) -0,469 (0,004)
PFA EPI (seg) -0,238 (0,299)

Tabla 32.- Correlacion entre la agregacion inducida por col/ADP y col EPI y el numero de plaquetas

y p-valores test independencia (correlacion). Nivel de significacion estadistica p < 0,05

J) CORRELACION ENTRE MARCADORES DE INFLAMACION Y
COAGULACION

Al relacionar parametros de inflamacion estudiados con los de
coagulacion, no podemos garantizar que exista relacién entre las citoquinas
estudiadas y los factores de coagulacion II, VII, VIII y XII. Unicamente
observamos una correlacion negativa entre los niveles de IL-6 y los de proteina C
(Tabla 33).

No se observa una correlacion entre los dos anticoagulantes naturales, el
sistema de la Proteina C y la AT III, ni con la Proteina C y la homocisteina. Por el
contrario existe una buena correlacion entre la proteina C y su co-factor proteina S.

(tabla 34).
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IL-6

IL-8

IL-10

TNF-a

IL-10/TNF-o

PROT C (%)

-0,611 (0,004)

-0,253 (0,281)

-0,255 (0,278)

-0,263 (0,262)

-0,166 (0,485)

ATIII (%) 0,178 (0,427) 0,117 (0,604) 0,326 (0,139) 0,101 (0,655) 0,354 (0,106)
FII (%) -0,202 (0,422) -0,039 (0,877) -0,181 (0,472) -0,185(0,462)  -0,113 (0,65)
FVII (%) -0,071 (0,774) 0,457 (0,049)  -0,125 (0,611) -0,160 (0,513) 0,111 (0,650)
FVII (%)  -0,100 (0,674) 0,121 (0,610)  -0,05(0,833)  -0,09 (0,69) 0,030 (0,90)
FXII (%) -0,065(0,78) 0,093 (0,697) 0,097 (0,684) 0,164 (0,490) 0,318 (0,171)

Tabla 33.- Correlacion entre marcadores de coagulacion y los marcadores de inflamacion y p-

valores test independencia (correlacion). Nivel de significacion estadistica p < 0,05.

AT 111 (%) PROTEINA S (%) HCY (uM)

PROTEINA C (%) 0,17 (0,942) 0,471 (0,031) 0,179 (0,450)

Tabla 34.- Correlacion de los anticoagulantes naturales entre si y con la homocisteina y p-valores

test independencia (correlacion). Nivel de significacion estadistica p < 0,05.

K) CORRELACION DE MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO CON
PARAMETROS CLINICOS Y RESTO DE MARCADORES

K.1.- ESTRES OXIDATIVO Y MARCADORES DE PERFUSION TISULAR
Al relacionar los parametros de estrés oxidativo con los marcadores de
inflamacion, infeccion y perfusion tisular, inicamente observamos una correlacion

entre la actividad de XO y la SvO,, y no con los niveles de lactato como reflejo de

la isquemia tisular (tabla 35).
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X0 (mU/ml)

MDA (uM/l)

PCT (ng/ml)
PCR (mg/l)
Lactico (mmol/l)
Cl lactato (%)
SvO2 (%)

PAM (mmHg)

0,275 (0,254)
0,017 (0,949)
-0,015 (0,953)
-0,068 (0,802)
0,646 (0,007)
0,162 (0,521)

-0,086 (0,826)
-0,212 (0,584)
-0,549 (0,126)
-0,368 (0,369)
0,174 (0,679)
0,057 (0,884)

Tabla 35.- Correlacion de los marcadores de estrés oxidativo con parametros de inflamacion,

perfusion tisular y procalcitonina y p-valores test independencia (correlacion). Nivel de significacion

estadistica p < 0,05. PCT = Procalcitonina. PCR= Proteina C reactiva. Cl Lac = Aclaramiento de

lactato. PAM = Presion arterial media.

K.2.- ESTRES OXIDATIVO Y DISFUNCION HEMODINAMICA Y RENAL

K.2.1.- DISFUNCION CARDIACA

MDA (T1) MDA (T2) XO (T1) XO (T2)

GEF (%) 0,99 (0,07) 1 (0,001) 0,715 (0,07)  -0,567 (0,32)

Vivos IC (Ymin/m?) 0,70 (0,121)  -0,650 (0,236) | -0,373 (0,258)  -0,425 (0,294)
dPmax 0,98 (0,119)  -0,764 (0,446) | -0,07(0,89)  -0,244 (0,641)

GEF (%) 0,99 (0,09) 0,979 (0,132) | 0,299 (0,625)  -0,104 (0,844)

Fallecidos IC (Umin/m®) 0,923 (0,251) 0,819 (0,389) | 0,841 (0,003) 0,498 (0,314)
dPmax 1 (0,001) 1 (0,001) 0,882 (0,118) 0,502 (0,389)

Tabla 36.- Correlacion entre los pardmetros de estrés oxidativo y la disfuncion miocardica y p-

valores test independencia (correlacién). Nivel de significacion estadistica p < 0,05. IC = Indice

cardiaco; GEF = Fraccion de eyeccion global; dP/dtmax = velocidad de aumento de la presion

ventricular pico.

Encontramos una relacion entre los niveles de MDA y un pardmetro de

hipocontractilidad cardiaca, dPmax, en los pacientes que fallecian, y ésta relacion

se mantenia a las 48 horas. Por el contrario, inicamente observamos una relacion
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entre la XO y la hipocontractilidad cardiaca en aquellos pacientes que fallecieron

(Tabla 36).

K.2.2.- DISFUNCION RENAL

Para la funcidn renal, encontramos una relacion entre los niveles iniciales

de XO y las cifras de creatinina plasmatica (Tabla 37).

Creatinina (mg/dl)
0,524 (0,026)
-0,224 (0,564)

Urea (mg/dl)
0,385 (0,114)
0,194 (0,616)

XO (mU/ml)
MDA (nM/ml)

Tabla 37.- Correlacion de los marcadores de estrés oxidativo con pardmetros funcion renal y p-

valores test independencia (correlacion). Nivel de significacion estadistica p < 0,05.

K.3.- ESTRES OXIDATIVO Y MARCADORES DE INFLAMACION Y
COAGULACION

IL-10 (pg/ml)

IL-6 (pg/ml)

IL-8 (pg/ml)

TNF-a (pg/ml)

X0 (mU/ml) -0,234 (0,350) -0,04 (0,875) 0,244 (0,330) 0,178 (0,430)
MDA (nM/ml) -0,457 (0,216) -0,347 (0,361) -0,624 (0,07) -0,615 (0,07)

FACTOR II FACTORVII FACTORVIII  FACTOR XII
XO (mU/ml) 0,070 (0,803) 0,043 (0,874) -0,025 (0,927) 0,277 (0,299)
MDA (nM/ml) -0,562 (0,147) -0,677 (0,065) -0,183 (0,665) -0,395 (0,333)

Tabla 38.- Correlacion de los marcadores de estrés oxidativo con los marcadores de coagulacion y

las citoquinas y p-valores test independencia (correlacion). Nivel de significacion estadistica p <

0,05.

Se relacionaron los parametros de estrés oxidativo con los parametros de

inflamaciéon y coagulacién, no observandose correlacion significativa en ningun
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caso (Tabla 38).

L) HOMOCISTEINA

L.1.- CORRELACION ENTRE NIVELES DE HOMOCISTEINA Y EL ESTADO
NUTRICIONAL

Encontramos una estrecha correlacion entre las concentraciones de
vitamina B12 y los niveles de homocisteina en el grupo de pacientes sépticos, sin

encontrar relacidon con los niveles de acido folico (Tabla 39).

VITAMINA B12 (pg/ml) | ACIDO FOLICO (ng/ml)
HCY (uM) 0,793 (0,001) -0,068 (0,825)

Tabla 39.- Relacion de los niveles de homocisteina con la Vitamina B12 y el acido folico y p-valores

test independencia (correlacion). Nivel de significacion estadistica p < 0,05.

L.2.- CORRELACION ENTRE NIVELES DE HOMOCISTEINA Y LOS
MARCADORES DE INFLAMACION, COAGULACION Y ESTRES
OXIDATIVO

Cuando estudiamos los niveles plasmaticos de homocisteina y los
marcadores de inflamacién, no encontramos ninguna correlacion entre ellos.
Igualmente, tampoco se observa una correlaciéon entre los niveles de MDA al
ingreso y los niveles de homocisteina. Respecto a los marcadores de coagulacion,

si que se observan correlaciones significativas. (Tabla 40)
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IL10
IL-6 (pg/ml) IL-8 (pg/ml) TNF-a (pg/ml) IL-10/ TNF-a
(pg/ml)
HCY (uM) -0,043 -0,147 0,010 -0,186 0,102
PC (%) PS(%) ATIII (%) FAC II (%) FAC VII (%)
HCY (uM) 0,102 0,242 0,243 0,196 0,353 (P 0,02)
FAC VIII (%) FACXII (%) MDA (nM/ml) XO (mU/ml)
HCY (uM) 0,315 (P 0,04) 0,009 -0,481( 0,06) -0,080

Tabla 40.- Relacion de los niveles de homocisteina con los marcadores de inflamacion, coagulacion
v estrés oxidativo. Se muestra el p-valor de las correlaciones en los casos en que estan proximos a

ser significativos (p < 0,05).

M) ESTUDIO DE LOS DIFERENTES PARAMETROS EN AQUELLOS
PACIENTES SOMETIDOS A TECNICAS DE DEPURACION RENAL
CONTINUA (TDRC)

De los pacientes sépticos incluidos en el estudio, 8 de ellos precisaron

TDRC (33,3%) y 15 de ellos no ( 66,6 %).
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M.1.- COMPARACION ENTRE LOS DIFERENTES PARAMETROS EN EL
MOMENTO DE INCLUSION EN AQUELLOS PACIENTES EN LOS QUE SE
INSTAURARON TDRC AL INGRESO

No observamos diferencias estadisticamente significativas entre los
marcadores estudiados en pacientes que precisaron TDRC y aquellos que no lo
precisaron En las tablas siguientes: tabla 41, tabla 42 y tabla 43, se detalla el valor
de la media +/- desviacion tipica para las variables continuas que podemos
comparar utilizando métodos paramétricos, y la mediana y el rango para aquellas
variables continuas que vamos a comparar mediante la prueba de Mann-Whitney.
En la ultima columna de la tabla, se muestra el p-valor resultante de comparar en

cada caso la variable entre casos y controles, con el método adecuado.

TDRC n NO TDRC n  p-valor

PLAQUETAS (10°/pl) 158125 = 2,95E10 8 204583 = 94070 14 0,439
PROTEINA C (%) 37,510 7 26,27 + 12,3 14 0,310
PROTEINA S (%) 45,25 (41,87-108,1) 7 47,6 (33,2-63,4) 14 1

FACTOR II (%) 43,22 =10 7 46,9 = 8,4 12 0,416
FACTOR VII (%) 28,2 (21,20- 50,65) 7 43 (33,5-53,6) 13 0,31
FACTOR VIII (%) 76,8 + 38,3 7 70,3 27,3 14 0,761
FACTOR XII (%) 31,5+ 11,96 7 29,3104 14 0,782
AT III (%) 52,5 (41,2-76,4) 8 50 (38-59) 15 0,744
PFA 100 ADP (seg) 173,5 = 104,36 6 152 + 100,63 13 0,513
PFA 100 EPI (seg) 239,5 (159,75-300) 8 157 (103-300) 13 0,077
HCY (uM) 7,26 (5,4-21) 6 9,7 (6,1-14,5) 15 0,661

Tabla 41.- Diferencias entre los parametros de coagulacion en pacientes sometidos a TDRC y los
que no precisaron TDRC. Comparacion de medias mediante Prueba t para datos independientes y

mediante test U de Mann Whitney, con nivel de significacion p < 0,05.
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Resultados

TDRC n NO TDRC n p-valor
IL-10 (pg/ml) 2,05 (1-250) 8 1(1-170) 14 0,673
IL-6 (pg/ml) 1020,6 (606,3-4280) 8 1187 (569-4190) 14 0,816
IL-8 (pg/ml) 104,3 (42,7-1553,6) 8 178,4 (46,8-480,75) 14 0,938
TNF-a (pg/ml) 287,75 (164-544) 8 168,4 (133-237,2) 14 0,064
IL-10/TNF-a 0,01 (0,007-0,71) 8 0,01 (0,009-0,72) 14 0,875

Tabla 42.- Diferencias entre los parametros de inflamacion en pacientes sometidos a TDRC y los que
no precisaron TDRC. Comparacion de medias mediante test U de Mann Whitney con nivel de

significacion p < 0,05.

TDRC n NO TDRC n p-
valor
XO (mU/ml) 3,85 (0,9-3,82) 6 3 (2,05-5,88) 12 0,841
MDA (nM/ml) 2,91 (1,43-2,9) 2 2,11 (1,73-5) 7 0,77
GSSG (nmol/ml) 73,7 26,15 5 123 + 121 15 0,043
GSH (umol/ml) - 0 0,26 = 0,24 4 -
GSSG/GSH 0,53 1 1,823 4 -

Tabla 43.- Diferencias entre los parametros de estrés oxidativo en pacientes sometidos a TDRC y los
que no precisaron TDRC. Comparacion de medias mediante Prueba t para datos independientes con

nivel de significacion p < 0,05.

M.2.- COMPARACION ENTRE LOS DIFERENTES PARAMETROS A LAS 48
HORAS EN AQUELLOS PACIENTES EN LOS QUE SE INSTAURARON
TDRC LAS 24 HORAS PREVIAS

Se estudiaron los diferentes pardmetros de coagulacion y marcadores de

inflamacion y estrés oxidativo a las 48 horas del inicio de las TDRC, valorando la
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diferencia entre el valor inicial (a las 24 horas) y a las 48 horas. En las siguientes
tablas se muestra la comparacion de las medias de las diferentes variables, con el
intervalo de confianza al 95% de la diferencia de las medias y su p-valor. En la
ultima columna, se muestra el p-valor al comparar las diferentes variables entre

aquellos pacientes sometidos a TDRC y los que no la precisaron.

o - -
TDRC  MediaTI Media T2 Dif. medias 1C 2> 0 dela  p-valor — p

dif. dif. valor
PCR SI (n=4) 206,7 2724 -65,7 [(-153)-21,6] 0,096 0,604
(mg/l) NO (n=10) 2445 250 -5,37 [(-92,3)-81,58] 0,892
Lactico SI (n=5) 2,7 2,32 0,45 [(-2,4)-3,3] 0,684 0,302
(mmol/l) NO (n=11) 3,1 1,94 1,16 [(0,21)-2,1] 0,021
PCT SI (n=6) 26,2 17,5 8,7 [(-15,5)-33] 0,398 0,941
(ng/ml) NO (n=9) 35,3 20,12 15,2 [(-0,4)-30,8] 0,05
BNP SI (n=5) 649 713,2 -64 [(-1104)-976] 0,857 0.343
(pg/ml)  NO (n=11) 771,5 770,3 7,22 [(-288)-302,4] 0,956 ’

Tabla 44.- Diferencias entre PCR, Procalcitonina, Lactico y BNP a las 48 horas en pacientes
sometidos a TDRC y los que no precisaron TDRC. Comparacion de grupos (24 y 48 horas), con la
diferencia de las medias y su p-valor. Analisis mediante Prueba t de Student para datos relacionados.
Comparacion entre los sometidos a TDRC y los que no precisaron TDRC. Analisis mediante Prueba t
de Student para datos independientes. Nivel de significacion p < 0,05. PCT = Procalcitonina. PCR=

Proteina C reactiva. BNP = Péptido natriurético B.
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Resultados

Media . Dif. IC 95% de  p-valor p-

LIIKE T1 bt Y la dif. dif. valor
Plaquetas SI(n=6) 177, 160 17.5 [(-230)-265] 0,863 (141
(10°%ul)  NO®m=9) 1855 159,6 25,8 [(-13,5)-65] 0,168 ’
Proteina  SI (n=5) 36,8 49,6 -12,8 [(28)-2.2] 0077 o611
C (%) NO (n=11) 29,5 30,36 -0,81 [(-7,3)-5,6] 0,784
Proteina S SI (n=5) 71,5 68,4 3,08 [(-19.8)-26] 0,728 (.849
(%) NO (n=11) 53,5 61,9 8.4 [(-20,5)-3,6] 0,150
Factor II  SI (n=5) 4.5 41,5 1,02 [(-24)-26] 0915 (s
(%) NO (n=9)  47.5 48,3 -0,81 [(-10,6)-9] 0,854 ’
Factor SI (n=5) 51,7 51 0,66 [(-325)-34] 0959 (..,
VII (%) NO(n=10) 56,2 55,7 0,47 [(-9)-10] 0,914 ’
Factor SI (n=5) 73,8 78,1 428 [(-72.5)-64] 0870 .0
VI (%) NO(n=10) 72,9 80 7,28 [(-17)-2,34] 0,121 ’
Factor SI (n=5) 352 34 1,18 [(-222,7)-25] 0898 o0
XI (%) NO(n=10) 285 30,8 2,31 [(-5,1)-55] 0,101 ’
AT 111 SI (n=6) 60,9 47,4 13,5 [(15,7)43] 0288 .o
(%) NO (n=12) 51,6 54,3 261 [(-16)-10,6] 0,673 ’
HCY SI (n=3) 10,3 15,54 52 [(213)-11] 0300 o
(uM) NO (n=12) 11,7 14,8 3,1 [(-10)-3.9] 0,345 ’

Tabla 45.- Diferencias entre los parametros de coagulacion a las 48 horas en pacientes sometidos a
TDRC y los que no precisaron TDRC. Comparacion de grupos (24 y 48 horas), con la diferencia de
las medias y su p-valor. Andlisis mediante Prueba t de Student para datos relacionados.
Comparacion entre los sometidos a TDRC y los que no precisaron TDRC. Analisis mediante Prueba t

de Student para datos independientes. Nivel de significacion p < 0,05. HCY =homocisteina.

Los niveles de PCR son superiores a las 48 horas en los pacientes
sometidos a TDRC, aunque sin ser estadisticamente significativo. Por el contrario,
se observa un mayor descenso tanto de los niveles de lactato como de
procalcitonina en aquellos pacientes que no precisan de técnicas de soporte renal,
con un nivel de significacion estadistica. Al comparar tanto el BNP, el lactico, la
procalcitonina 'y el BNP entre ambos grupos, las diferencias no son

estadisticamente significativas (tabla 44).
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Los niveles de los factores de coagulacion II, VII y XII a las 48 horas son
muy similares a las 24 horas previas, mientras que los niveles de factor VIII son
superiores a las 48 horas, aunque sin significacion estadistica. Cuando comparamos
la diferencia de las medias los niveles de factor VIII y XII presentan valores
superiores en aquellos pacientes que no precisan TDRC con una significacion
estadistica. Los niveles de proteina C y los de homocisteina se elevan a las 48
horas pero ni la diferencia de las medias ni las medias entre pacientes con TDRC
mostraron significacion estadistica (Tabla 45).

Se observan diferencias entre los niveles de citoquinas a las 24 y 48 horas,
siendo esta diferencia de las medias significativa para la IL-6 en pacientes sin
TDRC. Cuando estudiamos las medias de los niveles de citoquinas entre aquellos
pacientes que precisan terapia de sustitucion renal comparando con los que no
precisan, observamos un descenso importante de los niveles de IL-8 y TNF-a en

pacientes con TDRC, siendo estadisticamente significativo para ambas (tabla 46).

1 0,

TDRC M;‘:“‘ Media T2 Dif. medias ' 95di/‘;_de = I"(V]?fl."r V;’l;r
IL-10 SI (n=5) 1.4 13 11,6 [(-45)-22] 0393 0,141
(pg/ml)  NO (n=10) 54,1 18,7 354 [(-25,1):96] 0218
IL-6 SI (n=5) 868,8 1708 8394 [(-3727)-2047] 0465 (611
(pg/ml)  NO (n=11) 2097 1258 1357 [(-72,5)-1750] 0,06
IL-8 SI (n=5) 585,7 84,08 501,6 [(-978)-1981] 040 (849
(pg/ml)  NO (n=11) 429 422.8 6,1 [(-217)-229] 0,953
TNF-a  SI(n=5) 285 132,7 152,6 [(-69.7)-375] 0,129 .o
(pg/ml) NO(@=11) 17438 160,6 14,2 [(-42)-70,5] 0,587
IL10/ SI (n=5) 0,008 0,112 -0,1 [(-0.37)-0,16] 0343
TNF-o.  NO (n=11) 0,52 0,17 0,35 [(-0,45)-1,1] 0352

Tabla 46.- Diferencias entre los parametros de inflamacion a las 48 horas en pacientes sometidos a
TDRC y los que no precisaron TDRC. Comparacion de grupos (24 y 48 horas), con la diferencia de
las medias y su p-valor. Andlisis mediante Prueba t de Student para datos relacionados.
Comparacion entre los sometidos a TDRC y los que no precisaron TDRC. Analisis mediante Prueba t

de Student para datos independientes. Nivel de significacion p < 0,05.
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Resultados

Respecto a los marcadores de estrés oxidativo, observamos un ascenso de
la actividad de XO a las 48 horas de ingreso y una escasa modificaciéon para el
MDA, vy sin llegar a alcanzar significacion estadistica la diferencia de las medias.
Tampoco existe significacion estadistica al comparar los pacientes con TDRC y los

que no (Tabla 47).

TDRC Media Media Dif IC 95% de la p-valor p-

T1 T2 medias dif dif valor

X0 SI (n=5) 4,0 8,7 -4,67 [(-12)-2,5] 0,145 0.483
(mU/ml) NO (n=10) 3,8 5,4 -1,67 [(-13)-65] 0,281 ’
MDA SI (n=2) 2,91 2,06 0,85 [(-7)-8,7] 0,401 0.646
(nM/ml) NO (n=7) 3,2 3,8 -0,64 [(-2)-0,65] 0,265 ’

SI (n=1) 0,53 0,53 - - -
GSSG/GSH NO (n=3 1,78 1,56 0,22 [(-4,2)-4,6] 0,85 -
GSSG SI (n=5) 73,7 76 -2,2 [(-37,1)-32,7] 0,870

NO (n=11) 116,7 84,5 32,24 [(-30,1)-94,6] 0,276 0,113

SI (n=0) - - - - -
GSH NO (n=3) 0,22 0,07 0,14 [(-0,39)-0,67] 0,369 -

Tabla 47.- Diferencias entre los parametros de estrés oxidativo a las 48 horas en pacientes sometidos
a TDRC'y los que no precisaron TDRC. Comparacion de grupos (24 y 48 horas), con la diferencia de
las medias y su p-valor. Andlisis mediante Prueba t de Student para datos relacionados.
Comparacion entre los sometidos a TDRC y los que no precisaron TDRC. Analisis mediante Prueba t

de Student para datos independientes. Nivel de significacion p < 0,05.

M.3.- ANALISIS DE MORTALIDAD EN PACIENTES SOMETIDOS A TDRC

Viven Fallecen
TDRC (N=8) 3(37,5%) 5(62,5%)
NO TDRC (N=15) 9 (69,23%) 4 (30,77%)

Tabla 48.- Andlisis de mortalidad en pacientes sépticos sometidos a TDRC. Andlisis mediante el Test

de chi-cuadrado con nivel de significacion p < 0,05.

Estudiamos la mortalidad de los pacientes sometidos a TDRC mediante el
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analisis de tablas personalizadas, obteniendo un p-valor de 0,664, lo que indica que

las variables mortalidad y TDRC son independientes (Tabla 48).
N) ANALISIS DE LOS VALORES PERDIDOS

Se realizé un anélisis de valores perdidos por el método de regresion de
acuerdo con las variables mortalidad y TDRC que se muestran en la tabla 49 y 50
para las variables de coagulacion estudiadas, el la tabla 51 y 52 para marcadores de
inflamacién y en la 53 y 54 para los marcadores de estrés oxidativo.

Ante los datos, las pérdidas posiblemente tendrian caracteristicas similares en

cuanto a la variable analizada.

PC PS  Facll FacVIl FacVIII FacXll ATII  HCY
m=21) =21) (@=19) @=20) @@=21) (@@=21) @®©=23) (=21)
Valor 32 56,4 46 53 73,2 30,8 55,3 11
real
MELDs 324 54,68 46,7 51,6 72,5 30,5 553 11
estimado

Tabla 49 .- Resumen de medias estimadas de los parametros de coagulacion en relacion a la

mortalidad. Andlisis de valores perdidos por el método de regresion.

PC PS  Facll FacVII FacVIII FacXIl ATII HCY
(n=16) (n=16) (=16) (=16) (n=16) (n=16) (n=18) (n=16)
Valor 36,3 64 452 51,8 78,2 30,6 52 14,8
real
VELDR? 36,3 62,7 43,6 49,7 76,6 31,8 52,3 14,8
estimado

Tabla 50.- Resumen de medias estimadas de los parametros de coagulacion en relacion a las TDRC.

Andlisis de valores perdidos por el método de regresion.
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Resultados

IL-10 (n=22)  IL-6 n=22)  IL-8 (n=22) TNF-0. IL10/TNF-a
(n=22) (n=22)

Valor 1213 2298 529 249 0,41

real

Valor 132 2226 520 246 0,40

estimado

Tabla 51.- Resumen de medias estimadas de los pardametros de inflamacion en relacion a la

mortalidad. Andlisis de valores perdidos por el método de regresion.

IL-10 (n=16) IL-6 (n=17) IL-8 (n=17) TNF-a IL10/TNF-q
(n=17) (n=17)

Valor 15,8 1361 300 155,3 0,14

real

Valor 14,2 1499 276 155,3 0,10

estimado

Tabla 52.- Resumen de medias estimadas de los parametros de inflamacion en relacion a las TDRC.

Andlisis de valores perdidos por el método de regresion.

MDA (n=9) XO (n=18) GSSG/GSH

(n=5)
Valor 3,15 3,85 1,55
real
Valor 3,37 3,73 1,6
estimado

Tabla 53.- Resumen de medias estimadas de las variables de estrés oxidativo en relacion a la

mortalidad. Andlisis de valores perdidos por el método de regresion.

MDA (n=9) XO (n=18) GSSG/GSH

(n=5)
Valor 3,46 6,37 1,3
real
Valor 3,56 4,78 1,3
estimado

Tabla 54.- Resumen de medias estimadas de los parametros estrés oxidativo en relacion a las TDRC.

Andlisis de valores perdidos por el método de regresion.
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5. DISCUSION
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Discusion

1.- RELEVANCIA DE LOS MARCADORES DE GRAVEDAD Y
PRONOSTICO EN LA SEPSIS:

La sepsis grave es una entidad frecuente, con una incidencia de entre 50 y
100 nuevos casos por 100000 habitantes y afio. A pesar de los avances en el
tratamiento antibiotico, el mayor conocimiento de la fisiopatologia y las medidas
para modular la respuesta inflamatoria con las diferentes lineas terapéuticas, la
mortalidad continta siendo elevada, alcanzando mas del 40% en las formas de
sepsis grave o shock séptico y su incidencia va en aumento.

Existe en la actualidad suficiente evidencia para afirmar que la aplicacion
precoz y dirigida de una serie de medidas diagnostico-terapéuticas, entre las que se
incluyen el tratamiento antibiotico, el soporte hemodinamico adecuado y el control
del foco infeccioso, mejoran de manera significativa la supervivencia. Pero en la
mayor parte de las ocasiones el diagnostico no se obtiene de forma precoz, sino
cuando el dafio celular y organico ya esta establecido y la gravedad de esta entidad
es patente.

Se han propuesto numerosas moléculas circulantes o asociadas a células
como marcadores utiles de la presencia, gravedad o curso clinico de la sepsis,
basandose su prevalencia en cohortes de pacientes con el sindrome clinico o su
asociacion con un resultado clinico adverso. Ninguna ha demostrado una utilidad
clinica orientando la decisién terapéutica o definiendo la poblacién o6ptima de
estudios en ensayos clinicos. Un marcador de sepsis debe servirnos para identificar
qué pacientes tienen el proceso fisiopatoldgico, para predecir la supervivencia y
debe guiar el tratamiento identificando los pacientes con el proceso fisiopatologico
y revelar como estan respondiendo al tratamiento.

Centrandonos en nuestros resultados, hemos encontrado diferencias

significativas entre los valores de los diferentes marcadores de inflamacion, de
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coagulacion y de estrés oxidativo cuando se han comparado casos y controles, que
era nuestro primer objetivo.

En cuanto al segundo objetivo que hace referencia al desenlace final, a
excepcion de los niveles de GSH a las 24 horas, donde observamos una clara
diferencia entre los supervivientes y los no supervivientes, ninguno de otros
marcadores analizados en ese tiempo mostré por si s6lo ser un predictor de
mortalidad, aunque los wvalores absolutos diferian entre los pacientes que
sobrevivian y los que no.

La valoracion por los scores de gravedad SAPS 3 y APACHE Il y la
disfuncion de o6rgano medida por el SOFA score tampoco mostré diferencias
significativas entre ambos grupos. Esto podria ser explicado porque todos los
pacientes en el momento de inclusion en el estudio presentaban caracteristicas muy
similares, precisaban intubacidon orotraqueal y conexioén a ventilacion mecanica,
soporte vasoactivo y disfuncion renal. Al relacionar los scores de gravedad
comentados anteriormente con los pardmetros estudiados, unicamente los niveles
de IL-8 al ingreso parecieron relacionarse con la gravedad valorada por el
APACHE 1I y los niveles basales de ATIII y del cociente IL-10/TNFa con la
escala SOFA.

En relacion con el tercer objetivo, que valoraba la evolucion de los
marcadores en el tiempo y su relaciéon con el desenlace final en términos de
supervivencia, se observd que uUnicamente la recuperacion de los niveles de
proteina C, proteina S, AT III y los factores de coagulacion II y VII parecen
relacionarse con un resultado final favorable. En el caso de las citoquinas,
unicamente la progresiva normalizacion de los niveles de IL-6 se asociaban con
una mejora en el resultado final. Entre los marcadores de estrés oxidativo, una
disminucién en los niveles de MDA junto con un aumento en los niveles de XO al
tercer dia se relacionaron con mayor supervivencia. De igual modo un descenso

progresivo en los niveles de GSH se asociaba a mayor mortalidad, al igual que un
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ascenso en los niveles de GSSG a las 72 horas, y por el contrario, una progresiva
normalizacion de la relacion glutation oxidado/glutation reducido parecia
relacionarse con una mayor supervivencia.

Otro de los objetivos planteados en el estudio fue valorar la relacion
existente entre los diferentes marcadores estudiados y los parametros que valoran
la situacién clinica, entre ellos la funcidn cardiaca, encontrando una asociacion
entre todas las citoquinas proinflamatorias y la disfuncién miocardica observada
en la sepsis, al igual que parece exisitir una relacion de los niveles de MDA y XO
con la hipocontractilidad cardiaca. La disfuncién renal parece asociarse con los
niveles basales de IL-8 y XO en el grupo de pacientes enfermos. Observamos
también una relacion también entre los niveles de todas las citoquinas estudiadas
con los niveles de lactato, como marcador de perfusion tisular. Los niveles basales
de XO, por el contrario, se relacionaron con el valor de la SvO,.

Al analizar la relacion existente entre los diferentes marcadores, el quinto
de los objetivos, observamos una relacion de determinadas citoquinas con la PC y
el factor VII, sugestivo ello de una interrelacion entre inflamacion y coagulacion.
La HCY por su parte se relacionaba con los niveles basales de factores de
coagulacion VII y VIII, lo que sugiere que niveles discretamente elevados de HCY
pueden producir activacién de la coagulacion.

El ultimo objetivo planteado, fue valorar la influencia de las TDRC en los
niveles de los diferentes marcadores. El uso de la terapia renal continua, se asocid a
cambios en los niveles de citoquinas tanto proinflamatorias como antiinflamatorias
durante las primeras 48 horas. , y diferencias en los niveles del factor VIII y XII en
aquellos pacientes sometidos a TDRC en comparaciéon con los que no, lo que
podria indicar una activacion de la cascada de la coagulacion y un consumo de
dichos factores al pasar la sangre por el circuito extracorpdreo. En contra de lo
esperado no pudimos encontrar un mayor grado de EO en los pacientes con fracaso

renal y sometidos a TDRC.
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2.- LIMITACIONES DEL ESTUDIO:

Nuestro estudio se vio limitado en la inclusiéon de pacientes, dado que
seleccionar a pacientes con sepsis grave y shock séptico intubados y conectados a
ventilacion mecénica limit6 la rapidez de inclusion y el nimero de pacientes en el
estudio. En el momento del planteamiento del estudio se consider6 la ventilacion
mecanica como un criterio de inclusidn, ya que suponia una gravedad mayor de los
pacientes incluidos, asi como una mejor valoracioén de la situacién hemodinamica
en términos de precarga y respuesta a volumen. En el momento actual, el manejo
en nuestra unidad de pacientes con sepsis grave y shock séptico con disfuncion
respiratoria se realiza en muchas ocasiones con ventilaciéon mecanica no invasiva, y

estos pacientes no fueron incluidos en el estudio.

3.- MARCADORES DE INFLAMACION EN LA SEPSIS:

Las citoquinas forman parte del sistema de modulacion de las respuestas
inflamatorias y antiinflamatorias, regulando asi la respuesta del huésped a la sepsis.

Los niveles de citoquinas que hemos evaluado siguen una evolucion
individual muy variable, lo que podria reflejar la heterogeneidad de la respuesta del
huésped a la infeccion, la inclusion de los pacientes en distintas horas desde el
inicio del shock y las diferencias en la severidad de la enfermedad posiblemente
dependiendo de su etiologia.

El TNF-a es considerada la primera citoquina que se libera y pone en
marcha la respuesta inflamatoria. Su secreciéon en grandes cantidades se produce en
pocos minutos alcanzando un pico maximo entre hora y media y dos horas, y dicha
elevaciéon depende tanto de la gravedad como del tipo de proceso séptico.

Diferentes estudios han demostrado niveles de TNF-a elevados en pacientes
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sépticos en comparacion con sujetos sanos, observando ademds una asociacion
entre los niveles de TNF-o. y el desenlace final de los pacientes'* '> ' En el
presente estudio encontramos en el grupo de enfermos niveles de TNF-a al ingreso
proximos a 200 pg/ml, aunque estos valores iniciales no permitieron identificar
aquellos pacientes con peor prondstico. No obstante, niveles que a las 48 horas se
mantienen en el tiempo o incluso que se elevan corresponden a pacientes que
fallecen. Algo similar ha sido considerado en estudios previos, los cuales valoran la
hipétesis de la inflamacion intravascular mantenida, caracterizada por una continua
elevacion de las citoquinas inflamatorias dentro de la circulacién, siendo esta
elevaciéon y no los niveles iniciales tras la agresion los que determinan qué
pacientes con shock séptico desarrollaran DMO'*'°. De acuerdo a esto, los
pacientes que producen gran cantidad de citoquinas o no pueden aclararlas de la
circulacion, tienen mas riesgo de desarrollar FMO y mayor riesgo de muerte, como
describe De Werra I y cols'””, cuyos resultados son similares a los nuestros. Sin
embargo, en nuestro caso no hemos obtenido, una relacién con la supervivencia, lo
que se justificaria por el pequefio nimero de pacientes, la presencia de receptores
solubles circulantes, que prolongan la vida media del TNF-o durante 2,5-6 horas',
el momento de la determinacion plasmatica inicial de TNF, dada su relativa vida
media corta y las determinaciones cada 24 horas, en las que no se han llegado a
detectar las elevaciones transitorias que presenta el TNF-a, como se demuestra en
el estudio de Dougnac A y cols'*.

La IL-6 liberada tras el estimulo del TNF-a y la IL-1, persiste en plasma
mucho més tiempo que el resto de citoquinas proinflamatorias. Sus
concentraciones séricas son variables, pero se encuentran de forma significativa
mas elevadas en pacientes con cuadros de mayor gravedad y en aquellos pacientes

20,22 :
14.20.22 Nyyestros resultados son acordes a lo descrito, la

que posteriormente fallecen
mayor parte de los pacientes incluidos en el grupo de enfermos presentaban valores

muy superiores al rango de la normalidad [1428 pg/ml (700-5000)] comparado con
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el grupo control [50,2 pg/ml (11-582)]. Sin embargo, aunque las medias de los
valores de IL-6 en los pacientes que fallecian duplicaban a las medias de los que no
fallecian, las diferencias no fueron significativas. Los valores de IL-6 durante la
evolucion de la enfermedad observados en nuestro estudio se aproximan a los
descritos por otros autores que consideraron como pardmetro mas discriminativo
para predecir la mortalidad asociada a la sepsis niveles de IL-6 al ingreso
superiores a 1000 pg/ml'’ y una elevacion mantenida en el tiempo como un
marcador prondstico considerandola de mas valor que sus niveles iniciales en
términos de resultado final®.

Al analizar el subgrupo de pacientes quirurgicos, obtenemos resultados
similares, con una elevacion mantenida de los niveles de IL-6 en los pacientes que
fallecian. Aunque sin llegar a ser significativo este resultado, se aproxima bastante
a los resultados obtenidos por otros autores y comentados anteriormente.

La IL-8 regula la respuesta inflamatoria aguda. Es rapidamente sintetizada
en las zonas de inflamacion local donde reclutard y activara las células
inflamatorias. Tiene una vida media larga en las zonas de inflamacién aguda, por lo
que puede ser detectada durante varios dias en aquellas situaciones donde continua
el reclutamiento de células inflamatorias para combatir la infeccion bacteriana,
como la neumonia o peritonitis'’. En nuestro estudio los niveles de IL-8 se
encontraban elevados en los pacientes con sepsis en el momento de su ingreso
comparado con el grupo control [214,7 (49,5-1090) vs 1 (1-30,62) p> 0.001] como
describi6 Hack y cols'** y estos niveles llegan a ser muy elevados a las 48 horas en
aquellos pacientes que fallecen, y aunque descienden progresivamente no llegan a
igualar los niveles de los pacientes que sobreviven. Esta elevaciéon se ha
considerado por algunos autores como uno de los mejores biomarcadores
pronésticos” y un score junto con otras citoquinas pro y anti-inflamatorias como
predictoras de mortalidad en la sepsis grave. Sin embargo, en nuestra serie no

encontramos el mismo resultado, ya que los niveles de IL-8 no predijeron la
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mortalidad con una significacion estadistica, al igual que el estudio de De Pablo R
y cols’' que atribuye esta discrepancia a la mayor gravedad de los enfermos, con
mayor puntuacion APACHE II y todos con shock, caracteristicas bastante similares
a las de nuestros pacientes.

Dentro de las citoquinas anti-inflamatorias, estudiamos la IL-10, una de las
mejores caracterizadas. Diversos estudios clinicos han demostrado que los agentes
anti-inflamatorios, entre ellos la IL-10, son producidos incluso en cantidades
mayores durante la sepsis que los agentes proinflamatorios>’. En nuestra serie no
encontramos diferencias significativas con los niveles de IL-10 en pacientes
sépticos al comparar con sujetos sanos, ni tampoco ninguna correlacion con sus
niveles basales y la mortalidad. Sin embargo, los niveles de IL-10 en aquellos
pacientes que fallecen permanecen elevados en todo momento de su evolucion, y
un aumento del cociente IL-10/TNF-a en el momento de ingreso se asociaba a
mayor mortalidad, lo que indica que el predominio del perfil antiinflamatorio se
asocia a un desenlace final fatal®’,

Valoramos las distintas citoquinas estudiadas y su relacion con la severidad
de la enfermedad valorada por el APACHE Il y el numero de Oorganos
disfuncionales valorados por la escala SOFA. Observamos una buena correlacion
de los niveles de IL-8 al ingreso y el APACHE II (p 0,078) en el momento de
ingreso. Estos resultados son concordantes con los descritos en estudios previos'”
' que apoyan la hipotesis de que la actividad proinflamatoria excesiva seria uno de
los mecanismos fisiopatologicos responsables de la DMO en estos pacientes y en
los pacientes criticos'”, aunque tnicamente se observé correlacion para la IL-8 y
no para la IL-6. También encontramos una correlaciéon con la IL-10/ TNF-a y el
SOFA al ingreso (p 0,06), lo que sugiere que el predominio de un perfil
antiinflamatorio se asocia a mayor disfuncién organica®’. En esta linea, y al igual

que los resultados obtenidos por De Pablo y cols®' los niveles séricos de IL-8 al
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ingreso eran superiores en pacientes que desarrollaron fracaso renal agudo
comparado con los que no lo desarrollaron.

En la actualidad se considera que las citoquinas proinflamatorias y el TNF-
a estan implicadas en la disfuncién miocardica asociada a la sepsis, a través de
mecanismos de generaciéon de oOxido nitrico, cuyo exceso produce una
vasodilatacion e hipotension arterial sistémica, asi como incrementos de la
relajacion miocérdica diastolica. Valoramos la correlacion de estos marcadores con
la fraccion de eyeccion global (GEF) y la contractilidad del ventriculo izquierdo
indexada (dPmx) como parametros de estimacién de la contractilidad miocérdica
obtenidos mediante el sistema de monitorizacion hemodinamica PiCCO.
Encontramos una correlacion negativa de todos ellos con el GEF, aunque so6lo para
la IL-6, la IL-8 y el TNF-a alcanzaba una significacion estadistica. Diversos
estudios han valorado el papel de las citoquinas en la afectacion miocérdica de

. Lol 103, 105
pacientes septicos

, mostrando al igual que nuestros resultados una
disminuciéon de la capacidad contractil del miocardio, aunque en ninguno se
correlaciona con parametros obtenidos mediante sistemas de monitorizacion. La
falta de significacion encontrada podria ser explicado por el pequefio tamafio
muestral y la imposibilidad de obtener resultados en las determinaciones de todos
las citoquinas por problemas técnicos, pero el hecho de obtener en nuestros
pacientes pardmetros de contractilidad disminuidos, junto con una elevacion
considerable de las citoquinas, apoya la consideracién de las interleuquinas y el
TNF como sustancias depresoras del miocardio. Se constatdé también una
correlacion negativa de los niveles de IL-8, IL-6 y TNF-a con el indice cardiaco,
los mas estudiados en este sentido'”.

En referencia al ultimo objetivo, se correlacionaron todos los parametros
comentados con otros marcadores de infeccion. Se encontrd una buena correlacion
de IL-6 y 8 con la procalcitonina (r=0,499, p 0,018 y r= 0,551, p 0,008), como ya
1.

describié el grupo de Harbarth y co No hubo por el contrario ninguna
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correlacion con los niveles de PCR, a pesar del hecho que la IL-6 estimula su
sintesis a nivel del hepatocito. La correlacién también fue buena para los cuatro
marcadores de la inflamacion y los niveles de lactato, como describen otros
autores'” ', lo que apoyaria la idea de que el aumento de la actividad inflamatoria

se asocia con una afectacion a nivel de la microcirculacion y de la perfusion tisular.

4.- MARCADORES DE COAGULACION EN LA SEPSIS:

Tras la agresion por un agente infeccioso, se produce una activacion
masiva y descontrolada de la coagulacion, la cual es mediada y amplificada por la
liberacion de mediadores durante la respuesta inflamatoria, y que a su vez,
provocan un deterioro de las vias de anticoagulacion fisioldgicas a través de un
descenso de los tres anticoagulantes naturales (AT III, PC y TFPI) y un retraso en
la eliminacién de fibrina como consecuencia de la fibrinolisis ineficaz. El resultado
de esto va a ser una formacion excesiva de fibrina intravascular y la consecuente
oclusion trombética de pequefios y medianos vasos, comprometiendo la perfusion
sanguinea a diversos 6rganos, con deterioro hemodindmico y metabolico que aboca
al fallo multiorganico" '**, maxima expresion de la alteracion de la coagulacién en
la sepsis y que se conoce como coagulacion intravascular diseminada. Se ha
considerado la CID como un predictor independiente de mortalidad en pacientes
con sepsis grave’’. Aunque en nuestra serie un elevado porcentaje de pacientes
cumplia criterios de CID declarada, un 34,6%, no pudimos establecer una relacion
con la mortalidad. No obstante, al igual que otros autores encontramos niveles de
factores de coagulacion inferiores, concentraciones elevadas de DD y disminucion
de la proteina C, indicando una activacién de la coagulacion™.

Nuestros resultados muestran un gran deterioro hemostatico en pacientes
con sepsis, caracterizado por una masiva activacion de la coagulacidon, en

comparaciéon con el grupo control. Observamos que los pacientes enfermos
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presentan niveles disminuidos de factores de coagulacion, excepto el factor VIII,
niveles anormalmente bajos de anticoagulantes naturales: proteina C, proteina S y
AT III, y una elevacién de los niveles de Dimero-D y productos de degradacion del
fibrino6geno.

En la activacion de la coagulacion tanto la via intrinseca como la via
extrinseca estan implicadas y, aunque los estudios mas recientes consideran que es

. . ’ 57,136
primariamente extrinseca’”

, en nuestra serie encontramos tanto niveles bajos de
factor VII como de factor XII al comparar con el grupo control. Esto se traduce a
nivel de laboratorio en una prolongacion de los tiempos coagulacion, tanto el TP
como TTPA. Esta disminucién de los factores se debe fundamentalmente a un
aumento del consumo, pero también a una pérdida masiva o empeoramiento de la
sintesis debido a la insuficiencia hepatica que presentan gran parte de los pacientes
sépticos™. Aunque los valores iniciales de estos factores no permiten identificar
aquellos que van a fallecer, si que pudimos observar que niveles disminuidos en el
tiempo se asociaban a peor prondstico, sobre todo para el factor VII, como
indicador de la activacion de la via extrinseca y por tanto una actividad
inflamatoria mayor y mantenida y para el factor II, activado en la superficie de las
plaquetas activadas provocando fendémenos tromboticos locales.

Encontramos en nuestra serie una disminucién de los anticoagulantes
naturales, tanto de la PC como de su co-factor la proteina S y de la ATIII, al
comparar el grupo de enfermos con el grupo control, indicativos del consumo de
los inhibidores de la coagulacion durante la sepsis, al igual que indican
publicaciones anteriores'”’.

Los niveles basales de PC al ingreso han mostrado una correlacion inversa

: . : : 56, 57, 68, 138
con la mortalidad en los diferentes estudios publicados™ °"

, al igual que

niveles persistentemente disminuidos después del primer dia de evolucion se
. . . . 69 .

considera un factor independiente de mortalidad™. Nuestros resultados coinciden

con lo publicado, asi los pacientes que fallecian mostraron niveles menores de PC
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en el momento del ingreso, aunque no hubieron diferencias significativas al
comparar con los que sobrevivian. Sin embargo, medidas seriadas de PC en los
dias posteriores al ingreso mostraron diferencias entre ambos grupos y, so6lo los
pacientes que sobrevivian mostraban una progresiva normalizacion de los niveles
de PC. Estos datos apoyan la idea que medidas seriadas de PC proporcionan mayor
valor diagnostico que una Unica determinacion. Estos niveles disminuidos de PC en
el momento del diagndstico de la sepsis pueden encontrarse incluso cuando los
niveles de TP, TTPA, plaquetas y fibrinégeno son normales, considerandolo una
coagulopatia de consumo silente™® y hace pensar que la medicién de PC podria
afiadir valor diagnoéstico al panel de marcadores de CID.

En nuestra serie los niveles de AT III en el momento del ingreso no fueron
inferiores entre los pacientes que fallecian, aunque casi un 85% presentaron valores
en el limite inferior de la normalidad. Por el contrario, y al igual que ocurre con la
PC, medidas seriadas si muestran una elevacion progresiva hacia niveles normales
en aquellos pacientes que sobreviven. Todo ello, indicaria que los pacientes que no
sobreviven presentan una activacion de la coagulaciéon mas marcada que aquellos
que sobreviven, al igual que ocurre con estudios previos con pacientes sépticos de
caracteristicas similares a los nuestros®" .

La disminucion de los niveles de PC y AT III al ingreso se han relacionado
con mayor disfuncion organica en diferentes estudios®. Nosotros encontramos una
correlacion positiva para la AT Il y el fallo organico valorado por la escala SOFA,
sin poder establecer ninguna relacion de la PC con dicho score.

La incidencia de trombopenia (plaquetas < 150 x 10 °) en pacientes criticos
se situa en torno al 35-44% y esta disminucion puede indicar que la activacion de
la coagulacion esta en curso y va a contribuir a la disfuncién vascular y de érganos.
En nuestra serie, la trombopenia estd presente en el 50% de los enfermos sépticos,
porcentaje que no nos permite establecer diferencias entre casos y controles. La

presencia de trombopenia se asocia a un aumento de la mortalidad en diferentes
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estudios™ y, si las cifras de plaquetas se mantienen disminuidas durante la estancia
en UCI o se produce una disminucion de sus cifras cercana al 50%, la mortalidad
es mayor, algo que también describimos en nuestro estudio.

Al estudiar la funcién plaquetaria mediante el PFA 100, se observan
diferencias significativas entre casos y controles con el colageno ADP pero no con
el colageno EPI, aunque los valores de éste ultimo estdn por encima del limite
normal. Los limites normales del tiempo de cerrado registrados son 52-153 seg
para el cartucho con col/ADP y de 84 a 198 segundos para col/EPI. El PFA-100
valora la funcién plaquetaria proporcionando una medida cuantitativa de adhesion
y agregacion analizando patrones de respuesta frente a agonistas plaquetarios como
el ADP, la epinefrina, el coldgeno, el 4cido araquidénico y la ristocetina. Ofrece
como ventajas que utiliza sangre total citratada y es rapido de realizar utilizando
unos cartuchos. El tiempo de cierre se afecta por el numero de plaquetas, el
hematocrito, vWF, receptores de plaquetas GPIb y GPIIb/Illa y el ritmo diurno.
Cuando las plaquetas son < 50 x 10°/L o el hematocrito < 25%, el tiempo de cierre
se prolonga'®. Aunque no se puede utilizar como diagnostico de defectos
especificos de funcidon plaquetaria, son sensible para detectar disfunciones severas
del receptor de membrana plaquetaria'*"'*.

Diversos estudios publicados muestran una disminuciéon de la agregacion
plaquetaria inducida en pacientes sépticos al compararlo con controles, al igual que
los datos obtenidos en nuestra serie, y esta agregacion también difiere en funcion

de las cifras de plaquetas'* '**

. Por el contrario, se observa una agregacion
plaquetaria espontdnea que seria responsable de parte de las alteraciones a nivel de
la microcirculacién'*. Cabe destacar que ninguno de los estudios anteriormente
citados utilizé el PFA-100 como método de andlisis por lo que Unicamente
podemos considerar la presencia de una afectacion en la funcion plaquetaria en

nuestros pacientes. Tampoco encontramos diferencias significativas entre los

pacientes que fallecen y los que sobreviven, al igual que los datos obtenidos por
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Woth y col'*. Por tanto, de momento y, dado el tamafio muestral de nuestra serie,
y y

no podemos recomendar este test como un predictor de mortalidad.

5.- MARCADORES DE ESTRES OXIDATIVO EN LA SEPSIS:

La respuesta inflamatoria conlleva a una situacion de estrés tisular,
dificultando un adecuado metabolismo oxidativo intracelular. Existen diferentes
enzimas y moléculas antioxidantes con capacidad para inhibir las especies
reactivas del oxigeno (ERO), como son la CAT, SOD vy el sistema de glutation. En
la sepsis, la excesiva generacion de radicales libres (RL) supone una saturacion de
los mecanismos de proteccion antioxidante y como consecuencia la aparicion del
estrés oxidativo. Pacientes con sepsis muestran un aumento en la peroxidacion
lipidica, con un aumento en los niveles de MDA y un aumento en la actividad de la
XO, acompafiado de una disminuciéon del tripéptido GSH, siendo el cociente
glutation disulfuro (oxidado) /glutation reducido (GSSG/GSH) un marcador del
grado de estrés oxidativo existente, responsable en parte del dafio tisular producido
durante la respuesta inflamatoria sistémica.

Diferentes autores han mostrado un aumento del dafio oxidativo sobre
lipidos o proteinas y una disminucidon de la capacidad antioxidante en pacientes

T . 43, 44, 45
sépticos al compararlos con sujetos sanos "

, lo que es indicativo de una
alteracion en el equilibrio redox en estos pacientes. Los mismos autores observaron
que pacientes con mayor gravedad valorada por escalas como el SOFA score o el
APACHE, presentaban mayor dafio oxidativo.

En este estudio se ha valorado el MDA como indicador de dafio oxidativo
de lipidos, que afecta principalmente a los &cidos grasos poliinsaturados de las
membranas celulares, la XO como enzima prooxidante y los niveles de glutation en

su forma oxidada y reducida, asi como el cociente GSSG/GSH, para valorar el

estado redox intracelular como indice de estrés oxidativo.
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. . . . 43-45
A diferencia de los estudios comentados anteriormente” ~, no

encontramos en nuestra serie diferencias en la actividad XO entre los pacientes
control y el grupo de casos. Esto puede deberse a las caracteristicas de los
pacientes incluidos en el grupo control, pacientes que estaban en estudio por
anemia y pacientes diagnosticados de un sindrome mielodisplasico. Recientes

. 145-147
estudios

han demostrado un aumento del estrés oxidativo en pacientes
hematoldgicos que han recibido tratamiento con hierro, tanto via oral como en
forma de transfusiones, un hecho que no tuvimos en consideraciéon en el momento
de planteamiento de los objetivos, ya que los datos mas recientes'*’ son posteriores
al planteamiento del estudio. Las interacciones del hierro con los radicales libres
son complejas y los mecanismos implicados siguen siendo objeto de estudio. Por
este motivo, diversos autores han centrado sus investigaciones en intentar explicar
por qué el exceso de hierro provoca la acumulacion de hierro plasmatico 1abil, la
forma de hierro no unida a la transferrina, el cual tiene propiedades redox,
facilitando asi la formacion de EROS. Este aumento de EROS junto con el
subsiguiente descenso asociado en antioxidantes, causaria en ultimo lugar la
oxidacion de lipidos, proteinas y ADN.

La actividad de la XO en el momento del ingreso fue similar entre aquellos
pacientes que fallecian y los que sobrevivian, por lo que estos valores iniciales no
nos han permitido discriminar aquellos pacientes que van a presentar un desenlace
fatal. Estos resultados difieren en parte de los publicados anteriormente, que
consideraban que niveles de XO superiores en el momento del ingreso se asociaban

. . 42,4347
con mayor supervivencia =’

. Este hecho podria ser justificado, ademaés de por el
tamafio muestral, por la gravedad que presentaban nuestros pacientes en el
momento de inclusiéon en el estudio, todos ellos con disfuncién multiorgénica
establecida y con un nivel de gravedad semejante (APACHE II de 19 y un SOFA
score de 11), lo que hace suponer que todos ellos presentan un fracaso en el control

de la microcirculacion, con una hipoperfusion e isquemia asociada. Esto estd a su
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vez se ve apoyado por la correlacion observada en nuestro estudio entre la
actividad XO y los valores de SvO,, como reflejo de la perfusion global de todo el
organismo y el equilibrio entre la demanda, aporte y extraccion de oxigeno por los
tejidos. No obstante, a diferencia de otros autores no pudimos demostrar una
relacion entre la actividad XO y los niveles de lactato entre los pacientes mas
graves® .

Durante la reperfusion, el oxigeno llega a los tejidos y puede desarrollarse
una rapida oxidacion de purinas, que generara uratos y O7; estos ultimos pueden
generar de forma secundaria otras ERO altamente toxicas. Estos ERO potenciarian
la respuesta inflamatoria en tejidos y o6rganos, con un numero incrementado de
plaquetas activadas y neutrofilos adheridos al endotelio, favoreciendo la formacion
de trombos y el vasoespasmo y llevando a mas isquemia y lesion tisular’® '*,

El aumento del 4cido trico generado por la accion de la XO, podria ejercer
en este punto un feed back negativo sobre la propia enzima, como han mostrado
algunos autores'** ',

Los niveles de MDA han sido utilizados como un biomarcador de
peroxidacion lipidica desde hace mas de 30 afios, aunque Unicamente pequeias
series han valorado este marcador en los pacientes sépticos. Nosotros hemos
observado que los pacientes con shock séptico presentaban niveles de MDA mas

346 Ppor el

elevados que los sujetos sanos, al igual que describen otros autores
contrario, a diferencia de otras publicaciones no observamos una asociacion entre
los niveles iniciales de MDA y la mortalidad®™ **. Los pacientes que sobreviven
presentan valores superiores de MDA a su ingreso respecto a los que fallecen,
hecho que no podemos justificar. Durante el seguimiento de los enfermos
encontramos mayor lipoperoxidacion a las 72 horas en los pacientes que fallecen
respecto al ingreso, al igual que el estudio de Andresen y col'”'; 'y, a diferencia del

reciente estudio publicado por Lorente et al'>* donde los niveles persistentemente

elevados a lo largo de la primera semana de evolucion se asociaban a una mayor
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severidad de la sepsis y una mayor mortalidad. Cabe destacar que en este ultimo
los niveles de MDA eran determinados en suero y no en plasma, como en nuestra
serie y en la publicada por Andersen y col. Considerando el fenémeno de
reperfusion que se produce tras la isquemia, la XO utiliza el oxigeno molecular
produciendo perdxido de hidrogeno y el radical superoxido, favoreciendo la
lipoperoxidacion y con ello el aumento de los niveles de MDA. No se han
encontrado datos en la literatura que relacionen ambos fendémenos por lo que no
podemos establecer una relacion entre XO y MDA. Otro aspecto a considerar y que
no se ha llevado a cabo en nuestra serie, seria la compartimentalizacién que
plantean algunos autores'>” segun el tipo de fallo de organos o segin el
microorganismo causante de la infeccion, para explicar las diferencias encontradas
en la evolucion de los niveles de MDA.

Entre las defensas antioxidantes enddgenas, el sistema glutation (GSH) es
cuantitativamente el méas importante. La informacion sobre las concentraciones de
glutation en sepsis de humanos es relativamente limitada, aun asi, se ha
demostrado que los pacientes criticos presentan valores de GSH en sangre
disminuidos'™, aunque en gran parte de ellos la determinacion de GSH se ha
realizado a nivel eritrocitario”'. En nuestra serie encontramos resultados similares
a los descritos, con unos niveles de GSH en sangre disminuidos en el grupo a
estudio en el momento de ingreso, y observando ademés que el descenso de estos
niveles en el tiempo se acompafiaba de un aumento de la mortalidad. Debe
destacarse ademdas que, los niveles de glutation en su forma oxidada fueron
superiores en los pacientes sépticos respecto a los controles y su progresivo
ascenso se asocid a mayor mortalidad. Concentraciones bajas de GSH y un
aumento en el cociente GSSG/GSH ha sido descrito en multiples patologias, entre
las que se encuentra la patologia inflamatoria pulmonar y dentro de ella el distrés
respiratorio. Esta elevacion en el cociente ha sido atribuida mas a unos niveles muy

bajos de GSH, que a un aumento en los niveles de GSSG, lo que sugiere que la
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monitorizaciéon de los niveles de GSH podria ser utilizado para monitorizar la
severidad y progresion de la enfermedad'®. Resultados similares han sido
encontrados en nuestro estudio, donde encontramos un aumento en el cociente
GSSG/GSH, fundamentalmente por muy bajos niveles de GSH. Este hecho es mas
patente al comparar aquellos pacientes que sobreviven con los que no sobreviven,
en los que encontramos diferencias en el cociente glutation oxidado/glutation
reducido a lo largo de la evolucion del proceso, y estas diferencias se reflejan en un
descenso significativo en los niveles de GSH en el grupo de pacientes con peor
pronodstico. Aunque el cociente GSSG/GSH a lo largo del tiempo de evolucion
presenta un patron similar en ambos grupos durante las primeras 48 horas, aquellos
pacientes que presentaron un resultado final favorable muestran un descenso lento
pero progresivo, mientras que se presenta un ascenso a las 72 horas en aquellos que
fallecen, similar a los resultados publicados'™.

Los RL se han relacionado con la disfuncién miocardica presente en
algunas enfermedades, como el hipotiroidismo, el hipertiroidismo y los grandes
quemados, aunque su papel en la disfuncion miocardica en la sepsis no estd

claro'®’

. Nosotros encontramos una buena asociacion entre los niveles de MDA y la
fraccion de eyeccion global durante las primeras 48 horas del estudio. Todos los
pacientes del estudio presentaban una hipocontractilidad generalizada, valorada por
GEF <25%, asi como con el dPmax como indice de contractilidad cardiaca, lo que
apoyaria la idea de que la produccion de RL puede causar alteracion de las
membranas celulares, disfuncién enzimatica y deterioro de la funcidn mitocondrial,
ejerciendo un efecto depresor a nivel miocardico y disminuyendo la contractilidad.
La isquemia que se produce durante la sepsis, previa al fenémeno de reperfusion
con la consiguiente generacion de XO, guardo6 relacion con la disfuncion a nivel
miocardico, (disminucioén del GEF), aunque esta asociacion solo la observamos en
aquellos pacientes que sobreviven a las 24 horas de ingreso, como muestran

157, 158

estudios realizados en pacientes con enfermedad cardiaca y el estudio en el
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que una infusién de XO producia una disminucién en la contractilidad miocardica,
en el indice cardiaco, dPmax y en la presién sistolica del ventriculo izquierdo'™.
Como hemos comentado anteriormente, el dafio por reperfusion es un
término que describe las alteraciones funcionales y estructurales que aparecen
durante el restablecimiento del flujo sanguineo tras un periodo de isquemia. La
restauracion del flujo sanguineo puede dar lugar a un amplio numero de efectos
deletéreos: necrosis de células irreversiblemente dafiadas, edema celular y lo que se
conoce como el fenomeno de no-reflujo, que es el resultado de un circulo vicioso
de disfuncion endotelial vascular y reduccion de la perfusion local tras periodos de
isquemia mayores de tres horas y que no tiene lugar hasta varias horas después de
la reperfusion. Este fendmeno podria ser en parte el responsable de la persistencia
de la respuesta inflamatoria y la elevacion persistente de algunos marcadores en el
shock séptico'*®, como reflejan algunos estudios * en pacientes con SIRS que, a lo

largo de su evolucion presentan FMO.

6.- HOMOCISTEINA, ESTADO NUTRICIONAL Y RELACION CON
OTROS PARAMETROS EN LA SEPSIS:

La homocisteina (HCY) se ha considerado en los ultimos afios como un
factor de riesgo vascular y de trombosis venosa. Diversos estudios han relacionado
los niveles de HCY con el dafio endotelial en la ateromatosis y con la
mortalidad'®. Sin embargo, encontramos pocos estudios en la literatura que
valoren los niveles de HCY y sus efectos a nivel del endotelio en pacientes
sépticos. En este trabajo, hemos estudiado los niveles de HCY y su implicacion en
la fisiopatologia de la sepsis, valorando su papel en la respuesta inflamatoria y su
posible efecto protrombdtico y pro-oxidante en este grupo de enfermos.

Se han descrito niveles plasmaticos elevados y niveles normales, incluso

disminuidos, en pacientes criticos. Nosotros no encontramos diferencias
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significativas entre el grupo de enfermos y el grupo control, incluso los niveles son
mas bajos en el grupo de enfermos, lo que podria explicarse por una disminucion
de las proteinas plasmadticas y principalmente la albimina, ya que un 70% de la
HCY circula ligada a las proteinas y éstas se encuentran disminuidas en los
pacientes criticos. En este sentido, la homocisteina podria actuar como marcador de
desnutricién en los pacientes sépticos, por su relacion con la albimina. Los valores
de HCY dependen de una serie de vitaminas, entre ellas la vitamina B12 y el acido
folico que actiian como co-enzimas en las principales vias del metabolismo. Hemos
encontrado una estrecha correlacion entre los niveles de bajos de vitamina B12 y
los niveles de HCY, tanto en el momento de inclusion en el estudio como al final
del mismo. Sin embargo, dicha correlacion no existe con los niveles de 4cido folico
en el momento del estudio, pero si en la ultima determinacion. El déficit vitaminico
en pacientes criticos y dentro de ellos en el grupo de pacientes sépticos es un
hecho frecuente, y un aumento en los niveles de HCY se han relacionado en
diversos estudios con niveles bajos de vitaminas. Tras estos resultados se ha
propuesto una suplementacion con vitaminas en dichos pacientes para intentar
contrarrestar la elevacién en los niveles de HCY'®'.

Niveles elevados de HCY se han propuesto como predictores de
mortalidad a largo plazo en diversos estudios, independientemente de la presencia

162-164 . e .
. Estos datos son similares a los obtenidos en

de patologia aterotrombotica
nuestro estudio, en el que, aunque sin alcanzar nivel de significacion, los pacientes
que fallecian presentaban niveles de HCY a su ingreso que tendian a ser superiores
a los que sobrevivian pero, al igual que estudios realizados en pacientes sépticos,
no obtuvimos relacion con las escalas de gravedad, ni con la presencia de
disfuncion multiorgénica valorada por la escala SOFA.

Considerando la sepsis como un estado pro-inflamatorio y pro-coagulante,

en el que se produce un dafio endotelial similar al que encontramos en la

ateromatosis, valoramos la relacion en los niveles de HCY con diferentes
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marcadores de inflamacidn, coagulacién y estrés oxidativo. Estudios previos han
descrito que la IL-6 y la IL-1RA son predictores independientes de los niveles
plasmaticos de HCY, en series de pacientes de edad superior a 65 afios, aunque no
para edades mayores, lo cual se ha asociado a un estado pro-inflamatorio presente
en los pacientes ancianos o muy ancianos, aunque en ninguno de estos estudios han
sido incluidos pacientes sépticos'®. Nosotros no encontramos ninguna correlacion
con los niveles de citoquinas ni con los anticoagulantes naturales PC y AT 111, lo
cual en el caso de las citoquinas podria deberse al patron de presentacion tras el
estimulo infeccioso y su vida media. Por el contrario, encontramos una correlacion
positiva con los factores VII y VIII de la coagulacion, indicativo de una puesta en
marcha de la cascada de la coagulacion, y con los niveles de MDA, que al igual
que el estudio de Morhelly y col™, sugiere el papel pro-oxidante que ejerce la
HCY. No encontramos ninguna relacion entre la disfuncion endotelial asociada a la
XO y la producida por la HCY. Cabe destacar que no hemos encontrado en la
literatura estudios en los que hayan sido valorados estos marcadores en relacion

con la HCY.

7.- MARCADORES DE INFLAMACION, COAGULACION Y ESTRES
OXIDATIVO EN PACIENTES SEPTICOS CON FRACASO RENAL
AGUDO Y SOMETIDOS A TECNICAS DE DEPURACION RENAL
CONTINUA:

Los mediadores de la inflamacién deben mantenerse en una proporcion
adecuada para conseguir una respuesta inmune efectiva. La llamada “Peak
concentration hypothesis” sugiere que la sepsis puede dar lugar a un trastorno
completo de la respuesta inmunologica, con picos de mediadores pro y
antiinflamatorios de forma simultdnea, que explicaria que aparezcan a la vez la

respuesta sistémica inflamatoria y la anergia o hiporreactividad celular®**.

192



Discusion

En este sentido, la purificacion de la sangre por las terapias extracorporeas,
Técnicas de Depuracion Renal Continuas (TDRC), partia de la premisa que la
eliminaciéon de mediadores inflamatorios podria mejorar el resultado en el shock
séptico. La posibilidad de aclaramiento de un mediador depende de: su peso
molecular, estructura espacial, de sus caracteristicas fisicoquimicas, su unién a
otras sustancias, las caracteristicas fisicoquimicas de la membrana empleada y del
mecanismo de aclaramiento empleado. A pesar de la evidencia de la eliminacion de
mediadores de la inflamacion in vitro mediante TDRC, muchos autores no han
encontrado diferencias estadisticamente significativas en estudios in vivo'® en
cuanto a la capacidad de estas técnicas para reducir las concentraciones de los
mediadores. Por otro lado, se plantea si al mismo tiempo que se depuran citoquinas
proinflamatorias también se pierden moléculas contrarreguladoras que podrian
tener un efecto beneficioso.

En nuestra serie, los valores iniciales de interleuquinas no diferian entre
aquellos que precisaron durante las primeras 24 horas la instauracion de técnicas de
sustitucion renal de aquellos que no precisaron. Simmons y col, observaron por el
contrario niveles superiores en todos los pacientes con fracaso renal agudo, al
compararlos con sujetos sanos y otros con enfermedad renal cronica en
hemodialisis, y estos niveles se relacionaban con la mortalidad'®, al igual que el

estudio de Himmelfarb y col'®’

que encuentra valores superiores de citoquinas en
pacientes sépticos con fracaso renal agudo. A las 48 horas de inicio de las TDRC,
encontramos que los niveles de IL-8 y TNF-a se han reducido a la mitad en los
pacientes sometidos a TDRC las 24 horas previas, aunque esta reduccion no es
significativa al comparar con los pacientes que no precisaron de dicha técnica. Por
el contrario, los niveles de IL-6 y los de IL-10 ascienden, aunque de forma no
significativa, tras el inicio de la técnica y disminuyen en los que no la precisan.

Estos resultados se asemejan a los encontrados por Yekebas y col'® que también

encontraron un descenso de los niveles de ciertas citoquinas a las horas de inicio de
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las TDRC y por contra, difieren de los de Cole y cols'®, el cual no encontr6 a las
48 horas de tratamiento reducciéon en los niveles de citoquinas a pesar de haber
utilizado altos flujos (cuanto mayor sea el volumen filtrado mayor capacidad de
extraccion se conseguird), concluyendo que tanto el mecanismo de convencion,
como el de adsorcidn, en el momento actual son insuficientes para tener un efecto
en la concentracidon sanguinea de citoquinas.

Los factores de coagulacion no muestran cambios en los pacientes
sometidos a TDRC, a pesar del teorico estimulo que supondria el paso de la sangre
por el circuito extracorpdreo. Como toda terapia extracorporea continua, las TDE
requieren el contacto continuo de la sangre del paciente con superficies. Este
evento activa las cascadas de coagulacion y del complemento, leucocitos y
plaquetas. Los leucocitos activados liberan mediadores inflamatorios e inducen
estrés oxidativo, la transformacion de lipidos y proteinas y contribuyen a la lesion
endotelial. Las plaquetas activadas se agregan y estimulan la generacion de
trombina.

El efecto anticoagulante de las heparinas depende de la potenciacion de la
antitrombina, el inhibidor endégeno més importante de la trombina y otros factores
de coagulacion. En pacientes criticamente enfermos, sin embargo, las
concentraciones de ATIII se reducen a menudo como resultado del consumo
debido a la activacion de la coagulacion en condiciones tales como la sepsis o la
inflamacion sistémica. La ATIII también se reduce como resultado de la
degradacion proteolitica por la elastasa derivada de los granulocitos, y este efecto
es en realidad reforzado por la heparina'™. Durante la inflamacion, aumenta la
liberacion de elastasa mientras que su inactivacion se reduce, debido a los radicales
de oxigeno disminuye la actividad de su inactivador natural, la ol-antitripsina.
Tanto el alto consumo de AT como el aumento de la degradacion de la AT
contribuyen asi a la resistencia a la heparina durante la enfermedad critica'”".

El tratamiento con hemodiafiltracion venovenosa continua causa la
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degranulacion de las células polimorfonucleares y el aumento de estrés oxidativo
que podria estar mediado por la reaccidon entre la sangre y la membrana del
dializador. Existe ademas diferencia dependiendo del tipo de membrana empleado,
dado que parece que este fenémeno es mas acusado en aquellos casos en los que se
emplean membranas de poliacronitrilo comparado con dializadores de
polisulfona' "™,

De acuerdo a lo comentado anteriormente, en los pacientes con tratamiento
sustitutivo renal, la generaciéon de sustancias prooxidantes, asi como la pérdida de
sustancias antioxidantes puede aumentar el estrés oxidativo y producir un dafio
afiadido a nivel molecular.

La existencia de una relacion entre estrés oxidativo y patologia
cardiovascular en pacientes con hemodialisis ha sido demostrada en varios
estudios, sin embargo, pocos estudios han valorado el estrés oxidativo en pacientes
sépticos que precisaron TDRC'™.

El nivel de oxidantes en el momento de inclusion en el estudio fue similar
en aquellos pacientes que precisaron TDRC en comparacion con los que no
precisaron de ella. Aunque varios autores han encontrado niveles elevados de
MDA como producto final de la peroxidacion lipidica en pacientes con ERC y HD.
No encontramos diferencias significativas en ninguno de los parametros de estrés
oxidativo, MDA, XO y el cociente GSH/GSSG, por lo que no podemos afirmar
que los pacientes sépticos con fracaso renal y necesidad de terapia de sustitucion
renal presenten mayor grado de estrés oxidativo.

Los niveles de MDA a las 48 horas de inclusion en el estudio fueron
inferiores en los pacientes sometidos a TDRC, contrariamente a lo que sugiere De
Vechi y cols'” que los niveles elevados serian atribuibles al bajo filtrado
glomerular, ya que el MDA es una molécula de bajo peso molecular e hidrosoluble
que se encuentra en plasma libre o ligada a otras macromoléculas, y ésta ultima no

seria eliminada por la convencion y difusiéon. Considerando que uno de los agentes
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causantes de la insuficiencia renal aguda en la sepsis es el fendmeno de isquemia-
reperfusion, en condiciones de isquemia se promueve la conversion de la xantina
deshidrogenasa, no generadora de EROS, en xantina oxidasa, la cual favorece la
oxidacion de xantina a 4cido trico con la generacion de RL. En este sentido,
observamos una buena relacion entre los niveles iniciales de XO y los niveles
plasmaticos de creatinina en el momento de inclusion en el estudio. La actividad de
XO tendi6 a ser superior en pacientes que precisaron TDRC, aunque no de forma
significativa, y estos niveles eran claramente superiores a las 48 horas de
tratamiento sustitutivo, lo que podria significar el resultado de la isquemia
producida por afectaciéon de la microcirculacion a nivel glomerular y medular,
junto la presencia de niveles de lactato elevados en estos pacientes.

Con todo lo expuesto, se deduce que las TDRC, ademés de eliminar
mediadores plasmaticos, pueden condicionar un estado inflamatorio persistente,
que justificaria una elevacion de los niveles de PCR tras el inicio de la técnica. Los
niveles de procalcitonina como marcador de infeccion bacteriana utilizado en
nuestra practica clinica habitual, pueden verse alterados en los pacientes con
ERC'™, al existir una sintesis aumentada de PCT por los macrofagos periféricos en
pacientes con funcidon renal severamente reducida y sometidos a terapias de
reemplazo renal'”’, hecho que encontramos en nuestra serie, pero que no podemos
comparar al no disponer de estudios realizados en pacientes sépticos con fracaso
renal agudo.

Debido al pequeiio tamafio muestral y a los pocos estudios publicados en
pacientes con FRA y TDRC, no podemos afirmar que esta técnica consiga mejorar
el equilibrio redox. Asi mismo, y al igual que el estudio de Cole y cols'® no
observamos ninguna asociacion entre la mortalidad y las TDRC.

Se precisan de mas estudios para responder a la pregunta de si la
eliminacién de los mediadores toxicos ejercen un impacto en el curso de la sepsis.

Asi mismo, considerando uno de los factores més implicados en la eliminacion de
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mediadores, la biocompatibilidad de la membrana extracorpérea, se deberian
desarrollar membranas con mayor poder de eliminaciéon y con menores efectos
deletéreos sobre los sistemas de defensa que se ponen en marcha en el curso de la

sepsis.

8.- INTERACCION ENTRE INFLAMACION, COAGULACION Y ESTRES
OXIDATIVO Y SU RELACION CON OTROS PARAMETROS DE SEPSIS:

Existe una interrelacion entre inflamacion y coagulacion en la sepsis. La
inflamacién no so6lo provoca una activacion del sistema de la coagulacion e
inhibicion de los mecanismos anticoagulantes, sino que el estado procoagulante en
la sepsis es capaz de modular la respuesta inflamatoria. En estudios experimentales
se ha observado que una disminucion en los niveles de PC se acompaifiaba de un
aumento de las citoquinas proinflamatorias, hecho que observamos en nuestros
pacientes, en los que los niveles de IL-6 se correlacionan de forma negativa con los
niveles de PC. Por otro lado, la AT III disminuye la producciéon de IL-6 por los
monocitos y el endotelio, aunque en este sentido no observamos ninguna
correlacion.

La hipoperfusion tisular puede jugar un papel en la activacion del endotelio
y en la puesta en marcha de los mecanismos de inflamacién y coagulaciéon en
pacientes sépticos. Los pacientes con shock séptico se caracterizan por un estado
inicial de hipotensiéon y mala perfusion tisular y por tanto, cabe esperar que
presenten una elevacion de las citoquinas proinflamatorias y una disminuciéon de
los anticoagulantes naturales. En este sentido, encontramos en nuestra serie una
correlacion entre los niveles de lactato, como marcador de perfusion tisular, y las
citoquinas, y una tendencia con la PC y el factor XII, aunque en estos dos ultimos
de forma no significativa. Esta falta de significacion, asi como la ausencia de

correlacion con la SvO2, podria justificarse por la atenuacion de la respuesta
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inflamatoria tras la resolucion de la perfusion tisular, ya que la reanimaciéon
hemodinamica es el pilar basico del tratamiento precoz en la sepsis.

A su vez, en la respuesta inflamatoria se produce liberaciéon de mediadores
secundarios, entre los que se encuentran las ERO. Las EROs tienen propiedades
pro-inflamatorias, entre las que se incluyen dafio al endotelio, formacion de
factores quimiotacticos, reclutamiento de neutréfilos y formacion de peroxinitrito.
Ademas, activan factores que median la transcripcion de genes de citoquinas, el
mas conocido el factor nuclear kB y éste tendria repercusion en la expresion y
control de la respuesta inmunoinflamatoria mediada por citoquinas, ejerciendo un
feed-back predominantemente positivo, aumentando los efectos deletéreos
observados en la sepsis'”®.

Aunque observamos relaciones entre los diferentes marcadores estudiados,
no pudimos establecer una clara relacion entre los tres pilares que intervienen en la
evolucion de la sepsis grave y shock séptico, la inflamacion, la coagulacion y el
estrés oxidativo, junto al dafio endotelial producido por la mayor parte de los
marcadores liberados, y que perpetiia de alguna forma esa lesion en el tiempo.

Este trabajo, a diferencia de lo publicado hasta el momento ha pretendido
estudiar el comportamiento de los diferentes marcadores a partir de la Fisiologia y
Fisiopatologia, y valorar sus niveles en el momento de ingreso y durante su
evolucion. Hasta el momento encontramos publicaciones de los diferentes
marcadores, pero en ninguna de ellas se ha considerado una valoracién conjunta.
Con los objetivos planteados inicialmente, consideramos un anélisis multivariante
para poder determinar si algun factor de los estudiados en cada campo, de
inflamacion, coagulacion y estrés oxidativo, podian ser predictivos de mortalidad y
que nos permitiera crear un panel de marcadores para los pacientes con sepsis
grave y shock séptico, marcadores con posibilidad de determinacion

intrahospitalaria, al ingreso y que nos ayudara al manejo inicial y posterior del
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paciente séptico pero, probablemente debido al tamaifo muestral no pudo
establecerse.

Como he comentado anteriormente, los pacientes incluidos en el estudio
tenian una elevada gravedad, todos ellos con presencia en el momento de
disfuncion multiorganica (disfuncién hemodindmica y respiratoria se consideraron
criterios de inclusiéon), lo que probablemente tampoco ha permitido encontrar
grandes diferencias en cuanto a mortalidad, y es una factor que lo diferencia de los
estudios publicados hasta el momento.

Se han establecido determinadas relaciones entre los diferentes marcadores
y parametros clinicos, tanto de laboratorio como de monitorizacion, algunas ya
descritas anteriormente y otras, como las de marcadores de estrés oxidativo con la
disfuncion miocérdica y el fracaso renal agudo, que incitan a la realizacion de
estudios con mayor numero de pacientes para poder obtener conclusiones mas

definitivas.
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Conclusiones

1) Los niveles plasmaticos de los marcadores de inflamacion,
coagulacion y estrés oxidativo difieren entre los pacientes sépticos y el
grupo control, observandose una reaccion inflamatoria sistémica en los
pacientes con liberacion de mediadores pro-inflamatorios, entre ellos
citoquinas, un estrés oxidativo, y un estado pro-coagulante con posible

repercusion a nivel endotelial.

2) Nuestros resultados no permiten predecir una relaciéon entre los
niveles séricos basales al ingreso de los diferentes marcadores de
inflamacién, de coagulaciéon y marcadores de estrés oxidativo con la
mortalidad de los pacientes sépticos. Unicamente los niveles basales de GSH

en sangre parecen relacionarse con el desenlace final.

3) Los pardmetros de inflamacién estudiados, asi como los de estrés
oxidativo muestran una evolucion heterogénea en el tiempo que no permite
discriminar aquellos pacientes con peor prondstico. La progresiva
normalizacion de los niveles de proteina C, proteina S, AT 11l y los factores
de coagulacion I y VII entre los pardmetros de coagulacion y la IL-6 como
parametro de inflamacién se acompafiaba de mejor prondstico. Asimismo,

un descenso de los niveles de GSH se asociaban a mayor mortalidad.

4) Los niveles de interleuquina-8 se relacionan con la gravedad
valorada por el APACHE II, mientras que el cociente interleuquina-
10/TNFa y los niveles de antitrombina III muestran relaciéon con la
disfuncion orgénica valorada por el SOFA score. Los parametros de estrés
oxidativo no mostraron correlacion significativa con la gravedad ni con la

disfuncion organica.
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5) Las citoquinas proinflamatorias, junto con los niveles de MDA y
de XO, se correlacionan con la disfuncion miocardica en la sepsis, valorada

con sistema de monitorizacién hemodinamica invasiva.

6) Los pacientes con fracaso renal agudo muestran aumento de las
citoquinas proinflamatorias y de la xantina oxidasa como marcador de

isquemia reperfusion.

7) Se establece una buena relacion entre los niveles de lactato como

marcador de perfusion tisular y las citoquinas.

8) Se observa una relaciéon de los niveles de homocisteina con
algunos factores de coagulacion y marcadores de estrés oxidativo, lo que
indica que niveles discretamente elevados de HCY podrian producir tanto

activacion de la coagulacién como un aumento del estrés oxidativo.

9) Se establece una relacion entre los marcadores de inflamacion y
los de coagulacién, sugestivo de wuna interrelacion entre inflamacion y

coagulacion.

10) Con las Técnicas de Depuracion Renal Continuas se eliminan
gran parte de los mediadores inflamatorios de la circulaciéon. Sin embargo,
las caracteristicas de la técnica y el material empleado podrian ejercer un
efecto adverso y poner en marcha tanto mecanismos inflamatorios como de

generacion de radicales libres.
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Anexos

Anexo 1

Hoja de informacién al paciente y consentimiento informado

“Estudio de los marcadores de severidad en la sepsis grave y shock

séptico”

Puede que esta hoja de informacién contenga palabras que usted no
entienda. Por favor, pidale al médico o al personal encargado del
estudio que le explique cualquier palabra o concepto que usted no
entienda con claridad. Antes de dar su consentimiento para la
participacién de su familiar en este estudio, es importante que lea y

comprenda la siguiente informacion.

Nuestro organismo necesita para su correcto funcionamiento que el
aporte de oxigeno a los distintos tejidos esté garantizado por los
procesos de respiracién y circulacion normales. Cuando estos se
comprometen o dejan de ser suficientes para las necesidades del
organismo, se producen alteraciones del funcionamiento de los distintos
organos y visceras que pueden ser tan peligrosas como para

comprometer la vida del paciente.

El problema de este proceso radica en que los médicos no disponemos,
por el momento, de parametros fiables que nos permitan la deteccion
precoz de estas situaciones de falta de aporte de oxigeno a los tejidos y
cuando se detectan, habitualmente es ya tarde para poner en marcha

tratamientos oportunos.
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Determinados procesos presentan un mayor riesgo de producir este tipo
de alteraciones en el suministro de oxigeno a los distintos 6rganos del
cuerpo (infecciones graves, intervenciones quirurgicas de alto riesgo,
insuficiencia respiratoria de cualquier tipo, pancreatitis agudas, etc.) y
como consecuencia se puede derivar el mal funcionamiento y fracaso de
los mismos. Hay indicios de que todo ello puede ser debido a una
alteracion de la circulacién intestinal que favoreceria el paso de toxinas
desde el interior del intestino a la circulacién general, fenémeno de

dificil deteccion.

Dada la situacién actual del organismo del paciente ingresado en
nuestro servicio, se le propone la extraccion de muestras de sangre, que
nos ayuden a conocer mejor si las alteraciones debidas a un transporte
insuficiente o inadecuado de oxigeno, asi como ciertos marcadores
bioquimicos pueden detectarse de forma precoz y consecuentemente,

poner en marcha las maniobras encaminadas a corregir estos defectos.

La cantidad de sangre extraida para estos analisis no supone un riesgo
mayor que los de cualquier otra extraccion que se realiza de forma

rutinaria.

Su participacién en el estudio es totalmente voluntaria y que en
cualquier caso su decisién no influira en modo alguno en la asistencia
médica que usted necesite de los médicos o del resto del personal

necesario.
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Anexos

Anexo 2

Autorizacion del paciente o de su familia

He leido el texto anterior. Creo que lo entiendo, y me ha sido explicado
de forma satisfactoria. Entiendo que los médicos haran lo que en su
opinién es mejor para mi familiar por lo que acepto voluntariamente
que mi familiar, que actualmente no puede expresar su voluntad al
encontrarse bajo los efectos de la sedacion necesaria para mantenerlo
con un respirador, participe en el estudio.

Recibiré una copia firmada de esta hoja de informacion al paciente y
del consentimiento informado.

Apruebo el que la informacion derivada de este caso pueda ser utilizada
en publicaciones que resulten de este estudio, sin que se revele mi

identidad personal en modo alguno.

Nombre del paciente

Nombre del familiar que firma el consentimiento y parentesco con el

paciente

Firma del familiar Fecha
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He explicado a los familiares del paciente la naturaleza de este ensayo.
El Paciente comprende la naturaleza del estudio, los riesgos y los

beneficios derivados de su participacion.

Investigador Fecha

234



	PRIMERA PARTE
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