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La sepsis grave es una patologia de muy alta prevalencia en los
Servicios de Medicina Intensiva, que cursa con una elevada
morbimortalidad y alto impacto econémico.

Muchos son los esfuerzos realizados en los ultimos afos por definir
este sindrome, cuyo diagnéstico y tratamiento precoz marcan
definitivamente el prondstico. De ahi la importancia de encontrar
biomarcadores que permitan agilizar el diagndstico y orientar sobre la
evolucion y pronéstico de esta patologia que provoca un muy importante
consumo de recursos a nivel mundial.

En estudios de pequeino tamafio muestral (menor de 40 pacientes)
se han encontrado niveles mas altos de Metaloproteasas de la Matriz-9
(MMP-9) y del Inhibidor Tisular de Metaloproteasas-1 (TIMP-1) en
pacientes con sepsis que en controles, y mayores niveles de TIMP-1 o
MMP-9 en pacientes fallecidos que en supervivientes. Ademas, de forma
experimental se ha visto que la modulacion de la respuesta inflamatoria
sistémica através de farmacos que modulen la expresiéon de MMPs de la
matriz y sus inhibidores puede mejorar el pronéstico de la sepsis.

Planeamos un estudio con la hipdtesis de que los niveles de la
MMP-9 y del TIMP-1 pueden influir en la morbimortalidad de los pacientes

con sepsis grave.
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1- INCIDENCIA'Y MORTALIDAD DE LA SEPSIS

La sepsis es hoy en dia la “ enfermedad ” por excelencia de todas las
que se atienden en la Unidades de Cuidados Intensivos. Y esto es asi por

' mas de un 50% de los

ser la mas prevalente en nuestras unidades
pacientes con sepsis requieren ingreso en UMI, lo que representa uno de
cada cinco ingresos en intensivos. Ademas es la causa mas frecuente de

muerte en UCI no coronarias 2 y uno de los principales caballos de batalla

de la medicina intensiva contemporanea °.

En el afio 1991 la American College of Chest Physicians (ACCP) y la
Society of Critical Care Medicine (SCCM)* convocan una conferencia de
consenso para desarrollar una amplia serie de definiciones que mejoren la
capacidad de los médicos de diagnosticar, supervisar y tratar la sepsis y

otros aspectos relacionados con ésta.

La SCCM, ACCP y otras Sociedades Cientificas de Cuidados
Intensivos norteamericanas y europeas patrocinaron una nueva
Conferencia Internacional de Definiciones de la Sepsis en el afio 2001°
ante la necesidad de poner al dia las definiciones previamente
establecidas en el afio 1992, a la luz de nuevos avances en fisiopatologia
y pruebas diagndsticas desarrollados en los ultimos afios (marcadores
celulares, citocinas, datos microbiolégicos y parametros de coagulacion,

entre otros).
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El informe de la conferencia no encontré ninguna prueba que apoyara
un cambio de las definiciones de sepsis, pero hallé6 que los signos y
sintomas son mas variados que los criterios iniciales establecidos en
1991, dando mayor importancia al uso de los biomarcadores para el

diagndstico precoz de sepsis.

El concepto de sepsis comprende desde el Sindrome de Respuesta
Inflamatoria Sistémica (SRIS) del huésped, a la infeccion grave

sospechada o documentada.

Hablaremos de sepsis cuando exista una infeccibn documentada o

sospechada con dos o mas de los siguientes criterios:

. Fiebre (temperatura central >38,3° C) o hipotermia (temperatura

central < 36° C)

. Taquicardia > 90 latidos por min, Taquipnea > 20 respiraciones

por min

. Alteracion de la consciencia

. Edema o balance positivo >20 ml/kg en 24h

. Hiperglicemia (glucosa plasmatica >110mg/dl) en ausencia de

diabetes
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. Leucocitosis > 12000/mm3, leucopenia < 4000/mm3 o recuento

normal con > 10% formas inmaduras

. Niveles plasmaticos de proteina C reactiva o procalcitonina

mayores de 2 desviaciones estandard del valor normal

. Saturacién central venosa mixta (SvcO2) > 70% o indice cardiaco

>3.5l/min/m2

La sepsis grave se caracteriza o bien por la alteracién aguda de la
funcién de uno o mas 6rganos (funcién hemodinamica, renal, respiratoria,
hepatica, hematoldgica o neurolégica), o bien por mala perfusién tisular

(hiperlactacidemia) o hipotensién arterial (transitoria o persistente).

. Hipoxemia con PaO2/FIO2 <300 mmHg

. Oliguria (diuresis<0.5ml/kg/h durante al menos 2 horas

. Incremento de Creatinina >0.5mg/dl o valor> 2mg/dl

. Trastorno de la coagulacion (INR >1,5 o TTPa >60 segundos

. Trombocitopenia <100.000/mm3

. Hiperbilirrubinemia (bilirrubina>2,0 mg/dl)

. Hiperlactacidemia (>3mmol/l o 24mg/dl)

. Hipotension arterial (TAS<90mmHg, TAM<70 o descenso de la

TAS>40mmHg)

10
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El shock séptico es definido por la presencia de hipotension
arterial que no responde a la expansion del volumen intravascular y
requiere perfusion de aminas para su tratamiento.

Como fue publicado por Rangel-Frausto et al. en 1995° sepsis,
sepsis grave y shock séptico no son mas que estadios de gravedad en la
respuesta sistémica inflamatoria del organismo ante la agresion
provocada por un agente infeccioso.

La entrada de microorganismos o sus toxinas en el torrente
circulatorio provoca una respuesta inflamatoria por parte del huésped con
pérdida de la autorregulacion de los mecanismos de defensa, con
tendencia a la hiperproduccién de sustancias proinflamatorias o
mediadores, activadores de la coagulacién y fibrindlisis, que
interrelacionan, suscitando el control de la infeccion o su evolucion a
sepsis grave o shock séptico’.

La incidencia de sepsis en Espafa supone unos 333 casos/100.000
habitantes/afio. La incidencia de sepsis grave varia segun los estudios y
la poblacion estudiada, describiéndose una incidencia de sepsis grave de
104 -140 casos por 100.000 habitantes y afio, y una incidencia de shock
séptico de 31 casos por 100.000 habitantes y afio®, esta incidencia es
mayor que la descrita en otros paises.

En la poblacién francesa la incidencia anual de sepsis grave se ha
cuantificado en 95 casos/100.000 habitantes®, en Australia-Nueva

Zelanda en 77 casos/100.000 habitantes'®, en Inglaterra-Pais de Gales-

11
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Iranda del Norte en 51 casos/100.000 habitantes?, en Australia 76
casos/100.000 habitantes.

En Estados Unidos la incidencia anual de sepsis se ha estimado en
cerca de 300 casos/100.000 habitantes'!, con una incidencia de sepsis
grave de 81/100.000. Se estima que en el mundo se producen 18
millones de casos de sepsis cada ano, lo que equivale a la suma de las
poblaciones de Dinamarca, Finlandia, Irlanda y Noruega.

La incidencia de estos procesos infecciosos esta aumentando a un
ritmo del 7-9% anual *'* por diversos factores, como el aumento de la
expectativa de vida, que deriva en un mayor numero de procesos cronicos
en la poblacion, el incremento de realizacion de técnicas invasivas,
estados de inmunodepresion por farmacos, enfermos tratados con
quimioterapia, etc.

El 10,4% de los pacientes que acuden a los Servicios de Urgencias
hospitalarios son diagnosticados de un proceso infeccioso, de estos
ingresan en el hospital entre el 4.4-20.6%, dependiendo de las series®'®
'8 El 29% de las sepsis que ingresan en el hospital se transformaran en
sepsis grave y el 9% en shock séptico. De los diagnosticados como
sepsis grave, mas de la mitad de los casos son atendidos fuera de las
UCI"®, pero auin asi la sepsis es hoy en dia la enfermedad mas prevalente
en la Unidades de Medicina Intensiva, en las que segun Vincent et al.”

supone el 24.7% de las causas de ingreso, y es el diagnéstico del 37.4%

12
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de los pacientes ingresados en las Unidades de Medicina Intensiva
Europeas.

Aunque la mortalidad de la sepsis ha disminuido en los ultimos
afos debido a los avances terapéuticos, las tasas de mortalidad siguen
aumentando, como consecuencia del aumento constante de incidencia, y
por ser los pacientes cada vez mas graves.

De forma global se pueden estimar que, de los aproximados 45.000
casos de sepsis grave al afio en Espafia, fallecen unos 13.000, lo que
supone una tasa de 97 casos/100.000 habitantes/ano. En el mundo se
producen unos 18.000.000 casos/ afio con 1.400 muertos/dia.

Segun datos del estudio EDU-SEPSIS', en Espafia, de octubre a
diciembre 2005, la sepsis grave presenté una mortalidad del 47%, que en
estudios posteriores alcanza hasta el 54.3%%, cifras superiores a las
descritas en otros paises'?"%223,

En el caso del shock séptico las cifras de mortalidad alcanzaron el
84% en el Estudio EDU-SEPSIS. Estas cifras de mortalidad son muy
superiores a las de enfermedades como el infarto agudo de miocardio
(IAM) o el ictus. De hecho, comparativamente mueren mas personas de
sepsis que de cancer de mama o de colon o como complicacion de un
IAM.

Pero, la sepsis representa en la actualidad no solo una importante

causa de muerte como se ha descrito, sino también un alto coste

econdmico®*. En el estudio realizado por Angus y col. ' de 192.980

13
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pacientes con sepsis grave ingresados en 847 hospitales de EEUU
durante 1995, se encontré que la mortalidad fue del 29% vy el coste medio
por caso de 22.100 dolares, estimandose que provocaba tantas
defunciones anuales como el infarto agudo de miocardio y un coste anual
nacional de $16.7 billones de ddlares.

En un estudio® realizado en la Comunidad de Madrid en el afio
2001 se estimé que el coste econdmico por episodio de sepsis es de unos
10.000 euros, el coste anual de la atencion a la sepsis grave en la
Comunidad de Madrid es de 70 millones de euros al afio, muy superior al
que representa la atencién al infarto agudo de miocardio, que supone
unos 16 millones de euros, esto supondria que el coste de la sepsis en
Espana estaria alrededor de los 345 millones de euros anuales, siendo
muy superior al coste del IAM.

Tras revisar la extensa literatura al respecto, parece claro que a
pesar de los potentes antimicrobianos de que disponemos, de los
avances en las técnicas de soporte hemodinamico, renal y respiratorio asi
como de algunos recientes tratamientos para modular la respuesta
inflamatoria, la mortalidad de la sepsis grave y el shock séptico continua
siendo muy elevada .

En algunos pacientes, las enfermedades previas pueden explicar
una evolucién fatal del cuadro infeccioso. Sin embargo, en muchos casos
no tenemos wuna explicacion clara de por qué evolucionan

desfavorablemente progresando a sepsis grave y fallecimiento, mientras
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otros pacientes con similar terapéutica no lo hacen. Es posible que la
respuesta a esta cuestion venga de la mano del estudio de factores
genéticos del individuo que pueda condicionar una mayor mortalidad en la
sepsis, como asi lo es en el cancer y en las enfermedades
cardiovasculares®.

Determinados polimorfismos genéticos dan como resultado una
respuesta inflamatoria mas agresiva y determinan mayor mortalidad™. Asi
pués, hay pacientes en los que el riesgo de muerte sera mayor porque
genéticamente estan condicionados para una respuesta inflamatoria mas
agresiva, y el conocimiento de este condicionamiento genético podria

derivar en una actitud terapéutica dirigida.
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2 - FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS

La sepsis es la respuesta sistémica a la infeccidén y se reconoce a
través de una constelacion de signos clinicos, hemodinamicos,
hematolégicos, bioquimicos e inflamatorios resultado de una respuesta
excesiva o inadecuada de los mecanismos de defensa del huésped, por la
presencia de microorganismos o sus productos, induciendo una reaccién
inflamatoria que tienen como principal diana el endotelio vascular.

Esta respuesta inflamatoria incluye la activacion de monocitos y
macrofagos, neutrdéfilos, células endoteliales, plaquetas y otras células, la
produccion de citocinas, a nivel local y sistémico, la activacién de
sistemas de cascada de proteinas plasmaticas, como el complemento, las
vias de coagulacion 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 By T
y sus productos, y muchas otras sustancias *'.

En la respuesta inmune a la infeccion, estos mediadores provocan
el reclutamiento de las células adyacentes a través de un proceso
paracrino. Cuando la liberacion de mediadores excede las fronteras
locales, se diseminan y distribuyen a través de los linfaticos o la sangre,
produciendo una activacion celular generalizada de tipo endocrino, que se

corresponde con el cuadro clinico del sindrome de respuesta inflamatoria
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sistémica (SIRS). El SIRS es un mecanismo de defensa del huésped del
que forma parte el proceso de reparacion tisular.

La respuesta sistémica aguda muy precoz debida a una infeccién
ha quedado caracterizada en trabajos experimentales y clinicos. Ante un
dafo tisular local, se produce una rapida respuesta del huésped
consistente en la activacién simultanea de la respuesta inflamatoria (para
eliminar posibles microorganismo que hayan podido introducirse en el
huésped) y del sistema de la coagulacién (para producir una trombosis
local que permita localizar y contener la agresion y evitar la pérdida de
sangre) para poder sobrevivir a la lesidon. Ante una infeccion local también
se produce esta activacion simultanea de la respuesta inflamatoria y del
sistema de la coagulacion para localizar la infeccion, evitar la progresion
de los microorganismos y su paso al torrente sanguineo.
Simultaneamente a la respuesta inflamatoria se inicia una respuesta
antiinflamatoria compensatoria para limitar la reaccion inflamatoria.

La activacion de la respuesta ante la infeccion es un proceso
normal, pero cuando es excesiva el proceso puede ser muy agresivo
generando lo que se conoce como sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica (SRIS) a la infeccion o sepsis.

También puede producirse una respuesta antiinflamatoria
compensatoria excesiva que se conoce como sindrome de respuesta
antiinflamatoria compensatoria (SRAC), con depresion de la funcion

inmune.
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2. 1. INDUCTORES DE LA SEPSIS

2. 1. 1. Reconocimiento del microorganismo

La respuesta inflamatoria comienza con el reconocimiento celular
de uno o varios de los componentes del microorganismo, lo que trae
como consecuencia la activacion de la célula y la sintesis de proteinas
que modifican la respuesta efectora de la célula inmunitaria.

La sepsis iniciada por gramnegativos se desencadena por el
lipopolisacarido conocido como endotoxina (LPS).

El LPS es el inductor de respuesta inflamatoria mejor conocido. La
parte externa de las bacterias gram-negativas esta constituida por una
serie de oligosacaridos estructural y antigénicamente diferentes,
responsables del serotipo O de las bacterias gram-negativas. A un nivel
mas interno se halla el core, nucleo heterooligosacarido que contiene
azucares poco usuales, como el 2-ceto, 3-desoxioctonato. La posicion
mas interna esta ocupada por el lipido A, molécula estructuralmente muy
compleja y similar entre las distintas especies de bacterias gram-
negativas, principal responsable de la toxicidad de la endotoxina® .

La endotoxina es vertida a la circulacion donde, en animales de
experimentacion e individuos sanos es responsable de la mayor parte de
las alteraciones hemodinamicas del shock séptico y disfuncién

multiorganica.
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A nivel cardiovascular incrementa la frecuencia cardiaca, el indice
cardiaco y disminuye las resistencias vasculares sistémicas provocando
hipotension.

A nivel microvascular, activa la coagulacion, el sistema de contacto,
del complemento y la fibrinolisis. Actua sobre el endotelio vascular al
inhibir la accién de anticoagulantes enddgenos, induciendo la sintesis de
radicales libres e incrementando la sintesis de ON. Activa a los
macrofagos provocando la sintesis de proteinas y a los neutrdfilos,
causando lesidon endotelial mediante la produccion de aniones superdxido
y enzimas proteoliticas >*.

Al invadir el torrente sanguineo, la endotoxina se enfrenta a una
primera linea de sustancias naturales que intentan bloquear la infeccion:
anticuerpos, albumina, lipoproteinas de alta intensidad (HDL) y BPI
(bactericidal ~ permeability  increasing  protein)  expresada  por
polimorfonucleares (PMN), monocitos/macréfagos (M/M) y eosindfilos vy,
sobre todo, a través de los receptores de la respuesta del sistema inmune
innato expresados por dichas células. Funcionalmente estas proteinas
pueden ser divididas en tres clases: segregadas, como las opsoninas,
endociticas y de senal. La mejor estudiada es la lectina unida a manano,
una opsonina que al unirse a los carbohidratos microbianos, inicia la via

de la lectina para la activacion del complemento.
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La endotoxina que continia circulante se une a la LBP
(lipopolysaccharide binding protein) que es una glucoproteina de fase
aguda sintetizada mayoritariamente por el higado.

La LBP carece de actividad intrinseca y se une a la endotoxina a
través del lipido A; forma complejos con la endotoxina y funciona como un
ligando especifico de alta afinidad del receptor CD14, hasta el momento el
receptor mejor caracterizado de LPS.

Se ha identificado una forma de membrana (mCD14) y una forma
soluble (sCD14). EI mCD14 es una glucoproteina de 55 KDa cuyo gen se
localiza en el cromosoma 5 y que se expresa de forma constitutiva en
macrofagos y neutrdfilos activados. Por su parte el sCD14 es una
glucoproteina de 53 Kda que esta presente en el suero normal®.

El complejo LPS-LBP va a unirse a los receptores de la pared
celular CD14 (fundamentalmente de los macréfagos) iniciandose la
secuencia de la senal intracelular a través del complejo TLR4 vy la
proteina MD-2. En las células donde no existen receptores CD14 (como
en las células endoteliales, células dendriticas, fibroblastos, células del
musculo liso), esta cascada se inicia uniéndose el complejo LPS-LBP a
CD14 soluble circulante en el plasma. Aunque existen otros receptores de
la pared celular que reconocen a la LPS como el MSR (macrophage
scavenger receptor), canales de K+, y los receptores CD11/CD18.

El CD14 esta unido a la membrana por un anclaje glicosil-fosfatidil-

inositol que carece de dominio transmembrana, ello se obvia por
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proteinas identificadas como receptores tipo portazgo toll-like receptors
(TLR) que inician la via de sefales que implica al factor nuclear kappa-B
(NF-k B) y a la subsiguiente transcripcion genética®>°.

Los Receptores Toll-like (TRL) son proteinas transmembrana tipo |,
situadas en la membrana de los macréfagos, con un dominio extracelular
rico en leucina y un dominio intracelular homélogo al receptor de
interleucina 1 (IL-1). En el genoma humano se han clonado hasta ahora
10 moléculas que interactuan con particulas o componentes bacterianos
conocidos como PAMP que comparten muchos patégenos. Los mas
conocidos son el TLR4 que es un ligando para la endotoxina, TLR2
ligando para componentes de la membrana celular de los grampositivos,
TLRS cuyo ligando es la flagelina de las bacterias flageladas, TLR3 cuyo
ligando es el ARN de doble cadena de los virus, TLR9 que recibe al ADN
bacteriano con secuencias no metiladas CpG para la estimulacién celular,
y TLR1 que comparte con el TLR2 el ligarse a factores solubles
procedentes de la Neisseria meningiditis. Por tanto, hasta el momento se
considera que existe una sefial comun mediada por TLR9, TLR5 y TLRG;
y sefiales especificas (TLR4 para LPS y TLR2 para acido lipoteicoico).

La sefial intracelular se inicia con la unién del dominio intracelular
TLR llamado TIR (Toll/IL-1 receptor homology domain) a una cinasa
asociada, IRAK (/L-1 receptor-associated kinase). Este proceso requiere
dos proteinas de adaptacion, las llamadas MyD88 (myeloid differentiation

protein 88) y TIRAP (TIR domain containing adapter protein), llamada
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también Mal (MyD88-adapter-like protein). Y a su vez puede inhibirse por
una tercera proteina llamada Tollip (Toll-intercating protein). Se produce
un proceso de fosforilizacion y se asocia a otra proteina, TRAF6 (Tumor
necrosis factor receptor-associated factor-6) que activa a otra cinasa, la
MAP3K (mitogen-activated protein kinase kinase kinase) para actuar
sobre el complejo IKK (inhibitor KB kinase) que precisa la protedlisis a
través del sistema ubiquitina del inhibidor Ik B para que se liberen los
dimeros del NF-k B (RelA ,p65, c-Rel, RelB, p50, y p52) en el nucleo
donde se hacen activos, traslocan al nucleo y permiten la traslacion,
transcripcion y produccion de un ARNm mensajero que induzca la
produccién de citocinas y otras moléculas efectoras *’. Tedricamente una
sepsis debe persistir mientras continde la translocacion nuclear de NF-k

B.
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Figura 1. Actuacién de la LPS sobre la membrana celular y sefales

celulares conocidas y probables desencadenadas por la misma

Canales K*

Estimulacion confirmada —»  Estimulacion probable ---»  Inhibicion —JJj

Se han descrito otros factores solubles que se unen a la endotoxina
ademas de la LBP, que ademas de formar complejos como se ha
descrito, puede también actuar como opsoninas, intensificando los efectos
de la endotoxina, al unirse a eritrocitos cubiertos de endotoxina y a
bacterias gram-negativas.

Entre estos otros factores solubles esta la proteina bactericida
incrementadora de la permeabilidad (BPI), cuyo gen se ha localizado en el
hombre en el brazo largo del cromosoma 20, préximo al gen de la LBP, y
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que neutraliza in vitro muchos de los efectos biolégicos de la endotoxina
(LPS). La BPI se une a la bacteria a través del LPS presente en la
superficie bacteriana, induce un aumento de la permeabilidad de su
membrana citoplasmatica que conduce a la lisis del patdgeno y suprime la
activacion celular mediada por el LPS. Es un fendbmeno de competencia
con la LBP y de down regulation de los receptores CD14 de monocitos y
macrofagos. Ademas la BPI tiene efecto bactericida y bacteriostatico®®.

Las endotoxinas también forman complejos con lipoproteinas
séricas (LDL, HDL, apolipoproteina A) que disminuyen su toxicidad al ser
aclarados de la circulacion.

También existen en el suero anticuerpos anti-LPS que pueden
modular los efectos biolégicos de la endotoxina. Existen estudios que
demuestran que la presencia de estos anticuerpos anti-LPS protegen y
mejoran el pronéstico de los pacientes sépticos %9

Las células pueden también responder a la endotoxina por otra via
distinta, a través de receptores intracelulares llamados proteinas NOD
(nucleotide-binding oligomerization domain) que también presentan
dominios ricos en leucina por los que interactua con su ligando, el muramil
dipéptido (NOD2) o el muramil tripéptido (NOD1), la unidad menor de
peptidoglicano comun a gram-positivos y a gram-negativos. La expresiéon
tanto de NOD1 como de NOD2 genera una respuesta de la endotoxina

pero no del acido lipoteicoico.
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Son varios los estudios que han analizado las concentraciones
plasmaticas de endotoxina en pacientes con sepsis, siendo los resultados
dispares en cuanto a su incidencia, correlacién microbiolégica, gravedad y
prondstico de la sepsis *°.

La endotoxemia puede detectarse en sangre hasta en un 40% de
los pacientes sépticos, pero no es un buen predictor prondstico ni
predictor de infeccion, ni tan siquiera de bacteriemia por gram-negativos,
por ello no esta indicada su determinacién como rutina en la clinica *'.

La sepsis debida a gram-positivos puede desencadenarse por la
produccion de exotoxinas que actuan como superantigenos, o por
componentes de la membrana celular, que actian como
desencadenantes (peptidoglicanos, &acido lipoteicoico, lipoproteinas,
modulina soluble en fenol), que al unirse a los receptores de la pared
celular CD14 inician la secuencia de la sefial intracelular a través del
complejo ftoll-like receptors-2 (TLR2), que conllevara la produccién de
citocinas.

Los superantigenos son moléculas que se unen a las células
presentadoras de antigeno que participan en el MHC-IlI (complejo mayor
de histocompatibilidad clase Il), y también a las cadenas VB de los
receptores de células T, desencadenando una produccion masiva de
citocinas proinflamatorias. Asi funcionan las exotoxinas del
Staphylococcus y del Streptococcus que producen el sindrome de shock

toxico. Ademas dependiendo de la secuencia del terminal amino de su
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dominio, muestran afinidades para diferentes alelos HLA, de esa manera
el superantigeno SPEA (streptococal pyrogenic exotoxin A) muestra
mayor afinidad por el HLA-DQ que por el HLA-DR, lo que explicaria la
selectividad tan marcada de los sindromes de shock téxico.

Otro hecho interesante es la hipersensibilidad que se produce a la
endotoxina tras una agresién por superantigenos, lo que justificaria el
proceder de plantear estrategias frente al LPS aunque la sepsis sea

producida por grampositivos*.

Figura 2. Actuacién de un superantigeno en una sepsis por

grampositivos

IL-2
INF-y < ——
TNF

Macrofago
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Aunque como hemos visto hasta ahora parecen existir diferencias
en la respuesta inflamatoria del huésped inducida por microorganismos
gram-positivos y gram-negativos, la activacion se considera bastante

similar, independientemente del microorganismo causante de la sepsis .3,
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2.2 CITOCINAS

2.2.1 Clasificacion y Mecanismos de Accidn

Una de las familias de mediadores de la respuesta inflamatoria
mejor conocidos son las citocinas, glucoproteinas constituidas por 120-
180 aminoacidos, de bajo peso molecular, normalmente entre 15-30 Kda.
Actuan como senal para que determinadas células movilicen a distancia
las defensas del huésped. Aunque en general estan producidas por
leucocitos, determinadas citocinas pueden también ser secretadas por
otros muchos tipos celulares, como son macrofagos, linfocitos y células

endoteliales**.

Originariamente se establecié el término linfocina para denominar
productos biolégicos producidos por linfocitos en respuesta al antigeno.
Posteriormente su uso se amplié a moléculas de caracteristicas similares
secretadas por otros tipos celulares, por lo que se utilizd el término mas

amplio de citocina.

El término interleukina (IL) se aplic6 a aquellas moléculas que
servian como sefiales de comunicacion entre distintos tipos de leucocitos,
numerandose correlativamente a medida que se descubrian (IL-1, IL-2,
etc.). No obstante, algunas de ellas se detectaron inicialmente en ensayos

funcionales in vitro y aun conservan su denominacién original de acuerdo
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con la funcion biolégica que permitié su identificacion, como es el caso
del TNF (factor de necrosis tumoral) y el TGF (factor transformador de

tejidos)***°.

Existen tambien “citocinas quimiotacticas” o quimiocinas que se
denominan asi por poseer propiedades quimioatrayentes, regulando el

transvase de leucocitos hacia érganos y tejidos.

Las quimiocinas secretadas se unen a proteoglicanos y a
proteinas de la matriz extracelular donde se cree permanecen
inmovilizadas sin pasar a la circulacion. Esta capacidad de union a la
matriz extracelular favorece la permanencia de las quimiocinas en su
lugar de produccion y apoya el concepto de que la migracién de los
leucocitos se realiza a través de un gradiente sdlido. La molécula mas
representativa de la familia de las quimiocinas es la IL-8, sintetizada por
todos los tipos de leucocitos, asi como por otros muchos tipos celulares
(fibroblastos, células endoteliales, hepatocitos, astrocitos. etc.) y células
tumorales (melanoma, carcinoma de ovario,pulmonar, etc.) en respuesta

a una amplia variedad de estimulos®.

2.2.2 Caracteristicas funcionales y regulacion de la expresion

de Citocinas y Quimiocinas

La expresion de la mayoria de las citocinas esta estrictamente

regulada.
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En general, no se detecta una produccién constitutiva significativa
de estas moléculas, siendo necesaria la activacion celular para que se
produzcan citocinas en cantidades suficientes para ejercer sus efectos

bioldgicos.

La mayoria de las citocinas son secretadas al espacio extracelular,
muchas de ellas en forma glicosilada que incrementa su estabilidad y
solubilidad. No obstante, algunas citocinas se pueden acumular en el
interior de la célula, o bien permanecer ancladas a la membrana o en la

matriz extracelular.

Son moléculas que poseen una vida media muy corta y actuan a
muy bajas concentraciones, del orden de picogramos, mediante la unién a
receptores de alta afinidad presentes en la superficie de la propia célula

productora o en otros muy variados tipos celulares.

Las citocinas tienen efectos pleomodrficos ya que comparten entre
ellas algunas funciones, estan producidas por diferentes células del

organismo Yy tienen multiples células diana.

Las citocinas ejercen un efecto autocrino cuando se unen a
receptores presentes en la propia célula productora. También pueden
tener un efecto paracrino, actuando sobre diferentes tipos celulares que

se encuentran en su vecindad. En algunos casos pueden liberarse a la
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circulacién sanguinea o linfatica, ejerciendo su efecto en otros 6rganos y

tejidos, actuando asi como las hormonas, de forma endocrina*

Figura 3. Efecto Endocrino, autocrino y paracrino de las Citocinas
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Dos importantes caracteristicas funcionales de las citocinas son su
pleiotropismo, de tal manera que una misma citocina es capaz de ejercer
efectos bioldgicos diferentes al actuar sobre distintos tipos celulares, y su
redundancia, es decir, que varias citocinas pueden contribuir al desarrollo
de la misma funcién en un determinado tipo celular; consecuencia de
estas propiedades es que, en ausencia de una determinada citocina, sus

funciones pueden ser reemplazadas total o parcialmente por otras.
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Muchas de estas caracteristicas bioldgicas de las citocinas se
pueden explicar por la estructura y amplia distribucion celular de sus
receptores.

Las acciones de las citocinas se engloban dentro de un sistema o
red funcional, donde el efecto de una molécula esta estrechamente
regulado, positiva o negativamente, por otras moléculas del sistema. Asi,
la secrecion de una citocina puede estar inducida, potenciada o inhibida
por otra citocina que, a su vez, puede incrementar o inhibir la expresion
de sus receptores.

Los efectos biolégicos de las citocinas pueden ser muy variados,
ya que, no solamente desempeinan un papel esencial en las respuestas
inmunes, sino que algunas de ellas estan también implicadas en la
embriogénesis y en el desarrollo de dérganos (por ejemplo, en la
angiogénesis), otras juegan un papel clave en procesos neuroinmunes y
neuroendocrinos, y muchas son importantes reguladores, tanto positivos
como negativos, de acontecimientos celulares como la mitosis, la
diferenciacion, la migracién, la supervivencia, la muerte celular, e, incluso,
de su transformacion maligna.

En la inflamacién, la secrecion de citocinas funciona como un
mecanismo de cascada, en el que la estimulacion de una linea celular
monocito/macréfago induce la secrecién de una citocina proinflamatoria,

el TNF-a.
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Esta secrecion inicial se sigue de ondas de secrecion de otras
citocinas. Una vez secretadas, las citocinas ejercen sus efectos a
concentraciones molares bajas, a través de interacciones altamente
especificas, con receptores de la superficie celular de la célula diana. La
respuesta de las células a las citocinas esta determinada, en parte, por
estos receptores, los cuales dependen del tipo de célula diana y de su
estado de diferenciacién o activacion. Mientras que la expresion de
algunos receptores es constitutiva, en otros esta regulada por la
exposicidon a ligandos especificos o por la activacion de sefales de otras
citocinas™.

Como ya se ha descrito, la respuesta inmunolégica regulada por
las citocinas es muy compleja, ya que existen vias redundantes en el
tiempo y con efectos fisioldégicos similares. Asi, excepto en casos
concretos como el antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1ra), la mayoria
de las citocinas tienen propiedades proinflamatorias y antiinflamatorias. El
efecto neto de una citocina dependera del momento de su produccion, del
microambiente local donde actue, de la presencia de elementos
compensadores citocinicos y de la respuesta tisular a cada citocina. Es
posible, ademas, que ninguna citocina sea capaz de controlar una funcién
celular especifica o proceso fisioldgico®.

Las células inflamatorias detectan la presencia de un estimulo a
través de receptores de superficie. A nivel intracelular esto se traduce en

activacion del ARN mensajero citocinico y la sintesis de proteinas®®*’.
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La trasncripcidn genética esta regulada por proteinas especificas
como el factor nuclear kB (NF-kR), que al activarse da lugar a la expresion
de sustancias mediadoras proinflamatorias, moléculas de adhesién y

otros mediadores, regulando la expresion genética inmunomoduladora.

2.2.3 Clasificacion

Es dificil establecer una clasificacién funcional de las citocinas
debido a su alto grado de pleiotropismo. No obstante, de acuerdo con su

funcion mas relevante, podemos clasificarlas en:

a) citocinas implicadas en el desarrollo hematopoyético:
promueven el crecimiento y diferenciacion de las células sanguineas
maduras a partir de células madre hematopoyéticas. Son producidas por
células del estroma de la médula 6sea o por linfocitos maduros activados.

Son: IL-3, IL-5, IL-7, IL-9, IL- 11, CSF-GM, CSF-G, CSF-M

b) citocinas implicadas en las respuestas inmunes innatas : se
producen de forma inmediata tras el contacto de las células implicadas en
las respuestas inmunes innatas con un agente extrano. Los monocitos y
macrofagos activados son la principal fuente de estas moléculas aunque
también pueden ser producidas por linfocitos activados y otras células no
pertenecientes al sistema inmune, como células endoteliales vy

fibroblastos. Son : IL-1, IL-6, IL-10, IL-12, IL-18 y TNF.
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c) citocinas generadas durante las respuestas inmunes
adaptativas: En respuesta a una estimulacion antigénica, los linfocitos T
se activan, proliferan y se diferencian hacia células efectoras especificas.
Estas células ejercen sus funciones produciendo una serie de moléculas
solubles, verdaderas artifices de los mecanismos efectores de la
respuesta inmune adaptativa. Son : IL-2, IL-4, IL-13, IL-15, IL-16, IFN,

TGF.

En relacibn con la respuesta inflamatoria algunas citocinas
favorecen el desarrollo de la misma son los llamados mediadores
proinflamatorias mientras que otras ejercen un efecto supresor de la

inflamacion mediadores antinflamatorios o inmunosupresores.

Para que la defensa contra la infeccion se inicie de manera eficaz
es necesaria la participacion de citocinas con funcion fundamentalmente

pro inflamatoria.

Estas citocinas pro inflamatorias son: el factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a), la interleucina 1 beta (IL-1 [3), la interleucina 12 (IL-12), el
interferén-y (IFN-y ) y, posiblemente, la interleucina 6 (IL-6). Un exceso de
produccion de alguna de estas citocinas en una primera fase de la sepsis
se ha correlacionado con el desarrollo de fracaso multiorganico y con un

incremento de la mortalidad .
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La respuesta pro inflamatoria inicial esta controlada por moléculas
inmunorreguladoras como los inhibidores especificos y los receptores
solubles de las citocinas.

Las principales citocinas antiinflamatorias son : el antagonista del
receptor de la IL-1 (IL-1 ra), el factor transformador del crecimiento beta
(TGF-R) y las interleucinas 4, 6, 10, 11 y 13. Los receptores especificos
para la IL-1, el TNF y la IL-18 se comportan como inhibidores de sus
respectivas citocinas pro inflamatorias. En condiciones fisiolégicas, todas
estas moléculas sirven como inmunomoduladoras y por lo tanto, limitan el
efecto potencialmente dafino de la reaccién inflamatoria. Sin embargo, en
condiciones patologicas, la respuesta antiinflamatoria puede ser
insuficiente para contrarrestar la actividad inflamatoria o, por el contrario,
ser sobrecompensadora e inhibir el sistema inmune y dejar al huésped a
merced de la infeccidn.

Es importante tener en cuenta que, a excepcion del IL-1ra, las
citocinas antiinflamatorias también tienen propiedades pro inflamatorias.
Su accion depende del momento de su liberacion, del lugar en el que
actuan, de la presencia de otros elementos competitivos o sinérgicos, de
la densidad de sus receptores y de la capacidad de respuesta de ese

tejido a cada citocina®.
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2.2.3.1 Citocinas Proinflamatorias

2.2.3.1.1 Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

Es una de las primeras citocinas que aparecen en sangre tras la
activaciéon del macréfago, a partir de genes ubicados en el cromosoma 6 'y
es el principal agente mediador de la respuesta inflamatoria inducida por
la endotoxina.®® Como hemos descrito anteriormente, es quien inicia la

cascada de citocinas durante la respuesta inflamatoria.

Los factores de necrosis tumoral fueron descritos inicialmente por
su capacidad de causar necrosis en algunos tumores, posteriormente se

descubrieron las funciones que ejercen sobre las respuestas inmunes.

Se han descrito dos moléculas estrechamente relacionadas, el
TNF-alfa y el TNF-beta, con un 30% de homologia en su secuencia

aminoacidica.

El TNF-alfa, también Illamado caquectina, es producido
fundamentalmente por macréfagos, neutréfilos y células endoteliales en
respuesta a antigenos bacterianos tales como el LPS, pero también
puede ser producido por linfocitos T y B, NK, fibroblastos y mastocitos. Es
una proteina de 17 kDa que tiende a formar dimeros y trimeros simulando

conos que ejercen una actividad bioldégica mas intensa.
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El TNF-beta o linfotoxina, es producido exclusivamente por
linfocitos T activados, es una proteina de 25 kDa compuesta por una
estructura dimérica constiuida por TNF-B y una proteina transmembrana

denominada linfotoxina f.

Ambos TNF se unen a los mismos receptores e inducen funciones
similares. Los receptores de membrana especificos para los TNF son : el
tipo IB (TNF-R1), que tambien se denomina TNFRp55, y el tipo lla (TNF-

R2) o TNFRp75.

El TNF-R1 pertenece a una familia de receptores denominada
NGF o factor de crecimiento nervioso. Es una proteina de 55 kDa con 455
aminoacidos que se expresa en casi todas las células. Es a través de este
receptor donde el TNFa ejerce su funcidn citolitica y citotoxica. En cuanto
al TNF-R2 es el que influye sobre la funcidén de proliferacion celular del

TNFa.

Ambos receptores utilizan vias diferentes para la traduccion de
sefales intracelulares, en concreto, el TNF-R1 utiliza protein cinasa C,
fosfolipasa A2, esfingomielinasa y fosfatidilcolina-fosfolipasa, mientras

que las vias del TNF-R2 son aun desconocidas *°.

Ambos tipos de receptores existen también de forma soluble en el
plasma, actuando como moléculas antinflamatorias concentracion

dependientes, al inhibir el TNF por antagonismo competitivo con los
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receptores de membrana, o como agonista inflamatorio, prolongando su

vida media, y por tanto con efectos sistémicos perniciosos®".

El TNFa se sintetiza en forma de preproteinas requiriendo un
proceso de maduracion en el citoplasma para posteriormente ser
excretado como activo. Tras la activacién sufre un fendmeno de up-
regulation que permite que se excreten en pocos minutos grandes
cantidades, alcanzando un pico maximo en hora y media a dos horas.
Posteriormente se produce el fendmeno contrario, de down regulation,
desciende de forma brusca la produccion y el macréfago entra en periodo

refractario que dura 12 a 24h.

Los efectos que produce en el organismo el TNFa son debidos en
su mayoria por la molécula en si, pero otros efectos estan en relacion con
la activacion de la cascada de mediadores que amplifican y propagan sus

efectos.

Estimula la liberacion de IL-1, IL-6, induce la expresion de
moléculas de adhesién y estimula la produccién de IL-8 por células del
endotelio vascular, lo que contribuye a la extravasacién de linfocitos,
neutréfilos y monocitos, ademas de aumentar su actividad antimicrobiana.
Activa el complemento y la coagulacion, estimulando la sintesis y
liberacion de factor tisular (tPA), pero también la fibrinolisis estimulando la

sintesis de activador tisular del plasminégeno en un primer momento,
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para después inhibirlo al inducir la sintesis del inhibidor del activador
tisular del plasminégeno (PAI-1). Produce dafio endotelial y activa la
apoptosis de las células endoteliales. Estimula el catabolismo proteico y la
gluconeogénesis, elevando la temperatura corporal y produciendo
caquexia y sueno al actuar sobre el SNC, altera el tono vascular e

incrementa la permeabilidad capilar. *°

Recientemente se han descrito nuevos TNF que ejercen de
ligandos de diversos antigenos de membrana de los linfocitos T

reconocidos por anticuerpos monoclonales: CD27L, CD30L y CD40L>?,

2.2.3.1.2 Interleucina-1 (IL-1)

Es producida fundamentalmente por monocitos y macréfagos, pero

también por células dendriticas, endoteliales, NK y otros tipos celulares.

Existen dos formas, IL-1a e IL-13 que, aunque solamente tienen
un 25 % de homologia en su secuencia aminoacidica, comparten el
mismo receptor y ejercen efectos biolégicos similares. Ambas estan
formadas por tres polipéptidos cuyos genes estan situados en el

cromosoma 2.

La IL-1 es sintetizada en forma de precursor como respuesta a
sustancias de origen microbiano o por la activacion de la cascada de la

inflamacion. La IL-1p necesita ser clivada mediante la enzima convertidora
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de IL-1p para conseguir su maxima actividad biolégica, y se libera
activamente a la circulacibn mediante un mecanismo de exocitosis,
transporte activo o destruccion celular. Por el contrario, la IL-1a
permanece en el citosol celular en forma de precursor o es transportada

como tal a la superficie celular, en donde realiza una accion paracrina >° .

Existen dos tipos de recetores en la superficie celular para la IL-1,
son el IL-1 R1 o tipo I y el IL-1 R2 o tipo II. El tipo |, con mayor afinidad
por la IL-1a. es el responsable de la mayoria de los efectos celulares de la
IL-1, y esta presente en casi todas las células. El tipo Il se expresa
fundamentalmente en neutréfilos, monocitos, linfocitos B y células de la

médula 6sea, presentando mayor afinidad por la IL-1p.%

Existen, ademas, en diversos fluidos corporales receptores
solubles que actuan como antagonistas competitivos de los receptores de

membrana tipo | y tipo Il, y regulan la actividad de la IL-1p.

El receptor antagonista de la IL-1 (IL-1ra) es una proteina de 25
kDa que carece de efecto biolégico por si misma, y es sintetizada por
gran variedad de células inflamatorias. Su funcién es actuar como
agonista competitivo de corta duracion sobre el receptor IL-1 R1,
inhibiendo la IL-1 sin producir sefal de transduccion, motivo por el hoy en

dia es incluido como mediador antiinflamatorio 4*°*.
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El estimulo para la secrecion de IL-1ra son todas las citocinas que
inhiben la secrecién de IL-1, es decir, IL-4, IL-6, IL-10 y IL-13. En estudios
experimentales en animales, se ha objetivado que la administracion de IL-
1ra previene el desarrollo de SIRS durante la sepsis por gram-negativos.
En estudios en ratones se ha visto que un raton deficiente en IL-1ra es
mas susceptible de padecer los efectos letales de la endotoxina, y por el
contrario, un animal transgénico que produzca IL-1ra en exceso, estara
mas protegido. En los procesos inflamatorios como la sepsis, los niveles
circulantes de IL-1ra ascienden mas tarde que los de IL-1p, y en cantidad
que supera las 100 veces. Esta secuencia temporal es la misma que
sucede con los receptores solubles del TNFa, y representa un mecanismo
de control de la inflamacién. La administracién a voluntarios sanos a los
que les habia administrado endotoxina, redujo la gravedad de los
sintomas, pero hoy en dia todavia existen discrepancias sobre el valor
pronéstico de los niveles plasmaticos de IL-1ra, y mientras que unos
autores encuentran que tiene valor predictivo en discriminar
supervivientes de no supervivientes, otros autores solo la han relacionado

con el desarrollo de shock *°.

IL-1 es un potente pirdégeno, induce en los monocitos su propia
sintesis y la de TNFa (con el que actua de forma sinérgica) e IL-6, es un
factor quimiotactico de los neutrdéfilos, monocitos y linfocitos, a través de

la induccién de quimiocinas (IL-8) y la modulacién de las células de
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adhesién. Induce la produccién de mediadores lipidicos (factor activador
de las plaquetas y eicosanoides), aumenta la expresion de genes para
colagenasas y fosfolipasas, y estimula la sintesis de ON (éxido nitrico).

IL-1 y TNFa actuan biolégicamente de forma sinérgica *°.

2.2.3.1.3 Interleucina ( (IL-8)

Es una proteina basica, de bajo peso molecular de la familia de las
quimiocinas. Es producida por fibroblastos, células endoteliales,
polimorfonucleares, monocitos y macréfagos en respuesta a la endotoxina

oalalL-1y TNF.

Es una citocina proinflamatoria que actua como factor quimiotactico
y activador de neutrdéfilos, en los que induce su degranulacién, cambios
morfoldgicos y quimiotaxis; regula la produccion de proteinas de adhesién
y la formacién de lipidos bioactivos que dan lugar a una amplificacién de

la respuesta inflamatoria local y lesion tisular.

Tiene una duracion de efecto prolongada por ser resistente a la
inactivacién por protedlisis y a la desnaturalizacién, ademas de retardarse
su aclaracion al unirse a compuestos constitutivos de los tejidos °'.

También se ha descrito su accidon quimiotactica para eosindfilos y

basdfilos, asi como su potente factor angiogénico.
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2.2.3.1.4 Interleucina 12 (IL-12)

Es una citocina de caracter proinflamatorio, implicada como
mediador de la respuesta inmunoldgica en infecciones bacterianas por

patégenos intracelulares, virus y parasitos °°.

Es producida mayoritariamente por monocitos/macréfagos, aunque
su produccion puede ser también inducida en células dendriticas y

linfocitos B.

Inicialmente se describié como el factor estimulador de las células
asesinas naturales (NK), pero la actual importancia de esta citocina deriva
en su capacidad de dirigir la diferenciacion de los linfocitos Th hacia

células efectoras tipo Th1 de la hipersensibilidad retardada.

La forma madura de esta molécula (p75) esta compuesta de dos
subunidades, p35 y p40. La sintesis de ambas subunidades esta regulada
diferencialmente, siendo ambas necesarias para la actividad funcional del

heterodimero.

La IL-12 incrementa la actividad citotoxica de las células NK e
induce células LAK (linfocitos asesinos activados por linfocinas).
Incrementa la produccion de IFN-y por linfocitos T y células NK y activa

linfocitos T citotdxicos.

44



MMP-9 y TIMP-1 Marcadores Pronéstico en Sepsis Revision y Antecedentes

Recientemente se ha descrito un factor proteico denominado p19,
sin actividad bioldégica por si mismo, que se combina con la subunidad
p40 de la IL-12 para dar lugar a una nueva citocina biolégicamente activa
denominada IL-23. Esta citocina es producida por células dendriticas
activadas, se une al receptor de la IL-12 y comparte algunas de las

funciones bioldgicas con ella.

2.2.3.1.5 Interleucina 18 (IL-18)

Citocina estrechamente relacionada en sus funciones bioldgicas
con la IL-12, ya que posee la misma capacidad de induccion de IFN-
gamma (IFN-y) en linfocitos T y células NK. Sin embargo, es producida
por diferentes tipos celulares que la IL-12, siendo las células adrenales y

de Kupffer las principales fuentes de produccion de la IL-18.

IL-12 e IL-18 actuan de forma sinérgica estimulando la produccion
de INF-y; ademas la IL-12 incrementa la respuesta celular a la IL-18 al
modular la expresiéon de su receptor.

El receptor de la IL-18 es homdlogo al dominio intracelular del
receptor Toll-like. El receptor soluble de la IL-18, muy relacionado con la
IL-1, puede actuar como molécula antinflamatoria al impedir su unién con

los receptores de membrana®.
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2.2.3.1.6 Interferén-gamma (INF-y)

Es una glicoproteina codificada en el cromosoma 12q constituida
por tres mondmeros.

Su sintesis se induce por la estimulacién de IL-1, IL-2 y agentes
microbianos en linfocitos T4 (CD4+), células con memoria inmunitaria
(CD45PA), células T8 (CD8+), células citocidas naturales (CD16, CD56),
células dendriticas (CD23, CD35) y linfocitos B (CD22,CD23).

Tiene un gran numero de receptores expresados por todas las
lineas celulares humanas. También se ha descrito un receptor soluble
que tiene una funcién inhibitoria y reguladora, como el de otras moléculas.

Participa en la regulacion de la respuesta inmunitaria e inflamatoria.
Sus acciones mas relevantes son : promover la liberacion de TNF-a, IL-1
e IL-6 por parte del macréfago activado, actuar de forma sinérgica con el
TNF-a incrementando su actividad citotoxica y citostatica, aumentar la
produccion de moléculas de adhesion, ademas de inducir cambios
morfolégicos en las células endoteliales, estimular el linfocito B activado,
aumentar la adhesién al endotelio del linfocito T, incrementar la activacion
del polimorfonuclear y actuar como pirégeno *°.

En la sepsis no s6lo no se ha encontrado elevacion de esta
molécula en los estudios realizados sino que incluso parece que su

produccion in vitro es menor que en voluntarios sanos °°.
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2.2.3.1.7 Interleucina 2 (IL-2)

Es una proteina de 133 aminoacidos y 15.4 kDa cuyo gen se
localiza en el cromosoma 4 (4q26-28) .

Es secretada por linfocitos T CD4+ y CD8+ activados en respuesta
a un estimulo antigénico.

Inicialmente se describié como factor de crecimiento de células T,
ya que es el principal agente que controla su proliferacion. Ejerce otros
muchos efectos sobre el sistema inmune, teniendo un papel esencial en el
desarrollo de las respuestas inflamatorias crénicas, tanto humorales como
celulares. Es un factor estimulador del crecimiento de linfocitos T, B y NK.
Promueve la actividad citotéxica mediada por linfocitos T y células NK, asi
como el desarrollo de células LAK (células asesinas activadas por
citocinas).

Tras unirse a un receptor de membrana que se expresa modulado
por IL-15 e IL-6 en linfocitos T, activa la secrecion de IFN-alfa, linfotoxina,
IL-4, IL-3, IL-5 y GM-CSF. Sobre los linfocitos B estimula su crecimiento
y diferenciacion e incrementa la expresion de moléculas de MHC de

clase I1 ©".
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2.2.3.1.8 Interleucina 15 (IL-15)

Glucoproteina de 1415 kDa que se une a las cadenas beta y
gamma del receptor de la IL-2 participando en el proceso de transduccion
de sefal. Es secretada por una amplia variedad de células, entre las que
se incluyen células epiteliales, monocitos, musculo esquelético, higado,
pulmén y placenta.

Destaca su gran similitud funcional con la IL-2, con la que comparte
la mayoria de sus actividades bioldgicas, como la estimulacion de células

NK, y la proliferacion y diferenciacion linfocitaria.

2.2.3.1.9 Otros mediadores proinflamatorios

En la fisiopatologia de la sepsis existen otros mediadores con
caracteristicas proinflamatorias, como la IL-16, la IL-17, el factor inhibidor
de la leucemia, el oncostatin M, el factor neurotréfico ciliar, los factores
estimuladores de las colonias y el factor inhibidor de la migracién de los

macréfagos entre otros®?.
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2.2.3.2 Mediadores Antiinflamatorios

2.2.3.2.1 Interleucina 6 (IL-6)

Es una glucoproteina de 185 aminoacidos producida
fundamentalmente por monocitos/macrofagos, fibroblastos, células
endoteliales, linfocitos T y células del estroma de la médula ésea. Su
liberacion se induce por la IL-1, y junto con ella es la principal inductora de
la sintesis de proteinas de fase aguda del higado ®, sobre todo de
fibrindbgeno. Es un pirégeno enddgeno.

Posee caracteristicas pro y antiinflamatorias, aunque en la
actualidad se le confiere mas importancia a su actividad antiinflamatoria®.
Una de sus principales funciones es atenuar la sintesis de mediadores
proinflamatorios promoviendo la sintesis de IL-1ra y de TNF-R. Ademas
de su efecto en la inflamacion, se ha observado que promueve la
diferenciacién de linfocitos B hacia células plasmaticas, induciendo la
produccion de inmunoglobulinas. También puede aumentar la produccién
de IL-2 y el desarrollo de los precursores hematopoyéticos dependientes
de la IL-3 . Estimula la produccion de ACTH en la hipd&fisis.

Las concentraciones plasmaticas de IL-6 se relacionan en
numerosos estudios con la gravedad y el prondstico de las sepsis,

actuando como marcador de respuesta inflamatoria %%,
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2.2.3.2.2 Interleucina 10 (IL-10)

Polipéptido producido por linfocitos del tipo Th2, asi como también
por monocitos/macrofagos, linfocitos B, queratinocitos y otros varios tipos
celulares. Es la citocina inmunosupresora por excelencia, inhibiendo la
sintesis de muchas otras citocinas, entre las que estan el IFN-gamma,
TNF-alfa, IL-2, IL-12, y la expresion de MHC-Il y moléculas de adhesion
en monocitos.

Tiene efectos antiproliferativos sobre muchos tipos celulares.

La IL-10 ejerce ademas multiples actividades inmunomoduladoras.
Se ha visto que es un cofactor para el crecimiento de lineas y colonias de
células mastociticas in vitro. Regula las funciones mediadas por linfocitos
B induciendo la sintesis de IgG, y por linfocitos T, influyendo en el
desarrollo de timocitos y células T. También ejerce efectos reguladores
sobre la angiogénesis. El virus de Epstein Barr secreta una proteina que
posee una gran homologia estructural con la IL-10 humana (vIL-10), y que
tras unirse con baja afinidad al propio receptor de la IL-10, ejecuta
actividades bioldgicas similares.

Relacionadas estructural y funcionalmente con la IL-10 se han
descrito recientemente nuevas moléculas tales como la IL-19, IL-20 e IL-
22, cuyas funciones son todavia poco conocidas.

La expresién de concentraciones elevadas de IL-10 y reducidas de

TNF se ha relacionado con peor prondstico en la sepsis meningocécica,
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predisponiendo al huésped a las infecciones fulminantes®.
Concentraciones bajas de IL-10 pueden tener consecuencias deletéreas,
objetivandose que cuando en el pulmén los niveles de esta interleucina

son bajos se correlacionan con desarrollo de SDRA®’ .

2.2.3.2.3 Interleucina 4 (IL-4)

Es una proteina de 20kd producida por linfocitos Th2, mastocitos,
basdfilos, células del estroma de la médula 6sea y, posiblemente, por
determinadas subpoblaciones de células NK.

Es una citocina que ejerce numerosos efectos en diferentes tipos
celulares. Promueve la diferenciacién de linfocitos T virgenes hacia
células de tipo Th2, inhibiendo la generacion de células Th1. Posee
efectos inmunosupresores, ya que inhibe la produccion de determinados
mediadores inflamatorios de los macréfagos como es el éxido nitrico, asi
como la sintesis de IL-1, TNF-a, IL-6, IL-8 y la proteina inflamatoria del
macrofago. Puede también actuar como mediadora proinflamatoria al ser
inductora de la sintesis de IL-1Ra, que también bloquea la accién de la IL-
18,

Es una interleucina promotora del desarrollo de las respuestas
inmunes humorales a través de la induccién del crecimiento vy
diferenciacion de linfocitos B, produciendo el cambio isotipico hacia 1gG4

e IgE e incrementando la expresion de moléculas CD23 en linfocitos B,
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basdfilos y eosindfilos. Esta relacionada con el desarrollo de los procesos

alérgicos y con el incremento de IgE en las infecciones parasitarias.

2.2.3.2.4 Interleucina 13 (IL-13)

Es una proteina no glucosilada de 132 aminoacidos que participa
de forma relevante como reguladora de la funcién de los monocitos y de
los linfocitos B. Es producida por linfocitos T activados del tipo Th2,
compartiendo muchas de sus funciones con la IL-4 con la que se
encuentra genéticamente relacionada, y con la que comparte mismo
receptor.

Es una citocina con actividad inmunosupresora ya que inhibe,
junto con la IL-4 y la IL-10, la produccién de citocinas inflamatorias por
los monocitos (IL-1beta, TNF-alfa, IL-8, IL-6). Interviene en la expresion
de moléculas de la superficie de monocitos y macrofagos (integrinas,
antigenos del MHC de clase I, receptor de CD14 y FCy) e inhibe al NF-
kB.

Incrementa la proliferacion y diferenciacion de monocitos y células
B, incrementa la expresion de CD23 y promueve el cambio de clase de
inmunoglobulinas hacia la produccién de IgE. Tiene poco efecto sobre la
diferenciacion , proliferacion y actividad de las células Th2, a diferencia de

la IL-4 %7,
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2.2.3.2.5 Interleucina 11 (IL-11)

Citocina peptidica no glucosilada de 178 aminoacidos producida
por fibroblastos del estroma de la médula 6sea y otros tipos celulares.
Estimula la megacariocitopoyesis y sinergiza con otras citocinas para
estimular el crecimiento de otros precursores hematicos.

Comparte algunas funciones con la IL-6, como la induccién de
proteinas de fase aguda en el higado. También se ha descrito su
capacidad como estimuladora de la secrecién de inmunoglobulinas por
células B en respuestas T-independientes.

Inhibe la sintesis de IL-1 y TNF por los macréfagos a través de la
inhibicion del NF-kB e inhibe la sintesis de IFN-y e IL-2 por las células t

CD4+ °".

2.2.3.2.6 Factor transformador del crecimiento 8 (TGF-£)

Hay dos tipos de factores transformadores del crecimiento, el TGF-
alfa y el TGF-beta, que no poseen ninguna similitud estructural ni
comparten los mismos efectos. Solamente el TGF-beta tiene efectos
inmunomoduladores.

Es producido por linfocitos T, plaquetas y otros muchos tipos
celulares en forma de precursor inactivo, y presenta 5 isoformas

diferentes. Es el inhibidor del crecimiento mas potente que se conoce.
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Sus actividades biolégicas dependen no solo del tipo celular sobre el que
actuen y de su concentracién, sino de la presencia de otros factores
locales.

El TGF-B puede convertir un sitio de inflamacién activa en un lugar
de resolucién y reparacion por su efecto sobre la proliferacion de
fibroblastos, osteoblastos y células musculares lisas, incrementando
también la sintesis de proteinas de la matriz extracelular, lo que favorece
la curacion de las heridas. Tiene efecto proinflamatorio y antiinflamatorio,
este ultimo se lleva a cabo mediante la modificacion y antagonizacion de
otras citocinas. Puede llevar a cabo actividades inmunorreparadoras a
nivel local, e inmunosupresoras a nivel sistémico.

En el sistema inmune inhibe la sintesis y/o el efecto del IFN-
gamma, TNF-alfa, TNF-beta, IL-1, IL-2 e IL-3, asi como la citotoxicidad
natural y especifica. Actua de forma muy similar, aunque menos potente
que la IL-10 en la desactivacion de los monocitos/macréfagos ®° .

Es una citocina que carece de valor como mediador prondstico en
la fase precoz de la sepsis, pero a partir del séptimo dia se ha visto
relacionado con la mortalidad, por lo tanto, parece definido que es un
mediador antiinflamatorio implicado en el sindrome de respuesta

antiinflamatoria compensadora (CARS) "*"".
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2.3 MEDIADORES CELULARES

2.3.1 Monocito-macréfago

Es una célula fagocitica mononuclear que actua como célula
microbicida y citotoxica, realizando wuna funcibn inmune como

presentadora de antigenos.

Los monocitos circulantes poseen un nucleo en forma de haba y
un citoplasma finamente granular que contiene lisosomas, vacuolas
fagociticas y filamentos citoesqueléticos. Los monocitos se adhieren a la
pared arterial debido a la expresion de moléculas de adhesiéon en la
superficie de las células endoteliales (ICAM-1y 2, VCAM-1, ELAM-1 o E-
selectina y P-selectina o GMP-140), que son reconocidas por las

glicoproteinas existentes en la superficie del monocito.

Estas células expresan integrinas 2 que son mediadores en la
adhesion a la matriz extracelular y también juegan un papel importante en
la adhesion célula-célula, ademas de actuar como receptoras del
complemento, del fibrinbgeno, del factor X y de microorganismos sin

opsonizar 2.

Los monocitos migran al espacio subendotelial donde proliferan y

se diferencian en macréfagos. El factor estimulante de colonias de
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macréfagos (M-CSF) desempefia un papel clave en esta diferenciacion’,

que ademas se acompafia de la expresion de receptores basurero’™.

Se activa a partir de productos microbianos como la endotoxina y la
citocinas producidas por las células T (IFN-y). induciendo la sintesis de
mediadores inflamatorios de caracter proteico (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8,
metaloproteasas de la matriz (MMPs)) vy lipidico (factor activador de los
plaquetas, eicosanoides), radicales libres de 02, peréxido de hidrégeno, y
NO. La neopterina, peteridina de bajo peso molecular que se produce
como metabolito de la sintesis de la guanosina trifosfato a
petrahidrobiopterina se ha descubierto como principal marcador de la

activacion de los macrofagos .

La funcién normal de los macréfagos, es ademas de actuar como
células basurero (“scavenger”), la de presentar el antigeno a los linfocitos

T.

2.3.2 Neutrofilo

Son células inmunorreguladoras que juegan un importante papel en
la lesion tisular.

Su funcién durante la infeccion es la destruccion y neutralizacion de
los microorganismos invasores y en el mecanismo de respuesta

inflamatoria incrementan el numero y actividad de las moléculas de
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adhesioén, producen radicales libres, sintetizan lipidos bioactivos y
producen enzimas granulares (proteinas séricas neutras, metaproteinasas
y mieloperixidasas), proteinas antibacterianas como el BPI, proteinas
antimicrobianas catiénicas y defensina, asi como citocinas pro y
antiinflamatorias.

A destacar, dentro las proteinas séricas neutras generadas por los
neutréfilos, la elastasa, sintetizada en los granulos azurdfilos de los
granulocitos, es un potenter agente proteolitico, y, el principal mediador
inflamatorio producido por los neutrofilos.

La elastasa polimorfonuclear es la responsable de la lesion
entotelial producida por los neutréfilos. Se encuentra formado complejos
con sus inhibidores (a1-proteinasa inhibidor y a2-macroglogulina), y
estimula la activacion del sistema del complemento, la coagulacién y la
fibrinolisis mediante la inactivacion de los principales mecanismos de
inhibicion de estos sistemas, como son el inhibidor C1, antitrombina Il y
a-1-antitripsina. Actua también sobre la trombomodulina endotelial

interfiriendo en la activacion de la proteina C.

2.3.3 Célula endotelial

Es una de las principales diana de los mediadores inflamatorios

que se liberan durante el proceso séptico.
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El endotelio vascular es un estructura dinamica con multiples
funciones fisioldgicas que se mantiene en equilibrio gracias a la existencia
de una homeostasis entre las células endoteliales vasculares y de la

musculatura lisa.

El endotelio esta formado por una monocapa continua de células
endoteliales unida a la membrana basal subyacente. Representa la
superficie no trombogénica que los vasos sanguineos exponen a la
sangre. Las células endoteliales son células polarizadas, con un dominio
apical en contacto con la sangre y uno distal basal en contacto con el

subendotelio.

El endotelio sano es una monocapa quiescente, cuya mitosis
celular esta inhibida por contacto, reflejando la estabilidad e integridad de
la pared vascular. Las células endoteliales forman complejas uniones
intercelulares y sintetizan componentes de la matriz extracelular como
fibronectina y componentes de la lamina basal entre los que se incluyen:
proteoglicanos, heparan sulfato, laminina, nitrégeno y colageno tipos IV y
V. Todos estos componentes interactuan a través de dominios de unién
especificos formando una red tridimensional. Para mantener la integridad
de la monocapa endotelial, las células deben formar uniones con la

lamina subyacente y con las células adyacentes 7',
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El endotelio vascular se considera como el principal 6rgano de
regulacion de numerosas funciones vasculares a través de sus acciones

endocrina, paracrina y autocrina.

En respuesta a sus interacciones con las células sanguineas
(plaquetas, leucocitos y monocitos), con fuerzas fisicas (presion,
rozamiento) y con sustancias circulantes o liberadas por células cercanas
(angiotensina, catecolaminas, cininas, prostaglandinas, etc.), las células
endoteliales son capaces de liberar diversos factores vasodilatadores
como el NO, la prostaciclina(PGI2), el factor hiperpolarizante derivado del
endotelio (EDHF); vasoconstrictores como las endotelinas (ET), la
prostaglandina H2 (PGH2), el tromboxano A2 (TXA2); diversos factores
promotores del crecimiento como el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas (PDGF), el factor basico de crecimiento de fibroblastos (bFGF),
factor-1 de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1) y endotelina-1 (ET-
1); inhibidores del crecimiento como heparinoides (HPS), factor de
crecimiento transformante (TGF), ON y PGI2; moduladores de la
inflamacion como las moléculas de adhesién endotelial de leucocitos
(ELAM), moléculas de adhesion intercelular (ICAM) y moléculas de
adhesion vascular (VCAM) o VWF "®; asi como factores hemostaticos y

tromboliticos como t-PA, u-PA, PAI-1, factor V, TF y trombomodulina.

Todos estos factores modulan el tono y el crecimiento del musculo

liso vascular, asi como la coagulacion, la fibrinolisis y la adhesién de
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células sanguineas a la pared vascular. En condiciones normales existe
un equilibrio entre las acciones de los diferentes factores endoteliales *°.
Sin embargo los equilibrios pueden alterarse en presencia de ciertos
agentes que inducirian una disfuncién. Entre ellos se encuentran
citocinas, proteasas, agentes virales, variaciones de la fuerza de

cizalladura, radicales libres, lipidos oxidados y homocisteina.

Durante la sepsis grave se produce lesién endotelial y con ello
trastornos en la perfusion, produccién de mediadores téxicos, alteracion
de la permeabilidad capilar, alteracion de la adhesiéon leucocitaria
regulada por las moléculas de adhesion celular, alteraciones del tono
vascular y la coagulacion, esto ultimo desencadenado por la modificacion
por parte de la célula endotelial de un fenotipo anticoagulante y

profibrinolitico por un fenotipo procoagulante y antifibrinolitico®.
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Figura 4. Respuesta endotelial a la agresién. Modificada de Ten V, Pinsky

D*'. AMPc: 3’, 5’-adenosin monofosfa-to ciclico; PAI-1: inhibidor del activador del
plasminégeno 1; ICAM: moléculas de adhesion intracelular; VCAM: moléculas de

adhesion intercelular;ERO: especies reactivas de oxigeno.
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En algunos estudios se ha visto que la sepsis induce cambios
especificos diferentes en las células del endotelio vascular de los distintos
organos explicando las diferencias en respuesta de los mismos a la
estimulacién inflamatoria global de la sepsis. Estos cambios inflamatorios
podrian ser distintos segun la causa de la sepsis y las diferencias
genéticas individuales contribuyendo a la variada expresividad clinica del

sindrome®.
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2.4 MEDIADORES INFLAMATORIOS SECUNDARIOS

2.4.1 Oxido Nitrico

El oxido nitrico (ON) es un radical libre con efecto vasodilatador,
liberado por el endotelio y que actua como regulador de la funcién celular
y de la comunicacion intercelular. Esta implicado en numerosos procesos
bioldgicos: actia como neurotransmisor, regula el tono vascular, inhibe la
agregacion plaquetar y la adhesion leucocitaria®.

Furchgott y Zawadzki demostraron en 1980% que el endotelio
poseia y liberaba una sustancia con efectos vasodilatadores y la
denominaron factor relajante del endotelio. Salvador Moncada realizando
estudios en células endoteliales, identificO pocos anos después a este
factor relajante del endotelio como el ON®°.

El ON se sintetiza en otras muchas células ademas de las
endoteliales, como son macréfagos, neutrdfilos, plaquetas, células
adrenales, de la retina, miocardio y células de Kupffer entre otras.

Se sintetiza a partir del nitrégeno de la guanidina terminal de la L-
arginina por la accién de una ON-sintetasa (ONs), que produce ON y L-
citrulina. Posteriormente el ON reacciona con el O2 para formar ON2, que
se degrada a nitrito (ON7) y nitrato (ON’3), el nitrito reaccionara con la

oxihemoglobina, formando metahemoglobina y nitrito®.
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Existen varias isoformas de ONs, una de ellas es la cONs, presente
en las células endoteliales y neuronales. EI ON producido por esta
sintetasa cONs activa la guanidilciclasa y genera GMPc, que sera
responsable de la relajacion vascular, la inhibicion de la adherencia y
agregacion plaquetaria, la inhibicién de la quimiotaxis de los neutrdfilos y
actuara como senal de transduccion en el sistema nervioso central y
periférico. En presencia de endotoxina y algunas citocinas, algunas
células del sistema inmunolégico como macréfagos, hepatocitos, células
de la musculatura, miocitos cardiacos, islotes pancreaticos, condrocitos,
células endoteliales y astrocitos, producen ON a través de otra isoforma
de ONs que se denomina iONs. ElI ON asi producido activa la guanilato-
ciclasa, que activa e inhibe otros sistemas enzimaticos.

El ON es responsable durante la sepsis de la hipotension arterial y
de la hiporreactividad a los farmacos vasopresores, reaccion mediada por
el GMPc, que actua mediante dos mecanismos. Por una parte el ON
disminuye los niveles de calcio intracelular y aumenta la permeabilidad de
los canales de potasio, llevando a la hiperpolarizacion de la membrana
plasmatica, lo cual provoca una contraccion subsiguiente. Por otro lado, el
GMPc activa proteincinasas que desfosforilan las cadenas de miosina,
evitando la activacién del sistema miosina/actina, causando en el shock
séptico disfuncion miocardica.

El ON en grandes cantidades es téxico para los macrofagos y

células endoteliales, actuando como radical libre, e inhibiendo Ila
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respiracion mitocondrial y la sintesis de ADN. Ademas, al actuar como
antiagregante plaquetario y leucocitario sobre el endotelio vascular
disminuye la permeabilidad capilar y con ello el paso de los leucocitos a
los tejidos.

Por otra parte tiene también efectos beneficiosos al permitir el
mantenimiento del flujo sanguineo durante los estados de shock séptico y
con ello el aporte de O2 a los tejidos; asi como en experimentacion se ha
visto efecto protector de la mucosa gastrica a la ulceraciones de estrés,
actuando como vasodilatador endégeno y manteniendo por lo tanto la
permeabilidad vascular y la perfusion mesentérica y hepatica. Asi mismo,
su potente efecto antioxidante limita el dafio producido por el anién

superoxido de los neutréfilos durante la endotoxemia.

2.4.2 Radicales libres de oxigeno

El estrés tisular producido por la respuesta inflamatoria en la sepsis
dificulta el metabolismo oxidativo celular generando excesiva cantidad de
metabolitos del oxigeno como el ya descrito ON, perdxido de hidrégeno,
superdxido y radical hidroxilo, que saturan las enzimas reductoras
(superdxido dismutasa, catalasa, glutation-perdxidasa), no pudiendo ser
neutralizados adecuadamente.

Estos radicales libres van a actuar sobre la microcirculacion,

provocando vasodilatacion e incremento de la permeabilidad capilar, pero
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ademas van a potenciar la respuesta inflamatoria originando factores
quimiotacticos para los neutréfilos y monocitos, que atacan la matriz
extracelular y las membranas celulares por medio de la formacion de

lipoperdxidos®.

2.4.3 Mediadores lipidicos

Tras la activacion de la cascada inflamatoria, la enzima fosfolipasa
A2 metaboliza los fosfolipidos de la membrana de las células inflamatorias
produciendo factor activador de las plaquetas (PAF) y acido araquidénico
(AA), que por la via de la ciclooxigenasa forma prostaglandinas vy
tromboxanos, y por la via de la lipooxigenasa dara lugar a la formacion
de leucotrienos ¥’.

Estos mediadores inflamatorios lipidicos funcionan como
mensajeros intracelulares secundarios, dianas en la modulacién de la

activacién de las células inflamatorias intracelulares y extracelulares.

2.4.3.1 Factor Activador de las plaquetas (PAF)

Es un fosfolipido quimiotactico y estimulante de plaquetas,
macrofagos y neutréfilos. Es liberado como respuesta a un estimulo
inmunitario (un antigeno, la IL-1 o Ig E) o no inmunitario (ion6foros de

calcio, factores quimiotacticos, trombina). Puede ser producido por
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plaquetas, eosindfilos, neutréfilos, macrofagos, mastocitos, linfocitos vy
células endoteliales.

Sus efectos son producidos directamente, uniéndose al receptor de
superficie de las células y activandolas, induciendo agregacion
plaquetaria y quimiotaxis neutrofilica.

También el PAF puede ejercer un efecto indirecto, tras activar la
célula induce la liberacién de histamina en los mastocitos, serotonina y
tromboxano A2 en las plaquetas, y superoxido y metabolitos del acido
araquidoénico en los neutrofilos.

De forma experimental se ha visto que la administracién exdgena de
PAF reproduce las alteraciones fisiolégicas asociadas a la sepsis:
hipotension sistémica, hipertension pulmonar, leucopenia,
trombocitopenia, edema pulmonar, depresion miocardica, insuficiencia
renal, ulcera gastrica, enteritis necrotizante, coagulacién intravascular

diseminada y alteraciones metabdlicas®®.

2.4.3.2 Eicosanoides

Los eicosanoides son productos derivados del AA.

El AA se genera por la accién de la fosfolipasa A2 sobre los
fosfolipidos que componen la membrana celular del macréfago. La
fosfolipasa A2 actua como proteina de fase aguda, incrementando sus

niveles en presencia de TNF-q, IL-1 e IL-6.
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Su activacion contribuye al desarrollo de la disfucidn multiorganica,
mediada directamente por un efecto citotdoxico, e indirectamente
produciendo la liberacion de enzimas proinflamatorias.

La endotoxina estimula la capacidad de los macréfagos para producir
metabolitos del acido araquidénico a través de la via de la ciclooxigenasa
(prostaglandinas y tromboxanos) o de la via de la lipooxigenasa
(leucotrienos).

El tromboxano A2 es un potente vasoconstrictor y activador de la
agregacion plaquetaria, y se ha relacionado con el aumento de
resistencias pulmonares, la disminucion de la compliance pulmonar y la
hipoxemia durante la sepsis.

Los leucotrienos actuan como factores quimiotacticos, incrementan la
permeabilidad vascular y promueven la adherencia del neutréfilo al
endotelio.

Las prostaglandinas (PGE:1 y PGIl;) actian como sustancias
vasodilatadoras, disminuyen la actividad procoagulante y pueden mejorar

la oxigenacion tisular 7.
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2.5 COAGULACION EN LA SEPSIS

2.5.1 Generalidades

Hace mas 30 afios que se demostré que la activacion de la
coagulacion se correlacionaba positivamente con el shock en los
pacientes con sepsis, y que esta activacion era independiente del agente
infeccioso, ya que los gérmenes gramnegativos, grampositivos y los

parasitos eran capaces de desencadenar esta respuesta.

Los conocimientos aportados por la biologia molecular han
mejorado la comprension de la relacion entre coagulacion e inflamacién
en el contexto de la sepsis y numerosos estudios clinicos se han
publicado sobre el tema. En los pacientes sépticos la coagulacién
intravascular diseminada (CID) aparece frecuentemente, pudiendo
complicar la ya compleja situacion clinica y contribuir a su alta

mortalidad®®.

En los ultimos anos se ha podido demostrar que el sistema de
coagulacion es activado por productos bacterianos (endotoxina o LPS) y
los mediadores de la inflamacion.Los cambios inducidos por la endotoxina
cambian las propiedades del endotelio vascular desde el estado
profibrinolitico y anticoagulante normal a un estado antifibrinolitico y

procoagulante.

68



MMP-9 y TIMP-1 Marcadores Pronéstico en Sepsis Revision y Antecedentes

La activacion del sistema de coagulacion y la coagulopatia
microvascular son parte de la respuesta del huésped a la infeccion,
existiendo una estrecha relacién entre la coagulacién microvascular, la

sepsis y la mortalidad de los pacientes sépticos.

Los pacientes con sepsis grave presentan frecuentemente
trombocitopenia, niveles elevados de productos de degradacion de fibrina

o D-dimero, que son marcadores de coagulopatia microvascular.

Las citoquinas proinflamatorias (TNFa , IL1, IL6,  1L-8)%%
incrementan la expresion del factor tisular, principal activador de
coagulacion en la sepsis, sobre la superficie de las células endoteliales y
monocitos, e inhiben la expresion en la superficie de las células
endoteliales del receptor de la proteina C, la trombomodulina, bloqueando

de esta manera la activacion de la via anticoagulante de la proteina C.

Estudios in vitro han demostrado que estas citoquinas reducen la
expresion del activador tisular del plasmindgeno (t-PA) y producen una
intensa liberacion del inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1).
Los neutrdéfilos activados en el curso de la respuesta inflamatoria
producen y liberan la enzima proteolitica elastasa que destruye a la
antitrombina Il (ATIIl) y trombomodulina, disminuyendo de esa manera la

actividad de los anticoagulantes naturales.
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La proteina de fase aguda PCR (proteina C reactiva), secretada en
el higado en respuesta a citoquinas proinflamatorias (fundamentalmente

la IL-1) regula de forma positiva el factor tisular de la coagulacion.

Todas estas acciones contribuyen a la aparicion del estado
procoagulante caracteristico de la respuesta inflamatoria sistémica, que
lleva al consumo de los factores de coagulacion y de los anticoagulantes
naturales, y a una ruptura del balance normal entre la coagulacion y la

fibrinolisis.

La inflamacién activa la coagulacién, pero a su vez la activacion de
la cascada de la coagulacion promueve la aceleracion de la respuesta

inflamatoria aguda.

La enzima trombina, que es responsable de la formacion del
trombo, es también un mediador mayor de la inflamacion, ya que induce
la regulacion positiva de las selectinas E y P, mediadores fundamentales
en el inicio del proceso de paso de los neutréfilos de la circulaciéon
sanguinea a los tejidos®™ e induce por efecto directo la activacién de las
células endoteliales, leucocitos y plaquetas. A través de sus funciones
proinflamatorias y procoagulantes, la formacion inapropiada de trombina
puede contribuir a algunas de las complicaciones de la sepsis, incluyendo
disfuncion vascular y adhesion leucocitaria. El depdsito de fibrina produce

microtrombos en la circulacion, lo que genera isquemia tisular.
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2.5.2 Alteraciones de las Plaquetas

La alteracion plaquetar desempefia un papel muy importante en la
fisiopatologia de la sepsis, siendo la trombopenia una de las alteraciones
mas precoces y significativas de todas las que se producen durante el
estado séptico. La causa fundamental de ello es la destruccién del
espacio microvascular y el secuestro de las plaquetas en diferentes

érganos, sobre todo en higado, pulmén y especialmente en el intestino®.

La sepsis se asocia ademas con un aumento en la expresion de
moléculas de adhesion en la superficie de las plaquetas, sobre todo
glucoproteinas llb-llla, lo cual facilita su unién al fibrinbgeno y a la
trombospondina, que contribuyen a la formacion de agregados de
plaquetas y leucocitos circulantes, siendo esta la causa de su posterior

secuestro®%,

Ademas, algunos estudios han demostrado que la intensidad de la
degranulacién de los leucocitos esta relacionada con la severidad del

cuadro séptico y la evolucion a fallo multiorganico®.

Por lo tanto, parece claro que en la sepsis existe una disminucion
del numero de plaquetas, asi como una activacion y un aumento de su
adhesion a otras células, asi como alteraciones en el reclutamiento

plaquetar y en la interaccion entre las plaquetas y los hematies.

71



MMP-9 y TIMP-1 Marcadores Pronéstico en Sepsis Revision y Antecedentes

2.5.3 Activacion de la coagulacién

Una de las mas importantes aportaciones del conocimiento de la
fisiopatologia de la hemostasia en la sepsis aparecié cuando se consiguio
vincular al factor tisular (TF) ( tromboplastina), expresado en el endotelio
vascular, con los mecanismos que inician la coagulacion en el proceso
séptico. Hasta entonces se pensaba que el punto de inicio de la cascada
de la coagulacién se producia a través del sistema de contacto, las
citocinas alteraban fisicamente la barrera endotelial lo que activaria la via

intrinseca de la coagulacion.

Hoy en dia parece claro que el TF es el mediador central de la
coagulaciéon en la sepsis, y por lo tanto es la via extrinseca de la
coagulacion la que se pone en marcha, y asi ha sido demostrado de
forma experimental en monos, a los que inyectandole anticuerpos
monoclonales anti-factor tisular se le consiguié detener la coagulopatia

generada por dosis letales de E. Coli ¥’.

El TF es un receptor transmembrana situado en la pared del
endotelio vascular que inicia la via coagulativa al servir de cofactor al
factor Vlla . ElI TF dispone de dos médulos de fibronectina tipo Ill en una
orientacion similar al dominio del receptor de las citocinas de ciertas

células, lo que le sittia en un miembro de la familia de las citocinas .
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El TF esta contenido en pequenas vesiculas plasmaticas, y la senal
para que se produzca su expresion parece depender del propio factor
tisular. EI TF activado por la citocina actua sobre los otros componentes
de la hemostasia a través de un factor pivote, el factor Vlla, que a su vez
es dependiente del TF, puesto que deja de ser un zimégeno de cadena
simple, para convertirse en una enzima de doble cadena por seccion
desdoblamiento proteolitica. Esta modificacion pone al descubierto zonas
internas de la estructura del factor VIl y una reorganizacién del nucleo
interno, lo que le proporciona actividad catalitica. El factor VIl tiene asi
una doble funcién: extracelular en el plasma, siguiendo la cascada de la

coagulacion, e intracelular.

El factor Vlla en la superficie celular no es activo si no esta en
presencia del TF. Ademas, es inactivo si lo bloqueamos con anticuerpos
anti-TF. La sefial del factor Vlla sobre ciertas células produce un flujo de
calcio hacia el interior, una activacion de la proteina mitogénica,
quimiotaxis y transcripcion genética, responsable de la induccién de

ciertos genes de expresion.

Tras la formacién del complejo FT-Vlla se genera factor Xa, 1Xa y
trombina en la superficie de las células portadoras de FT. La acumulacion
en la superficie de la plaqueta activada de los cofactores activados y su
unién a los factores activados da lugar a trombina y la polimerizacién

ulterior de la fibrina.
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Asi pués, la hemostasia in vivo abarca dos procesos, ambos
iniciados por el complejo FT-Vlla, en el primero se genera Xa en la célula
portadora de FT y proporciona pequefnas cantidades de trombina a partir
de la protrombina, activa la plaqueta, libera el factor VIl del factor von
Willebrand y activa el factor V en la superficie plaquetaria; en el segundo
se produce factor 1Xa que al unirse con el Vllla en la superficie de la
plaqueta activada cataliza la formacién de Xa y gran cantidad de trombina
en la superficie plaquetaria.

Las uniones de los factores Vlla, IX, X, Xa y PT a la superficie
celular se realizan por la presencia de complejos de calcio, fosfolipido y
acido dicarboxiglutdmico, siendo este ultimo paso consecuencia de la
accion de la vitamina K sobre los factores dependientes de la misma.

La formacion de trombina actia como un mecanismo amplificador
ya que favorece la activacion de plaquetas y la activacion del factor Xl y
del cofactor VIII y V. Ademas se une a los receptores de trombina,
acoplados a proteinas G, presentes en el endotelio, linfocitos, monocitos,
macrofagos y neutréfilos, manteniendo asi la hemostasia a nivel local y

proporcionando un mecanismo de activacion inflamatoria.
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Figura 5. Esquema de la coagulacién de Lopez Rodriguez, A. Med

Intensiva 2005; 29(3):166-177"°

Generacion de trombing
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La accion de la trombina sobre el fibrinbgeno circulante genera
monomeros de fibrina y fibrinopéptidos A 'y B.

En una fase ulterior se polimeriza la fibrina y por accion de la
trombina que activa el factor Xlll se entrecruzan las fibras de fibrina dando

lugar a la fibrina estable que estructura el coagulo plaquetario.
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2.5.4 Consumo de Inhibidores

Se ha visto que en la sepsis se produce una disminucion de los
niveles de antitrombina Il (AT) y proteina C (PC) que son enzimas
reguladoras de la activacién de la coagulacién, lo cual conlleva a una
produccion descontrolada de trombina.

La antitrombina Ill es un inhibidor de las serina proteasas con un
peso molecular de 58.200 dalton, consta de 432 aminoacidos y es
producida por el higado. Su concentracidon plasmatica es de 112 a 140
mg/l y tiene una vida media de dos a tres dias. Su actividad como
inhibidor fisiolégico de la trombina, Xa y en menor medida de los factores
IXa, Xla, Xlla, kalikreina y plasmina se multiplica por mil en presencia de
heparina, mediando su accion fisioldgica por la accién del heparan sulfato
ligado a riducan o sindecan en la superficie endotelial.

Se ha visto que los niveles de antibrombina Ill estan reducidos en

la sepsis®® 1%

y ello es debido a una combinacion de circunstancias. Por
una parte existe activaciéon de su consumo debido a la alta produccion de
trombina, pero ademas se produce una disminucion de su sintesis como
consecuencia de una disfucion hepatica, y una degradacién por la
elastasa liberada por los neutréfilos. Ademas se ha visto una clara

correlacién en estudios entre los niveles de AT y la mortalidad en la

sepsis 1.
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Por otra parte también se ha constatado en la sepsis una
disminucién de los niveles de Proteina C'%, de forma incluso mas
importante si cabe que de antitrombina Ill, con lo que no existe una
adecuada accidn inhibitoria del factor Va y Vllla.

La Proteina C es una serina proteasa sintetizada en el higado y
dependiente de vitamina K, con un peso molecular de 55.000 dalton y una
concentracion plasmatica de 4ugr/ml. La Proteina C plasmatica es
heterogénea, con diferentes variantes estructurales que dependen de
modificaciones en la cadena ligera. En situaciones normales la PC
desempena un papel critico para el mantenimiento de la hemostasia,
inhibiendo la conversion de protrombina a trombina por su efecto inhibidor
sobre los factores Va y Vllla.

La proteina C se liga a un receptor endotelial, y cuando la trombina
se ha unido al complejo de trombomodulina endotelial se activa a Proteina
C activada, que en presencia de Proteina S inhibe los factores Va y Vllla.

En la sepsis la proteina S se encuentra en un 60% unida a la
fraccion C4b del sistema del complemento, el cual esta aumentado en la
sepsis como proteina de fase aguda reactiva, ocasionando una falta de
Proteina S y como consecuencia una disfucién del sistema Proteina C-
Proteina S'%.

Estudios experimentales han podido demostrar que Ia
administracién del C4b incrementa la mortalidad y el fallo organico en

104

animales en los que se ha inducido sepsis por E. Coli' ™", asi como
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estudios en humanos con administracién de Proteina C activada obtenida
por recombinacion genética (Estudio Prowes) parecen demostrar una
disminucion de la mortalidad de los pacientes con sepsis grave'®.

Otros de los factores que influye en el estado procoagulante que
supone la sepsis es el Factor inhibidor del factor tisular (TFPI).

El TFPI es una serpina producida en las células endoteliales
vasculares encontrandose ligado a glucosaminoglicanos de la membrana
y que se libera a la circulacion, ligado a lipoproteinas, en presencia de
heparina. En las plaquetas se almacena una pequefia cantidad que se
libera cuando se activan. EI TFPI inhibe directamente el factor Xa y
dependiendo de éste el complejo catalitico FT-VIla'®.

El TFPI se muestra incapaz de inhibir la abundante produccion de
FT que se produce en el estado séptico, encontrandose en algunos
estudios una correlacién estrecha entre sus niveles, la severidad de la
sepsis, tanto de la Coagulacién intravascular diseminada (CID)'"”", como
del nimero de 6rganos disfuncionantes'®.

La incompetencia del TFPI mantiene la activacion de la
coagulacion en la sepsis, asi la generacibn de trombina, como
consecuencia, medida a través de marcadores especificos (fragmento
1+2, complejo trombina-AT Il (TAT) o el fibrinopéptido A), se encuentra

directamente ligada a los niveles medidos de TFPI'®. A su vez, la

administracién de TFPI parece prevenir la mala evolucién de la sepsis en
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la utilizacién experimental en animales''®, aunque en ensayos clinicos en

humanos no ha podido demostrar un beneficio en la mortalidad'"".

Figura 6. Efecto procoagulante en la sepsis, de Lopez Rodriguez A%
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2.5.5 Bloqueo del Sistema Fibrinolitico

Tras la induccidn de la sepsis se produce una respuesta de
liberacion de activador tisular del plasminégeno (t-PA) que tiene su pico
maximo hacia las dos horas, segun se ha podido observar en estudios
experimentales con animales, ademas de una elevacion de los complejos
plasmina-a2-antiplasmina en el plasma, al unirse la plasmina generada
por la accion del t-PA sobre el plasminégeno con su inhibidor especifico,
la a2-antiplasmina’'?.

Asi pues, el balance hemostatico global muestra un predominio de
la actividad fibrinolitica del plasma.

Ademas, agotada la liberacion de t-PA se inicia una liberacion
progresiva de un potente inhibidor como asi lo es el inhibidor tisular del

plasminégeno (PAI-1)'"

, lo cual lleva a un estado de bloqueo de la
fibrinolisis que es el responsable de la perpetuacion de la CID que se
produce en el estado séptico’'*. Todo esto va a marcar de forma definitiva
el prondstico de la sepsis, puesto que se ha relacionado el grado de
alteracion de la fibrinolisis con la intensidad de disfunciéon organica y con
la gravedad de la sepsis''>'"®.

Recientemente se ha descubierto la existencia de un inhibidor de la
fribrindlisis activado por la trombina (TAFI), que muestra unos valores

incrementados en la sepsis'"’, y parece tener un importante papel en el

control de la hemorragia, al ser responsable de la permanencia de la
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fibrina depositada en el lugar de la lesion, sin que se vea afectada por la
fibrindlisis, lo cual contribuye a mantener un estado de hipofibrindlisis.

Como consecuencia de todo lo anterior, tras la formacion de
trombina existe una primera respuesta de hiperfibrindlisis que intenta
reparar y eliminar el depdsito de fibrina establecido, para posteriormente
producirse una hipofibrindlisis secundaria al bloqueo del sistema
fibrinolitico, consecuencia del consumo del activador del t-PA y del
predominio del inhibidor (PAI-1), que lleva a un estado de bloqueo e
incapacidad funcional para eliminar la fibrina depositada.

Figura 7. Efecto antifibrinolitico en la sepsis *°
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Para resumir, en la fisiopatologia de la hemostasia en la sepsis es
necesario tener en cuenta que, junto con la trombopenia y las
alteraciones de la funcién plaquetar, tiene lugar activacién de la
coagulacion, a través de la via extrinseca, iniciada por el TF expresado en
la célula endotelial activada por las citocinas y por la endotoxina en una
primera fase.

Todo lo anterior conlleva a la generacion de trombina, que a su
vez va a desencadenar la formacién de fibrina en el espacio
microvascular. En esta primera fase, el sistema de los inhibidores de la
coagulacion (AT,PC,TFPI) intenta frenar esta activacion pero, la
produccion constante de trombina lleva al consumo de estos factores,
quedando la coagulacién activada y sin freno.

Con todo este mecanismo puesto en marcha, el ultimo recurso para
limitar el proceso lo lleva a cabo el sistema de la fibrinolisis. El consumo
de su activador t-PA y la liberacién del PAI conducen a un estado de
bloqueo de la fibinolisis. La activacion de la coagulacién cae en un estado
de depdsito de fibrina irreversible en el espacio microvascular con
trombosis y por supuesto con un consumo constante de factores, que va a
ser el responsable tanto de la disfuncién organica por un lado, como de la

diatesis hemorragica por otro.
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2.6 METALOPROTEASAS

2.6.1 Definicién y funciones

Para que el control de la infeccién pueda llevarse a cabo con éxito
es necesaria un adecuado control del agente infeccioso, la resolucion del
proceso inflamatorio y por ultimo una adecuada remodelacion de la matriz
extracelular (MEC) que ha intervenido en el proceso, para lo que las
metaloproteasas de la matriz (MMPs) juegan un papel determinante.

Pero ademas, las MMPs se han visto implicadas en el dafo tisular
producido durante el proceso inflamatorio, dafio que como consecuencia
puede producir una diseminacion del patégeno, la persistencia del mismo
o la creacion de focos “inmunoprivilegiados”, donde el acceso para las
células del sistema inmune sea complicado. Por lo tanto, las MMPs van a
jugar un papel crucial en la respuesta inmune a la infeccién, normal y
patoldgica''®.

La matriz extracelular (MEC) esta formada por un esqueleto de
proteinas fibrilares como son el colageno y la elastina, que se ensamblan
con gran variedad de glicoproteinas (fibronectina, laminina, etc.),
carbohidratos y proteoglicanos, cuya diversidad y distribucién permite una
enorme variedad de tejidos, adaptados estructural y funcionalmente a un
entorno celular concreto. Estos elementos que conforman la MEC no son

un mero soporte de las células, participan activamente en la adhesion y
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migracion celular, asi como en las interacciones célula-célula, ejerciendo
ademas un papel muy importante durante el proceso inflamatorio tanto
como siendo sitio de union de células infiltrantes, como en el papel de
ligando de moléculas inflamatorias.

En el esqueleto de la matriz encontramos diferentes elementos
celulares como fibroblastos, macréfagos y células endoteliales.

Los fibroblastos se encargan del mantenimiento del tejido
conectivos, y son los responsables de la transformacion fibrética de los
tejidos lesionados al proliferar en respuesta a una noxa inflamatoria.

Las células endoteliales se encargan del paso desde el torrente
circulatorio hasta la zona lesionada de células y productos inflamatorios, y
ante diversos estimulos proliferan y son responsables de la angiogénesis
en el tejido inflamado.

Los macréfagos, por su parte, actuan remodelando la MEC
liberando citocinas que actuan sobre otros elementos celulares, enzimas
proteoliticos y radicales toxicos que intervienen en la degradacion de los
tejidos.

Por lo tanto, la MEC es un elemento de sostén y transporte, y su
remodelacion esta implicada en la regeneracion tisular y en la migracion

119-120

celular , jugando un papel crucial en muchos procesos tanta

fisiol6gicos como patoldgicos, y entre ellos en la sepsis.
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Las MMPs son una familia de proteinasas , en el momento actual
se conocen 28, todas ellas contienen un dominio zinc dependiente con
actividad catalitica sobre componentes de la matriz extracelular'®'.

La primera MMP en ser identificada fue una colagenasa, en 1962
por Gross y Lapiere'®, quienes observaron que la cola del renacuajo
durante la metamorfosis contenia una enzima que degradaba el colageno.
Posteriormente en la década de los 60 principios de los 70 se comenzé a
estudiar la implicacion que las MMPs tenian en algunas enfermedades en
humanos %3124,

Las MMPs han sido estudiadas en procesos fisioldgicos'®, tales

127

como la ovulacion'®, el crecimiento y diferenciacion embrionaria'®’, la

invasion del trofoblasto'®, la involucion uterina tras el parto'®, la
remodelacién mamaria en la lactancia’?, el crecimiento y la remodelacion
6sea’™’, asi como en el desarrollo de algunos érganos como son las

120,133

glandulas salivares "*?y mamarias , los gérmenes dentales™*, y los

ovarios'*; también se ha estudiado su implicacion en numeros procesos
patolégicos, como enfermedades en las que se produce un “turn-over”
excesivo y aberrante de la matriz extracelular como es el caso de la
artritis reumatoide , el crecimiento, agresividad y poder metastatico de los
tumores, la arterioesclerosis y algunas otras enfermedades
cardiovasculares, en el asma y la enfermedad pulmonar obstructiva

cronica, o en la enfermedad vasculitica primaria (Kawasaki, Wegener,

Takayasu y arteritis de células gigantes), entre otras '%.
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En un principio, las MMPs se consideraron enzimas cuyo unico
papel era intervenir en la remodelacion de la MEC, en el momento actual
se conoce su importante implicacion en los mecanismos de

inmunomodulacién.

En tejidos no lesionados se detecta una actividad muy baja de
MMPs. Su expresidon esta regulada transcripcionalmente por citoquinas

inflamatorias, transformacién celular, hormonas y factores de crecimiento.

2.6.2 Estructura

Todos los enzimas de la familia de las MMPs tienen en comun:

a- Un péptido senal que no esta presente en la forma inactiva del

enzima, y es la responsable de la secrecién de la molécula.

b- Un dominio proteolitico o catalitico que contiene 2 iones zinc
y al menos un ion calcio. Uno de los iones de zinc esta presente en el
centro activo e implicado en el proceso catalitico de las MMPs. El
segundo ion de zinc, también denominado zinc estructural, y el ion de
calcio estan presentes en el dominio catalitico a unos 12 A del zinc
catalitico. El ion de zinc catalitico es esencial para la actividad proteolitica
de las MMPs, los tres residuos de histidina y el zinc catalitico estan

conservados en todas las MMPs.
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Menos conocido es el papel del segundo ion de zinc y el del ion de
calcio. Este dominio catalitico es altamente conservado y determina la

especificidad del substrato junto al dominio hemopexina-like'®.

c- Un dominio propéptido que consiste en 80-90 aminoacidos
que contienen un residuo de cisteina el cual interactua con el atomo de

zinc del dominio catalitico a través de un grupo tiol.

La proteolisis de este propéptido da como resultado la activacion
del cimégeno. La activacion puede darse por la accion de enzimas

proteoliticos, agentes mercuriales o el calor ">

d- Un dominio hemopexina/vitronectina que muestra una
secuencia similar a la proteina plasmatica hemopexina, que al parecer
juega un papel funcional en la unién al sustrato y en las interacciones con

los TIMPs.

Ademas de estos dominios basicos, las MMPs se dividen en
diferentes subgrupos por la incorporacién y/o deleccion de dominios

estructurales y funcionales.
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Figura 8. Estructura de la MMP de Joseph D. and cols.”’
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2.6.3 Clasificacion de las Metaloproteasas

Dependiendo de la especificidad del substrato, la similitud de
aminoacidos y los modulos de secuenciacion identificables, la familia de
las MMPs se puede clasificar en colagenasas, estromelisinas, elastasas,
metaloproteasas de membrana y un grupo denominado “otras MMPs”, en

el que se han ido incluyendo nuevas MMPs de reciente descripcion.
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Tabla 1. Clasificacién de las Metaloproteasas, Rodriguez JA, et al.'®®

MNP (Type) Name ECN Substrate
Collagenases
MMP-1- Collagenase-1 ~ Collagen |, I1, 11, VIl VIIl, and X, gelatin, proteoglycans, tenascin, entactin
MMP-8  Collagenase-2  Collagen | I1, 11, V, VI, and X, gelatin, aggrecan
MMP-13 Collagenase 3 Collagen I, I, 11, V; IX, X, and XIV. gelati, tenascin, fibronectin, aggrecan, osteonectin
Gelatinases
MMP-2  Gelatinasg A~ Collagen |, IV, V, VIl X, XI, and XIV. gelatin, elatin, fibronectin, laminin, aggrecan, versican, osteongctin,
proteoglycans
MMP-Q  Gelatinase B~ Colagen IV, V, VI, X, XIV, gelatin, elastin, aqgrecan, versican, proteoglycans, osteongctin
Stromelysing
MMP-3  Stromelysin-1 ~ Collagen I, IV, V, and IX; gelatin, aggrecan, versican, proteoglycan, tenascin, fibrongctin, laminin
osteonectin
MMP-10 Stromelysin-2  Collagen I, IV, V, qelatin, casein, aggrecan, elasfin, proteoglycans
MMP-11 Stromelysin-3  Casein, laminin, fibronectin, gelatin, collagen IV, transferrin
Membrang type
MMP-14 MT1-MMP Collagen I, I, and |11, casein, elasin, fibronectin, vitronectin, tenascin, proteaglycans, laminin, entactin
MMP-15 MT2-MMP Tenascin, fibrongetin, laminin
MMP-16 MT3-MMP Collagen |1, gelatin, casgin, fibrongctin
MMP-17 MIT4-MMP ND
MMP-24 MITS-MMP ND
MMP-25  MITE-MMP ND
Others
MMP-T Matrilysin Collagen V'and X, gelatin, aggrecan, proteoglycans, fibronectin, laminin, entactin, fenascin, casgin,
transferrin, ntegrin by, osteongctn, elastin
MMP-12  Metalloglastase  Collagen IV, gelatin, elastin, casein, laminin, proteoglycans, fibrongctin, vitronectin, entactin
MMP-20  Enamelysin amelogenin
MMP-23A  MIMP-21 ND
MMP-238  MIMP-22 ND
MMP-26  Matrisin2 ~ Collagen IV, fibrinogen, fibronectin, caséin
MMP-2T D ND
MMP-28  Epilysin Casin
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2.6.3.1 Colagenasas:

Fueron las primeras MMPs que se describieron. Dentro de este
grupo tenemos: MMP-1 (colagenasa 1), MMP-8 (colagenasa 2) y MMP-
13 (colagenasa 3). Son las encargadas de degradar colageno nativo de
los tipos |, II, lll, y V, y parecen jugar un papel crucial en la degradacién
de colageno de la matriz extracelular (MEC) tanto en situaciones

fisioldgicas como en algunas patoldgicas'®.

= MMP-1: se ha encontrado en areas con una remodelacién rapida

de la MEC tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas.

Es producida por: fibroblastos, queratinocitos, condrocitos,
monocitos y macréfagos, células musculares lisas, células endoteliales,
polimorfonucleares, hepatocitos y células tumorales y es activada por

plasmina, calicreinay MMP-3.

Tiene como substrato: colageno |, II, I, VII, VI, X, gelatina,
agrecan, serpinas, tenascina y a2-macroglobulina . Se ha demostrado la
existencia de mRNA y proteina de MMP-1 en placas de arterioesclerosis
en carotida de humanos, mientras que no se ha encontrado en caroétidas
normales'*. La expresion de esta MMP se localiza preferentemente en
los bordes del centro lipidico adyacente a la capsula fibrosa y en la parte
dorsal de estd. Su contenido se correlaciona positivamente con la

incidencia de hemorragias en el interior de la placa.
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= MMP-8: es sintetizada por los leucocitos polimorfonucleares que

la liberan de los granulos secretores bajo diversos estimulos.

También se ha visto que la producen condrocitos, fibroblastos
sinoviales y células endoteliales"'*?. Degrada los colagenos tipo I, II, Il
VII, VIII 'y X; también puede actuar sobre agrecan, elastina, fibronectina,

gelatina, a2-antiplasmina y a1-antitrombina.

Puede ser activada por plasmina y MMP-3 y 10.

= MMP-13: originalmente fué clonada de tejido de carcinomas de

mama.

Comparada con otras colagenasas su especificidad del sustrato es
excepcionalmente amplia incluyendo fibras de colageno de los tipos I, II,
llI'y XI, membrana basal y colageno de cartilago de los tipos IV y X,
colageno tipo IX, gelatina, laminina, tenascina, agrecan, fibronectina y

PAI-2'43,

Es una MMP que se expresa en situaciones en las que se requiere
una remodelacion rapida y efectiva del colageno de la MEC'*, asi como
cuando existe una excesiva degradacion del colageno de la MEC como
en el cartilago osteoartritico, en ulceras crénicas cutaneas, ulceras
intestinales, en liquido sinovial en reumatoides y en periodontitis™® , asi

como en tumores malignos como los carcinomas de mama'® .
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La MMP-13 es activada por plasmina, MMP-2, 3y 14.

2.6.3.2 Estromelisinas

Dentro de este grupo de MMP encontramos la MMP-3
(estromelisina 1), la MMP-10 (estromelisina 2) y la MMP-11 (estromelisina
3). Tanto la MMP-3 como la MMP-10 son expresadas por fibroblastos y
por células escamosas de la piel normales y transformadas'*’. Pueden

ser activadas por plasmina, calicreina, triptasa, elastasa y catepsina G.

= MMP-10: es expresada por fibroblastos y por células escamosas
de la piel normales y transformadas'®®. Degrada agrecan, elastina,

fibronectina, gelatina, laminina, MMP-1 y MMP-8.

En estudios recientes se ha observado su implicacion en el
desarrollo de arterioesclerosis, asi como de forma experimental in vitro se
ha visto que sus niveles se incrementan en humanos y en modelos

animales tras la infeccion de la via aérea®1%2,

= MMP-3: Como la MMP-10 la expresan fibroblastos y células
escamosas de la piel, asi como células endoteliales, condrocitos, células
tumorales, queratinocitos, macréfagos, y células musculares lisas.
Degrada colageno tipo I, Ill, 1V, IX, X y Xl y ademas agrecan, elastina,

fibronectina, gelatina, laminina, MMP-7, MMP-2 y MMP-9.
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* MMP-11: inicialmente pudo ser clonada a partir de tejido de
carcinoma de mama, liberandose tanto en forma activa como inactiva. Su
substrato son serpinas, degrada a-1-antitripsina, gelatina, fibronectina y
proteoglicanos '*°. Se ha visto implicada en la progresion de tumores
malignos y también en lesiones arterioscleréticas humanas. En su
regulaciéon parece estar implicado CD40-CD40L'*. Puede ser activada

por convertasas.
2.6.3.3 Gelatinasas

En este grupo se han aislado la MMP-2 (gelatinasa A) y la MMP-9

(gelatinasa B).

= MMP-2. Se expresa en células endoteliales, condrocitos,
polimorfonucleares, células tumorales, monocitos y macréfagos,

fibroblastos, mastocitos y células musculares lisas'>'%° .

Los substratos de la MMP-2 son colageno de los tipos |, 11, 1lI, IV, V,
VII, X, Xl y XIV, gelatina, elastina, fibronectina, laminina-1, laminina-5,
galectina-3, agrecan, decorin, hialuridasa-versican, proteinas unidas a
proteoglicanos, osteonectina, GST-TNF/TNF péptido, IL-1B, a1-AT, MMP-
1, MMP-9 y MMP-13 . Puede ser activada por MMP-1, 7, 14, 15, 16, 24,

25 y trombina.
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= MMP-9: Se produce en queratinocitos, monocitos, macréfagos
alveolares, leucocitos polimorfonucleares, células musculares lisas,
macréfagos, fibroblastos y una gran variedad de células tumorales™’. La
MMP-9 actua sobre colageno tipo IV, V, VII, X y XIV, gelatina, elastina,
gectina-3, agrecan, hialuronidasa-versican, proteoglicanos unidos a
proteinas, fibronectina, entactina, osteonectina, a1-AT, MBP, IL-1B vy

plasminégeno. Puede ser activada por plasmina, elastasa, MMP-2, 3y 13.

Existen varios trabajos en la literatura que estudian el papel de la

MMP-9 en el proceso séptico’®"¢",

2.6.3.4 Metaloproteasas de membrana (MT-MMPS)

El primer miembro de esta familia fue clonado a partir de células
de cancer de pulmén . Hasta ahora se han descrito: MMP-14 (MT1-MMP),
MMP-15 (MT2-MMP), MMP-16 (MT3-MMP), MMP-17 (MT4-MMP), MMP-

24 (MT5-MMP) y MMP-25 (MT6-MMP).

= MMP-14, MMP-15, MMP-16: La forma activa de la MMP-14 actua
como receptor de membrana para el complejo formado por la forma
latente de la MMP-2 y TIMP-2. MMP-14 y MMP-15 pueden activar a la

pro-MMP-2 en la superficie celular'®, ademas ambas pueden degradar
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colageno de tipo I, Il y Ill, gelatina, fibronectina, laminina, vitronectina y

agrecan.

La MMP-14 se encuentra en fibroblastos del estroma adyacentes
al tumor y en células epiteliales malignas'®, asi como en células
musculares lisas en placas arterioescleroéticas, viéndose ademas que su

regulacién se produce a través de moléculas inflamatorias'®.

El papel de MT-1, -2, -3 y - 5 es comun. Se ha visto que pueden ser

activada por convertasas y que produce la activacion de la pro-MMP-2 "°.

= MMP-17: clonada a partir de cDNA de células de carcinoma de
mama'®® también se expresa en pulmdn, colon, ovario y tejido testicular

asi como en leucocitos.

Activa a la pro-MMP-2 convirtiéndola en una molécula intermedia
de 68 kDa. Se inhibe con TIMP-1 y TIMP-2 '®’. Es una proteinasa que se
ancla a la membrana por una cola de glicosil fosfatidil-inositol, por tanto la
parte hidrofobica se ancla en el lumen del reticulo endoplasmatico de

similar manera a como lo hace el receptor de la uroquinasa '®.

Puede ser activada por convertasas, y tiene a la gelatina como

substrato '%°.

= MMP-24:. Tiene la especial caracteristica de que puede

solubilizarse o presentarse unida a la pared celular. Destaca su papel en
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la remodelacién a nivel cerebral y durante el desarrollo embrionario’”® .

Activa la pro-MMP-2 y puede ser activada por convertasas.

» MMP-25: leucolisina o MT6-MMP . Se ha identificado en
leucocitos de sangre periférica. Parece jugar su baza en la respuesta
inflamatoria y puede activarse intracelularmente, y como otras MMP

puede ser activada por convertasas 7172,

2.6.3.5 Otras MMPs

Ademas de todas las MMPs citadas hasta el momento, existe un
grupo de MMPs que no puede encuadrarse en ningun grupo de las hasta
ahora mencionadas, entre estas MMPs podemos incluir. MMP-7
(matrilisina), MMP-12 (metaloelastasa de macréfagos), MMP-19 (RASI-

1), MMP-20 (enamelisina), MMP-23 y MMP-26 (endometasa humana).

= MMP-7: es una MMP con gran afinidad por los proteoglicanos
heparan sulfato que estan alrededor de las células epiteliales y en la
membrana basal, lo que le confiere la capacidad de almacenarse y

autoregularse’”.

Tiene como sustratos al colageno tipo IV, X, agrecan, elastina,
fibronectina, gelatina, laminina, MMP-1, MMP-2, MMP-9, caseina, a1-AT,
plasminégeno y MMP-9/TIM-1. Juega un importante papel en la invasién

de los carcinomas y la metastasis y parece ademas estar implicada en
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apoptosis de células epiteliales'™'"°. Su activacion se lleva a cabo por

plasmina y MMP-3.

= MMP-12: Degrada elastina, fibronectina, gelatina, laminina vy
colageno tipo IV y su activacién se lleva a cabo a través de la plasmina.
Se ha demostrado la presencia de mRNA de esta MMP en aneurismas y
en enfermedad aortica oclusiva'’®, asi como en lesiones arteriales en

aorta en animales de experimentacion'’’.
2.6.4 Regulacién de Produccion las MMPs

Las MMPs se secretan tanto por las células inflamatorias como por
las células del estroma en respuesta a insultos exdgenos, asi como por la
sefal producida por algunas de las citocinas que se liberan en la

respuesta inflamatoria, como son el TNF-a '® y |a interleucina-18""°.

Ademas puede existir una “up-regulation” desencadenada por el
contacto entre las propias células inflamatorias, como se ha descrito por

180181 "y también se ha descrito una

la interaccién linfocitos B-monocitos
“‘down regulation” en respuesta a algunas otras citocinas inflamatorias
como son IFN-y, IL-4 e IL-10"%"8* aunque la regulacién de la secrecién

es célula y estimulo especifica.

En el interior de la célula la regulacion de la produccion de MMPs

se ha relacionado con factores como la prostaglandina E o el AMP
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ciclico'®'®. En la tabla se describen algunos factores mas que se han

187

visto implicados en la produccion de MMPs ™.

Tabla 2. Factores Activadores de la producciéon de MMPs, adaptado de

Pefia E."®"

Factores activadores de la produccion:

Factores que actian en la

superficie de la célula:

lonoforo del calcio A23187

Fusion celular

Tipos de colageno en el sustrato

Concavalina A

Cristales de: urato
Hidroxiapatita
Fosfato calcico

Hierro

Fagocitosis

Polihidroxietilmetacrilato

Agentes quimicos:
AMP

Colchicina
Citochalasina B, D
Lipopolisacaridos
Mitomicina C
Diesteres de Forbol
Prostaglandina E

Agentes fisicos que actiian
en la célula:

Shok térmico

Radiacion UV

Citocinas/Factores de crecimiento:

Factor de crecimiento de la epidermis
Factor de crecimiento de fibroblastos b
Interferon a, B, v

Interleucina la., B

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Factor de necrosis tumoral o

Otros:

Transformacion virica, oncogenes
Agentes autocrinos
Envejecimiento de los fibroblastos
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Tabla 3. Factores Represores de la producciéon de MMPs, adaptado de

Pefia E."®"

Factores represores de la produccion:
Acido retinoico
Glucocorticoides
Adenovirus-5
Estrogenos
Progesterona

La expresiéon de la actividad de las MMPs esta regulada a cuatro

niveles:

1. Transcripcion genética

2. Activacion del pro-enzima: todas las MMPs son secretadas
como pro-enzimas, requiriendo una fragmentacién proteolitica
para su activacion como anteriormente se ha descrito.

3. Después de la secrecibn de MMPs se acumulan en
compartimentos proximos a la célula.

4. Su actividad estd regulada por inhibidores de las

metaloproteasas (TIMPs).
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2.6.4.1 Activacion de las MMPs

Las MMPs solubles son secretadas al espacio pericelular como
enzimas inactivos y su propia activacion ya supone un importante nivel

de regulacion.

En las formas cimégenas secretadas el pro-dominio (N-terminal) se
pliega de forma que la cisteina interactua con el zinc catalitico y actua
como escudo del centro catalitico. Esta conformacion se mantiene
gracias a las interacciones tiol entre los residuos de cisteina del
prodominio y el atomo de zinc presente en el centro catalitico de todas las

MMPs. La activacion de los proenzimas se produce de forma secuencial.

Figura 9.Mecanismo proteolitico de activacién de las MMPs '
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NEM
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GSSG
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Una activacion parcial puede ocurrir cuando el prodominio es
atrapado por otras proteasas como la plasmina, tripsina, kalicreina,

triptasa, quimasa y algunas MMPs'®

, 0 cuando la union entre la cisteina
y el zinc es interrumpida por componentes no proteoliticos como agentes
reactivos del tiol y desnaturalizantes o por tratamiento con calor'®®. La

activacién parcial generada, va a ser la responsable de los cambios

necesarios en la enzima para que se produzca su rotura catalitica'®®.

Se han descrito otros mecanismos de activaciéon de las MMPs

como el descrito por Sato'®

en la activacion de la pro gelatinasa A en la
superficie celular por la MT1-MMP, o como la activacion de la pro- MMP-2
por la accién de MT3, o la potenciacion de la activacion de esta misma
MMP por la asociacion progelatinasa-TIMP-MT-MMP, en el que a dosis

bajas de TIMP se potencia la activaciéon, mientras que a dosis mas

elevadas de TIMP el efecto es el contrario™’.

2.6.4.2 Inhibicion de las MMPs

La regulacion de la actividad de las MMP se realiza a través de la
union a TIMPs. Hasta el momento se han caracterizado cuatro de estos

inhibidores de las MMPs: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 y TIMP-4.
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Su estructura consta de dos dominios, el dominio N-terminal que
consta de 125 aminoacidos y el dominio C-terminal constituido por 65
aminoacidos'%?, estos dominios requieren para su estabilidad la existencia
de puentes disulfuro. EI dominio N-terminal es capaz de formar una

molécula estable con capacidad para inhibir las MMPs 1%,

Es necesario que exista un equilibrio entre la expresion de los
TIMPs y las MMPs en los tejidos para mantener el metabolismo de la
matriz extracelular, si en alguin momento se produce un desequilibrio se
producen situaciones patolégicas como artritis, cancer, enfermedad
cardiovascular, nefritis, desordenes neuroldgicos, ulceracion y fibrosis de

tejidos, etc...

El TIMP-1 y el TIMP-2 son capaces de inhibir la actividad de todas
las MMPs conocidas en una union estequiometrica de 1:1 y por tanto
juegan un papel importante en mantener el balance entre la deposicién y
la degradacion de la matriz extracelular. El TIMP-3 es el unico miembro
de la familia que se secreta de forma insoluble y se localiza

4

exclusivamente en la matriz extracelular '**. El TIMP-4 esta implicado en

el mantenimiento de la homeostasis de la matriz extracelular %1%,

Los TIMPs-2 y 3 son inhibidores efectivos de la las MT-MMPs, asi

como la a2-macroglobulina, que actua como inhibidor irreversible de
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proteasas activas incluyendo las MMPs, sobre todo en lugares con

inflamacion®’.

Se podido demostrar que ademas de su papel como inhibidores de
las MMPs, los TIMP tienen otras actividades biolégicas, como son inducir
la activacion de granulocitos, protegerlos de la apoptosis e inhibir su

migracion a través de las membranas basales'.

Como hemos desarrollado hasta ahora, las metaloproteasas de la
matriz extracelular y sus inhibidores participan de multitud de procesos
fisiolégicos como son la curacion de heridas, angiogénesis,
embriogénesis y ciclo reproductivo femenino entre otros; pero también
esta descrito su papel en procesos patolégicos como son el desarrollo
tumoral, patologia osteoarticular, arteroescleroris y otras enfermedades
cardiovasculares, patologia respiratoria como la enfermedad pulmonar
obstructiva crénica y el asma, y como no, también en la respuesta normal

y patoldgica a la infeccion.

2.6.5 Papel de las MMs de la matriz en procesos no infecciosos

2.6.5.1 Metaloproteasas en los procesos tumorales

Las MMPs juegan un papel importante en la invasién tumoral y en
el desarrollo y crecimiento de determinados tipos de tumores malignos.

Se ha visto la relacion de la expresiéon de algunas MMPs con la capacidad
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metastasica de algunos tumores, asi como con su recurrencia y el
pronostico de estos pacientes. También se ha podido demostrar la
capacidad de los TIMPs para inhibir el crecimiento, capacidad de invasién
y metastasis de algunos tumores malignos'®°.

Se han detectado expresion de MMP-13 in vivo en tumores

malignos invasivos como carcinomas de mama®"’, carcinoma de células

201 202,203

escamosas, carcinomas de cabeza y cuello”™ ', carcinomas de vulva

204205 condrosarcomas?®®, y carcinomas de vejiga®”’.

melanomas

MMP-11 se ha encontrado expresado en estroma de tumores
malignos?®®?%° MMP-12 en macrofagos alveolares de fumadores®'’y en
carcinomas de células escamosas de piel”'". MMP-26 en tumores
malignos de pulmon, préstata y mama?'?. Diversas MT-MMPs han sido
descritas en varios tipos de tumores malignos, fundamentalmente de
células del estroma®'?.

MMP-2 y MMP-9 degradan componentes de la membrana basal y
son cruciales en la invasion tumoral. En varios estudios se ha visto que
existe relacion entre expresion de determinadas MMPs y estadio del
tumor o agresividad del mismo, asi como entre expresién y actividad de
MMPs con recurrencia tumoral y/o riesgo metastatico.

Existe asociacion entre expresion de MMP-2 y MMP-9 y bajo grado

de diferenciacién en tumores de cavidad oral®*"

, adenocarcinoma de
ulmé , ovari , veji i i iroi . Asi
Imon?"®, ovario?'®, vejiga®'” y carcinoma papilar de tiroides?®'®. Asi como

entre expresion de MMP-2 o MT1-MMP con estadios avanzados de
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carcinoma de cervix?'?; expresion de MMP-13 o MT1-MMP vy agresividad
de tumores laringeos®® o esofagicos®?!, MMP-7 y agresividad de
carcinoma esofagico®?,

En diversas estirpes tumorales se ha podido encontrar asociacion
entre expresion de determinadas MMPs y capacidad invasora del tumor.
En la mayoria de los tumores son los fibroblastos del estroma los
primeros que expresan MMPs, la infiltracion posterior por células
inflamatorias hace que se expresen otras MMPs, ademas estas células
inflamatorias producen citocinas que también facilitan la expresion de
MMPs con las células del estroma y tumorales. Las células tumorales

también inducen la expresién de MMPs por los fibroblastos®*#%

, Yy las
propias MMPs al actuar sobre los componentes de la matriz extracelular
inducen y activan la expresion de otras MMPs.

Por lo tanto son distintas las MMPs que van a jugar su papel
dependiendo del estadio y desarrollo del tumor. Algunas de las MMPs que
se han relacionado con la capacidad invasora del tumor in vivo son: MMP-
13 en carcinoma de laringe’®®, MMP-7, MMP-9, MT1-MMP en
carcnimoma esofagico??®®, MMP-2, MMP-3, MMP-1, MMP-9 y MT1-MMP
en carcinoma oral de células escamosas®'*?*”. También se ha descrito
asociaciéon entre comportamiento invasivo de carcinoma gastrico con
expresion de MT1-MMP??, de vejiga con MMP-2 y MT1-MMP?*° papilar
de tiroides con MMP-2 y MMP-9 que ademas se correlaciona con
infiltracidén de ganglios linfaticos?'®.
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Las MMPs pueden usarse como marcadores de recurrencia
tumoral en algunos tipos de tumores, es el caso de MMP-2 y MMP-3 en

1220 MMP-2 en tumores ovaricos®®',

pacientes con carcinoma urotelia
MMP-2 y E-caderina en tumores pancreaticos®*?. Se ha visto que la
existencia de sobre-expresion de MMP-2 y MMP-7 esta asociada a
recurrencia del cancer hepatocelular®®, asi como expresién elevada de
MMP-9 se asocia con recurrencia de carcinoma de vejiga®3*.

La expresion de ciertas MMPs en un tumor primario puede predecir
el riesgo de metastasis, tal es el caso de la expresion de MMP-1 en
estadio IB de cancer de cervix que se asocia a invasion linfatica y
vascular®®, o de metastasis peritoneal en el caso de cancer gastrico?®.
Expresion de MMP-2 indica alto riesgo de metastasis en melanoma de
ivea ?”y de células escamosas de la lengua®®.

También se ha podido encontrar asociacién entre expresion de
MMPs y capacidad de predecir la aparicién de metastasis via hematoégena
por el papel que las MMPs juegan en la vascularizacién tumoral®®. Se ha
visto que MMP-3, -7 y MMP-9 pueden producir angiostatina a partir de
plasmindgeno, lo que indica que su actividad en el area peritumoral puede
inhibir la angiogénesis inducida por el tumor?4%24,

En resumen, la expresion de algunas MMPs en determinado tipo
de tumores podria utilizarse para, por ejemplo, indicar una terapia

adyuvante cuando existe alto riesgo de recurrencia o metastasis, o

seleccionar pacientes para usar farmacos que interfieran con la actividad
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de algunas MMPs ya que en algunos estudios se ha visto que la
disminucion de su actividad se asocia a mejor respuesta al tratamiento?*.
Con este fin se han utilizado MMPIs (Inhibidores de Metaloproteasas) que
se han mostrado eficientes en estudios preclinicos®**, como es el caso de
inhibidores  peptidicos®*® y no peptidicos®*®, inhibidores naturales,
bifosfonatos®’’ y derivados de las tetraciclinas®*®. Sin embargo, aun
queda un largo camino para poder demostrar en la clinica si el concepto
de inhibicién de las MMPs tiene su lugar en el arsenal terapéutico contra
el crecimiento, invasion y capacidad metastatica de los tumores malignos.
Es posible que inhibidores especificos y mas informacion sobre la
expresion de distintas MMPs en los diferentes tipos de tumores malignos

lo haga posible®®.

2.6.5.2 Metaloproteasas en osteoartritis y artritis reumatoide

La destruccion del cartilago articular es fundamental en el proceso
fisiopatolégico que tiene como resultado algunas formas de artritis como
son la artritis reumatoide y la osteoartritis 2*°.

El cartilago articular esta compuesto de gran cantidad de matriz
extracelular, de la que el colageno es uno de los componentes
fundamentales junto con agrecan, compuesto de proteoglicanos con
sulfato. El agrecan confiere al cartilago sus propiedades de elasticidad y

compresibilidad que requiere para su funcion. Durante el desarrollo de la
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enfermedad artritica la matriz extracelular del cartilago pierde sus
propiedades por disrupcién del colageno y del agrecan®®°.

Tanto en osteoartritis, como en artritis reumatoide se han podido
hallar niveles elevados de algunas metaloproteasas®’, como colagenasas
MMP-1, MMP-8 y MMP- 8 o gelatinasas MMP-2 y MMP-9 en cartilago
enfermo de pacientes con osteoartritis?®*?°3. Asi como niveles elevados
de estromelisinas MMP-3, MMP-10 y MMP-11. Se han encontrado niveles
muy elevados de MMP-10 en tejido articular de pacientes con
osteoartritis, asi como niveles elevados de MMP-11 en fibroblastos
articulares de pacientes con artritis reumatoide.

Otras MMPs como MT-MMP #**y adamalisinas (ADAM y ADAMTS)
tambien muestran altos niveles de expresion en la matriz extracelular de

articulaciones de pacientes con enfermedades artriticas®>>%’.

2.6.5.3 Metaloproteasas en la enfermedad pulmonar crénica y

el asma

El papel de las MMPs esta bien documentado en las enfermedades
pulmonares tanto en enfermedad pulmonar obstructiva crénica, como en
enfisema pulmonar y asma. Tanto macréfagos como células epiteliales,
endoteliales y de la musculatura lisa alveolar estan involucradas en la

2258-262 )

expresion de MMP-1 La elastina representa el 2.5% de la

composicion del pulmén®®® y es crucial en las propiedades elasticas y
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resistivas de alveolos y bronquios. La actividad elevada de MMP-12
produce una importante degradacién de la elastina y desestructuraciéon
del parénquima pulmonar®®*. La MMP-12 no puede actuar sobre otros
componente de la matriz extracelular, como son fibronectina, colageno
tipo IV, condroitin sulfato, laminina, vitronectina o heparan sulfato?®>%7,
pero si “in vivo” tiene capacidad para activar otras MMPs tal como MMP-2
y pro-MMP-3, que a su vez pueden activar pro-MMP-1 y pro-MMP-9, lo
que explica la amplificacién del proceso proteolitico, que va a facilitar la
degradacion no solo de elastina por parte de la MMP-12, sino de otras
proteinas de la matriz extracelular, incluyendo colageno tipo I, lll, IVy V' y
gelatina®®.

En la patogénesis de la enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC) se produce un proceso inflamatorio en el que se ven implicados
células inflamatorias (macréfagos y neutrofilos), estrés oxidativo,
destruccion del parénquima, infeccion recurrente y un balance entre
actividad de proteasas y antiproteasas, donde un exceso de enzimas
proteoliticas (MMPs cisteina y serinproteasas) no es equilibrado con
enzimas antiproteoliticas?®?"2,

En la EPOC tipo enfisematoso se produce una destruccion
pulmonar que resulta en un inadecuado intercambio gaseoso, su principal
origen es el consumo de tabaco que contribuye a la activacion y

273,274
)

reclutamiento de células inflamatorias y con ello una

2275

sobreproducciéon por los macréfagos de MMP-1 , pero ademas, en el
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enfisema se ha asociado a un déficit de a1-antripsina®*, que como hemos
descrito anteriormente es un inhibidor de la liberacién de pro-MMP-12 por
los macrofagos.

Por su parte, en el asma se produce un proceso inflamatorio en la
via aérea como causa de alérgenos, polucion o infecciones respiratorias.
Durante el curso de esta enfermedad, se produce una continua
remodelacion en la via aérea con dafio epitelial, de la musculatura lisa,
hiperplasia de glandulas mucosas, hiperreactividad bronquial,
angiogénesis, deposito de colageno y fibrosis de la via aérea?’®. Los
mediadores inflamatorios liberados por las células epiteliales y leucocitos
como son el TNF-a, IL-1B, factores de crecimiento (TGF-g, GM-GSF,
EFG) y endotelinas, estan implicados en la remodelacion de la via
aérea®’"*’®_ En modelos experimentales con ratas se ha podido apreciar
que aquellos animales con déficit de MMP-12 tenian menos inflamacion y
con el tiempo menos fibrosis peribronquial’’®. En pacientes con asma
crénica se ha visto que son mas resistentes a corticoides porque tienen
mayor fibrosis subepitelial secundaria a la produccion de colageno 1l y V,

y laminina por los fibroblastos?®°.

2.6.5.4 Metaloproteasas en enfermedades cardiovasculares

Las MMPs tienen un papel muy importante en el desarrollo de

enfermedades cardiovasculares, incluyendo la arterioesclerosis®’, la
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miocardiopatia dilatada®®® y la remodelacién del miocardio tras el

infarto?®3.

El estrés oxidativo que tiene Ilugar durante la patologia

284 a3 la vez

cardiovascular estimula la produccion y activacion de MMPs
que la produccién de éxido nitrico las inhibe®®**?%®. Se ha encontrado
también que el TIMP-4 tiene un papel importante en el infarto, la
miocardiopatia y en la insuficiencia cardiaca®”’.

Las MMPs influyen en el desarrollo de la lesion arterioesclerética.
La pared arterial esta formada por colageno tipo | y IlI, macréfagos vy
células musculares lisas, en el proceso de generacion de una placa
arterioesclerética se observa un aumento de su contenido en colageno?®,
en el nimero de células musculares lisas®®® y en los niveles de MMP-9%".
Se ha visto que en pacientes con angor inestable, los niveles de MMP-9
son mas elevados que en aquellos pacientes con angor estable®”, de tal
forma que los niveles de MMP-9 se pueden considerar como factor
independiente de mortalidad®®".
Ademas se han encontrados niveles elevados de MMP-9 en

|292’ a

plasma en dislipidemia®®***® | diabetes®®* e hipertension arteria si

como en fumadores y consumidores de alcohol?®?%°, todos ellos factores

de riesgo cardiovascular. En la obesidad no hay estudios que

demuestren niveles elevados de MMP-9, pero si de TIMP-12%,

También se ha podido objetivar que la trombolisis es un poderoso

297

estimulo para la expresion de MMPs=", asi como se han podido
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determinar la liberacion de MMP-9 a sangre tras la realizacion de
angioplastia coronaria con balén™.

El grupo de Paramo et al.,, ha podido demostrar la expresion de
MMP-10 en carétidas con lesiones arterioescleréticas extraidas mediante
endarterectomia 2%, existiendo usa asociacién entre la expresién de esta
MMP y la existencia de aneurismas®® .

MMP-9 y 10, ademas de desempefar un papel relevante en la
fisiopatologia del proceso aterotrombdético y contribuir a la expansion de
los aneurismas arteriales, pueden ser de utilidad como biomarcadores de
riesgo aterosclerético y predictores de recurrencia de enfermedad
coronaria y cerebrovascular®®®2%.

Estudios recientes sugieren la que las estatinas pueden ejercer
resultados beneficiosos sobre la pared vascular arterial en parte por sus
efectos sobre las MMPs y los TIMPs®%%3%  Otros tratamientos que

también influyen sobre la funcién de las MMPs son la nitroglicerina®®,

heparina®®, antagonistas del Ca++°*°, losartan®®® e IECAs®"".
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2.6.6 Metaloproteasas en la respuesta inmune a la infeccidon

2.6.6.1 Meloproteasas en la respuesta inmune normal a la

infeccion

Cuando un microorganismo invade al huésped se desencadena
una respuesta inmediata del sistema inmunondlogico que recluta
leucocitos y los atrae hacia el lugar de la infeccién para la rapida
erradicacién del patdégeno, cuando esto se ha producido se ponen en
funcionamiento mecanismos para la resolucién de la inflamacion. Como
hasta ahora se ha descrito, las metaloproteasas de la matriz juegan un
papel importante en ambos procesos, modulando la actividad de citocinas

y quimicinas, y remodelando componentes de la matriz extracelular.

Para que sea posible la migracién de las células inmunes hacia el
lugar de la infeccidon es necesario que se produzca una proteolisis de la
membrana basal que permita el desplazamiento de las células
inflamatorias, aunque aun no ha podido demostrarse in vivo, todos los
estudios experimentales llevados a cabo hasta el momento apuntan a la
implicacién de las MMPs en la migracion de las células inflamatorias hacia
las zonas donde se ha producido el insulto infeccioso. In vitro se ha
objetivado la dependencia en este mecanismo de migracion de los
linfocitos T de la MMP-9%%3"° asi como en estudios llevados a cabo en

ratones se ha visto el papel necesario de las MMPs en la migracion de los
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linfocitos desde los ganglios linfaticos a través de las venulas *'' de tal
forma que cuando existe un déficit de MMP-3 no se produce la correcta

312 En estudios

llegada de los neutréfilos hacia el tejido afectado
realizados en Pancreatitis en ratas también se ha podido explorar el papel
de la MMP-9 en la migracion de los neutrdéfilos hacia la zona afectada y su

intervencién en el proceso posterior de reparacion tisular’'>>"%,

Pero, ademas de favorecer la migracién de las células inflamatorias
a través de la matriz extracelular, las MMPs modulan el gradiente de
citocinas y quimiocinas para que se produzca el reclutamiento de células
inflamatorias. Las MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 y MMP-12
pueden inducir la liberacion del precursor de  TNF-a y su activacion®'®,
asi como regular de forma positiva y negativa la activacion de IL-1p>"%3"" .
Se ha estudiado también la participacion de la MMP-9 en el clivaje de la
IL-8, convirtiéndola en un fragmento diez veces mas potente que el
original®*'®. Y, por el contrario, la participacién de MMP-2, MMP-1, MMP-3
y MMP-8 en la produccion de receptores antagonistas de algunas

9

quimiocinas producidas por monocitos®'® con el fin de permitir la

resolucion de la inflamacion cuando se ha controlado la infeccion®%.

De forma experimental en ratones se ha estudiado el papel de las
MMPs en la regulaciéon del reclutamiento de neutrdéfilos. En concreto la
influencia de la MMP-7 en la creacion de un gradiente de quimiocinas que

atraen a los neutrofilos a través del intersticio hacia el alveolo pulmonair,
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asi como la influencia de esta MMP-7 para liberar determinadas

quimiocinas con actividad biolégica de la superficie celular®’.

Otro de los papeles atribuidos a las MMPs en la respuesta inmune
a la infeccion es la activacion de defensinas, que ejercen su papel en la
ruptura de la membrana bacteriana. La MMP-7 en el intestino libera pro-a-
defensinas y las convierte en su forma activa®?, tambien estudiado de
manera experimental en ratones, en los que la infeccion de E. Coli en
células del epitelio pulmonar induce la expresion de MMP-7°2%,
Componentes bacterianos como la flagelina, también aumenta la
expresion de MMP-7 aunque no existan bacterias viables***, lo cual

sugiere la importancia de la secrecion de MMP-7 como mecanismo

precoz de la repuesta inmune del huésped a la infeccion.

2.6.6.2 Metaloproteasas en la respuesta patolégica a la

infeccion

Mientras que una apropiada expresion de MMPs facilita y hace
efectiva la respuesta inmune del huésped a la infeccion, se ha visto que
un exceso de actividad de MMPs puede producir dafio en el huésped,
tanto por un exceso de producciéon de dichas MMPs, como por un defecto

de produccién de sus inhibidores (TIMP).

Son numerosos los sindromes en los que se detectan los efectos

adversos secundarios a una excesiva produccion o a un déficit de
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inhibicion, algunos de los mejores estudiados van a ser revisados a

continuacion.

Se ha podido relacionar la demencia secundaria a la infeccion
cronica por HIV y otras enfermedades neurolégicas en estos pacientes
con niveles elevados de MMP-9 en LCR%°3%”_E| mecanismo de la muerte
neuronal es desconocido, pero se ha visto que la infeccion de los
monocitos por el HIV provoca in vitro un aumento de la expresion de
MMP-9, lo cual provoca un aumento de la permeabilidad de la célula
endotelial y con ello una pérdida de la integridad de la barrera
hematoencefalica®®. En modelos experimentales en animales se ha visto
un incremento de la secrecion de MMP-9 por parte de linfocitos T vy
células de la glia en respuesta a la administracién de determinadas
proteinas del HIV-1, asi como el aumento de niveles en LCR de MMP-9

paralelo a la ruptura de la barrera hematoencefalica®®®.

Pero ademas, se ha podido demostrar que la administracion de
inhibidores de las MMPs controlan este mecanismo de incremento de la

permeabilidad de la barrera hematoencefalica®®.

En LCR de pacientes con demencia secundaria a infeccién cronica
HIV se han cuantificado niveles bajos de TIMP-1, asi como una excesiva
produccion de MMP-9 por parte de los astrocitos, cuya prolongada

activacion provoca una supresion de produccion de TIMP-1. Se ha podido
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comprobar que la administracion de medicacion anti-HIV previene el
desarrollo de demencia asociada a infeccién HIV y reduce la secrecion
por parte de los astrocitos de MMP-2 y MMP-9%*'%33_ Ademas de esto, se
ha visto recientemente la implicacién en la produccion en astrocitos y
células del estroma de proteinas altamente neurotéxicas mediada por

MMP-2334,

Otro retrovirus que produce neuropatologia es el HTLV-1, causante
de la paraparesia espastica tropical. Se han encontrado niveles elevados
de MMP-9 en LCR de pacientes con infeccion por este virus y enfermedad
neuroldgica®®, asi como en biopsias, encontrandose relacion directa entre
los niveles de MMP-9 y la ruptura de la barrera hematoencefalica®®.
Ademas se ha observado que en otra de las complicaciones importantes
relacionadas con la infeccion por HTLV-1 como es la leucemia de células
T, los niveles plasmaticos de MMP-9 son mas elevados que en los
pacientes control con infeccion HTLV-1 sin leucemia®’, y estos niveles de
MMP-9 son aun mas elevados en pacientes con leucemia de células T

secundaria a infeccion HTLV-1 con afectacidn organica®®.

También se ha podido encontrar una asociacion entre niveles de
MMP-14 e invasion tumoral en pacientes con carcinoma hepatocelular
secundario a infeccion crénica por virus B*°. Se ha visto a su vez que,
niveles elevados de MMP-14 estan asociados a mayor invasividad no sélo

por efecto directo sobre la matriz extracelular sino también por activacion
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directa de MMP-2. También se ha podido demostrar que pacientes con
hepatocarcinoma celular con niveles mas elevados de TIMP-2 tienen una
mayor supervivencia a los dos afos que aquellos con niveles mas

bajos>*.

De forma experimental en ratones se ha visto que la modulacién de
la actividad de MMPs en hepatitis aguda por virus B, puede reducir el

dafio tisular sin afectar al aclaramiento del virus®*'.

Otra de las infecciones en las que se ha visto relacion directa entre
niveles de MMPs y patologia es la infeccion cronica por Helicobacter
pylori, relacionada tanto con la produccioén de ulceras pépticas, como de
cancer gastrico. Se ha encontrado una alta expresion de MMP-7 en
biopsias de pacientes con infeccion por esta bacteria, encontrandose in
vitro una secrecion elevada de dicha MMP**?2**3 También se ha podido
observar que las células del epitelio gastrico secretan MMP-1 y MMP-3 en
respuesta a TNF-a e IL-B, citocinas inflamatorias liberadas en respuesta a
la infeccién por Helicobacter pylori*****°. Por lo tanto, se ha podido
demostrar que la bacteria aumenta la expresion de MMP tanto

directamente como por interconexiéon celular, causando tanto destruccion

tisular local, como invasién tumoral.

La infeccidn por Micobaterium tuberculosis se caracteriza por

destruccion tisular en diferentes 6rganos. La ruptura de la matriz
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extracelular que induce la cavitacion pulmonar es vital para la transmision

de una bacteria que infecta a un tercio de la poblacién mundial**.

En pacientes con tuberculosis se han podido relacionar los niveles
circulantes de MMP-9 con la gravedad de la enfermedad®’. En estudios
experimentales con ratones se ha visto que los ratones infectados con M.
tuberculosis tienen niveles elevados de MMP-2 y MMP-9 en el tejido

infectado>*®

y los macrofagos incrementan su secrecion en respuesta a la
infeccion®*®, asi como la relacién entre esta elevada expresion de MMPs y
la diseminacién desde el pulmén al resto de 6rganos por la erosion del

alveolo que facilita la extravasacion del bacilo a los capilares®®.

En pacientes con meningitis tuberculosa se ha podido encontrar
una relacion entre niveles de MMP-9 en LCR y coma, déficit neurolégico e

incluso mortalidad®’.

En granulomas tuberculosos se ha podido encontrar una alta
expresion de MMP-9 con muy bajos niveles de TIMP-1 a pesar de que
existan pocos bacilos, lo que pone de manifiesto la capacidad del bacilo
de Koch para provocar destruccién tisular con poca carga bacteriana, a

través de la secrecion de MMP3%2,
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2.6.6.3 Metaloproteasas en Sepsis Grave y Shock Séptico

El papel de las MMPs en la degradacion y restauracion del
colageno de la matriz extracelular juega un papel fundamental en el
proceso inflamatorio en respuesta a la infeccién facilitando el paso de
linfocitos y otros leucocitos desde la circulacion sanguinea o linfatica,
pero ademas como hasta ahora se ha venido describiendo, las MMPs
juegan un importante papel en la modulacion de la respuesta inmune por

su interrelacion con citocinas y quimiocinas®>.

Las endotoxinas o lipopolisacaridos (LPS) de la pared bacteriana
son los responsables del inicio de la activacion de sistema inmune del
huésped EI colageno tipo IV es el principal componente de la membrana
basal del endotelio y su degradacion por las MMPs provoca un
compromiso importante de la barrera endotelial y un aumento de la
permeabilidad vascular que va a tener un papel determinante en la

evolucion del cuadro séptico y en el fallo multiorganico.

El LPS provoca secrecion por parte de monocitos y macréfagos de
MMP-1, MMP-7 y MMP-9%%3% asi como liberacién de MMP-9 por los
neutréfilos®’. Ademas, las citocinas inflamatorias secretadas en la
cascada inflamatoria también contribuyen a la amplificacion de la

produccion de MMP-9 por parte de los monocitos®®®, lo cual exacerba atn
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mas la cascada inflamatoria, encontrandose relacidon entre los niveles de

MMP-9 en suero y la gravedad del cuadro séptico’*®>%°.

En un estudio en voluntarios sanos a los que se les inyectd
endotoxina se observo un aumento en los niveles séricos de MMP-9 en
relacion con los controles, no objetivandose diferencias en los niveles de
MMP-2"%°. En otros estudios publicados en pacientes con sepsis grave y
shock séptico se han detectado niveles elevados de MMP-9'€%181
encontrandose ademas una relacion entre niveles elevados vy
mortalidad'®'. También se ha comprobado que la utilizacién de técnicas
de depuracion extrarrenal utilizando filtros de Polimixina B con caracter
absortivo para las endotoxinas, disminuye los niveles plasmaticos de
MMP-9, estableciendo una clara relacion entre carga de endotoxinas y

niveles de MMP-9'¢",

Paralelamente a la determinacién de MMP-9 se han medido niveles
de TIMP-1 y TIMP-2 en pacientes con sepsis grave/shock séptico,
encontrando que sus niveles estan elevados en dichos pacientes con
respecto a controles sanos, pero ademas Hoffman and cols., pudieron
demostrar una relacién directa entre mortalidad en la sepsis y niveles

elevados de TIMP-1"%",

Una de complicaciones de la sepsis grave/shock séptico es el

Sindrome de Distress Respiratorio del Adulto (SDRA). Se han encontrado
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niveles elevados de MMP-9°®°, MMP-8, MMP-2 y TIMP-2 en el lavado
broncoalveolar de estos pacientes con SDRA, ademas de haberse
encontrado una correlacion entre mortalidad por SDRA vy niveles elevados

de MMP-1 y MMP-3%1-3¢3,

No solo la endotoxina puede inducir la expresion y secrecion de
MMPs, también algunos agentes infecciosos liberan enzimas proteoliticas
que pueden activar las pro-MMPs del huésped. Tal es el caso de
proteasas de la familia de la termolisina secretadas por Pseudomona
aeuriginosa y Vibrio célera, que activan la pro-MMP-1, -8 y -9%“ una
proteasa secretada por el patégeno oral Porphyromonas gingivalis activa
la MMP-1,-3 y-9°®° ¢ la zinc metaloproteasa (ZmpC ) producida por

Streptococcus pneumoniae que in vitro es capaz de activar la MMP-9%%.
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lll. Material y Método
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1. Diseno del estudio

Se ha realizado un estudio observacional, prospectivo vy
multicéntrico. El proyecto de investigacion fue aprobado por todos y cada
uno de los Comités de ética e investigacion de los hospitales

participantes.

2. Lugar de realizacion del estudio

El reclutamiento de pacientes ha sido llevado a cabo en seis
Unidades de Cuidados Intensivos espafiolas.

Las Unidades de Cuidados Intensivos que han participado en el
estudio han sido:

o Hospital Universitario Nuestra Sefora de Candelaria. Santa Cruz
de Tenerife.

o Hospital Universitario de Canarias. San Cristébal de la Laguna.
Santa Cruz de Tenerife

o Hospital Universitario Dr. Negrin, Las Palmas de Gran Canaria

o Hospital Materno Insular de Canarias. Las Palmas de Gran
Canaria

o Hospital Clinico Universitario de Valencia

o Hospital San Jorge de Huesca
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El andlisis de las muestras se ha realizado en el Laboratorio de
Arterioesclerosis del CIMA-Universidad de Navarra y en el Laboratorio

Central del Hospital Universitario de Canarias (La Laguna, Tenerife).

3. Periodo de estudio

La recogida de muestras del estudio se ha llevado a cabo a lo

largo de 17 meses, desde Noviembre de 2008 hasta Marzo de 2009.

4. Tamano muestral

Un total de 192 pacientes con el diagndstico de Sepsis Grave o

Shock séptico.

5. Criterios de inclusion
Pacientes que ingresaron en UCI durante el periodo de recogida de
datos y que cumplian con los criterios de sepsis grave o shock séptico de

la International Sepsis Definitions Conference®.

6. Criterios de exclusion

Los motivos de exclusion fueron los siguientes: Pacientes

menores de 18 afios, embarazadas, antecedentes personales de
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neutropenia < 1000 neutréfilos/mm3, virus de la inmunodeficiencia

humana (VIH), tumor de o6rgano solido o médula ésea, utilizacion de

inmunosupresores, esteroides o radioterapia.

7. Definiciones

Definicion de Sepsis: cualquier infeccion documentada a

sospechada con uno o mas de los siguientes criterios:

|) Pardmetros generales:

- Fiebre (temperatura central >38.3°C) o Hipotermia (temperatura
central <36°C)

- Taquicardia > 90 latidos/minuto.

- Taquipnea > 30 respiraciones/minuto.

- Alteracioén de la conciencia.

- Edema o balance positivo >20 ml/kg. en 24 h.

- Hiperglucemia (glucosa plasmatica >110 mg/dl) en ausencia de

diabetes

Il) Parametros inflamatorios:

- Leucocitosis (>12,000 mm?®) o Leucopenia (<4000/mm®) o

recuento normal con >10% formas inmaduras
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- Niveles Plasmaticos altos de proteina C reactiva o Procalcitonina,

2 veces por encima de la desviacion estandar

[Il) Parametros hemodinamicas:

- Hipotensién arterial (PAS <90 mmHg, PAM <70, o descenso de la
PAS >40 mmHg).

- Sv02 >70% o indice cardiaco >3.5 L/min/mZ.

IV) Parametros de disfuncién organica:

- Hipoxemia con PaO,/FIO; <300 mmHg.

- Oliguria (diuresis <0.5 ml/kg/hr durante al menos 2 horas)
- Creatinina Incremento > 0,5 mg/dl o valor > 2.0 mg/dI

- Trastorno de la coagulacion (INR >1.5 0 aPTT >60 seg)

- Trombocitopenia <100,000/ mm?®

- Hiperbilirrubinemia (bilirrubina > 2.0 mg/dI).

V) Parametros de hipoperfusion tisular:

- Hiperlactacidemia (>3 mmol/L o 24 mg/dl).

Definicion de Sepsis Grave: Episodio de sepsis complicado con

al menos una disfuncién organica.
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8. Manejo de la sepsis grave

a) Paquete de Medidas de resucitaciéon (7 puntos) para intentar
alcanzar dentro de las seis primeras horas:

1.- Determinacion de lactato.

2.- Hemocultivos previos a la administracion de antibioticos.

3.- Administracion de antibidticos de amplio especto en menos de 3

horas en pacientes de urgencias y en menos de 1 hora en

pacientes ingresados.

Y en presencia de hipotension:

4.- Iniciar aporte de volumen (20 ml/kg de cristaloide o equivalente
en coloide).

5.- Drogas vasoactivas para mantener una TAM = 65 mmHg.

En presencia de hipotension refractaria a volumen o lactacidemia >
3 mmol/L o 24mg/dl (shock séptico):

6.- Conseguir una Presion Venosa Central =2 8 mmHg.

7.- Conseguir SvO; mixta = 70% (SvcO2 = 65%).

b) Paquetes de Medidas de tratamiento (4 puntos) para intentar
alcanzar dentro de las venticuatro primeras horas:
1.- En presencia de shock séptico: Corticoides a dosis de 200-300

mg/d, segun protocolo centro.
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2.- Considerar la administracion de Drotrecogina alfa activada
segun protocolo de cada centro.

3.- Control glucémico entre 80- 150 mg/dI.

4.- Presion plateau < 30 cm H;O en pacientes sometidos a

ventilaciéon mecanica.

9. Recogida de datos del paciente:

El cuaderno de recogida de datos de cada uno de los pacientes
incluyé los siguientes parametros:

- Iniciales del paciente

- Edad

- Sexo

- Fechas de ingreso en el hospital y en UCI

- Dias de estancia en UCI y hospital pos-UCI

- Motivo del egreso en UCI y hospital: vivo/muerto

- Vivo/muerto a los 28 dias

- Tipo de paciente: médico, coronario, quirurgico, traumatolégico

- Comorbilidad asociada

- Diagndstico principal al ingreso en UCI de acuerdo a los criterios
de la CDC

- Acute Physiology and Chronic Health Evaluation 1l (APACHE I1)%

al ingreso en UCI
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- Sepsis related Organ Failure Assessment (SOFA)**” al comienzo
de la sepsis y evolutivo

- Numero de 6rganos disfuncionantes

- Puntuacion de los érganos disfuncionantes

- Criterios de sepsis, sepsis grave o shock séptico

- Foco de origen de la sepsis

- Lugar de adquisicién de la sepsis: comunitaria, nosocomial, intra
Unidad de Medicina Intensiva

- Microorganismos responsables de la sepsis

- Antibioterapia empirica adecuada o no

- Tiempo desde inicio de la sepsis-comienzo de la perfusiéon de
antibioticos

- Antibidticos empiricos utilizados: monoterapia o combinacién,

especificacion del antibidtico y forma de administracién

(bolus/perfusion continua).

- Modificacion del tratamiento antibiético inicial y sus motivos

- Administracion de Corticoides

- Administracion de PCa: SI/NO

- Tiempo desde inicio de la sepsis-comienzo de la perfusién de
PCa

- Tiempo en horas de duracion de la perfusion de PCa

- Motivos por lo que no se haya administrado PCa

- Cifras maximas y minimas de glucemia cada dia: Control
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glucémico < 150 mg/dl.
- Ventilacion mecanica protectora con presion plateau < 30 cm H,O
- Técnicas de depuracion extra-renal

- NUmero de concentrado de hematies administrados.

10. Recogida de muestras del paciente

A los pacientes que se incluyeron en el estudio se le extrajeron
muestras de sangre para la medicién de niveles séricos de la MMP-9 y del
TIMP-1, TNF -a, IL-10 y PAI-1, previa firma del consentimiento
informado por parte del paciente o familiar.

Las muestras fueron recogidas:

1. al diagndstico de la sepsis grave/shock séptico.

2. alas 72 horas

3. alos 7 dias del diagndstico

Se depositaron 5 cc de sangre arterial o venosa en un tubo de
plastico sin anticoagulante, pero con un separador gel y un activador
como silice de 5cc tapdn (tubo SST de tapdn amarillo), agitandose unas
10 veces para diluir el activador. Tras esperar a la formacion de un
coagulo (unos 10-15 minutos), la muestra se centrifugé a 4.000 rpm
durante 10 minutos. Tras ello se extrae la muestra de la centrifuga

encontrando en el fondo del tubo un depdsito de hematies y en el plano
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superior el suero, que fue extraido en cantidad cantidad aproximada de
0.45 cc o 450 lambdas mediante pipeta y depositado en un tubo

Eppendorf y congelado a — 80°C hasta la determinacion de los niveles.

Ademas se deposictaron otros 5 cc de sangre arterial o venosa en
un tubo de plastico con citrato (tubo de tapon azul), que tras ser agitado
para la total diluccién del citrato y pasados aproximadamente 30 minutos
se procede a su centrifugacion a 4000 rpm durante 15 minutos. Tras ello
se extrae el plasma en cantidad aproximada 0.45cc o 450 lambdas,
mediante pipeta y depositado en tubo Eppendorf y congelado a —80°C

hasta la determinacién de niveles de PAI.

11. Procesamiento de las muestras:

La determinacion de los niveles de MMP-9, MMP-10 y TIMP-1 fue
centralizada en el Laboratorio de Arterioscleosis del CIMA-Universidad de
Navarra (Pamplona). Se determinaron por ELISA (Quantikine®, R&D
Systems, Abingdon, United Kingdom) con un dilucién sérica segun las
instrucciones del fabricante 1:80, 1:2 y 1:100 respectivamente. EI
coeficiente de variacion (CV) interensayo fue <8% (n=20) y el limite
inferior de deteccion fueron respectivamente 0.31 ng/ml, 78.1 pg/mly 0.15

ng/ml.
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La medicion de los niveles de TNF-a e IL-10 fue centralizada en el
Laboratorio central del Hospital Universitario de Canarias (La Laguna,
Santa Cruz de Tenerife). Las concentraciones de TNF-alfa y IL-10 se
determinaron en una fase soélida de quimioluminisciencia immunométrica
(Immulite®, Siemens Healthcare Diagnostics Products, Llamberis, United
Kingdom). Los coeficientes de variacién (CVs) interensayo fueron < 6.5%
(n=20)y <9.9% (n=40) respectivamente, y el limite de deteccion fue 1.7
pg/mly 1 pg/ml, respectivamente.

Las concentraciones del antigeno PAI-1 se determinaron en el
Laboratorio central del Hospital Universitario de Canarias (La Laguna,
Santa Cruz de Tenerife). El método de determinacion fue por ELISA
(Imubind Plasma PAI-1 Elisa™, American Diagnostica, Inc, Stanford, CT,
USA). Este método detecta la forma latente (inactiva) y activa del PAI-1.
El coeficiente de variacion (CV) interensayo fue <5% (n=20) y el limite

inferior de deteccion fue 1 ng/ml.

12. Variable resultado y End-point

Mortalidad a los 30 dias.
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13. Método Estadistico

En un estudio preliminar con 30 pacientes ingresados por sepsis
severa, encontramos que los 11 pacientes que fallecian tenian unos
niveles séricos de TIMP-1 de 750326 ng/ml y los 19 pacientes
supervivientes de 652+208 ng/ml. Para una potencia del 80% y un error
alfa del 5% se precisan 192 pacientes para detectar una diferencia
estadisticamente significativa en los niveles de TIMP-1 entre los pacientes
fallecidos y los supervivientes.

Las variables cuantitativas se expresan como medianas y rangos
intercuartiles, y se compararon con los test de Wilcoxon, Mann-Whitney o
Friedman. Las variables cualitativas se expresan como frecuencias y se
compararon con las pruebas Chi-cuadrado o Fisher. Se utilizé el
coeficiente rho de Spearman para determinar la asociaciéon entre las
variable continuas.

Se utilizé el analisis “receiver operation characteristic’ (ROC) para
analizar la bondad de los niveles sanguineos del TIMP-1, del cociente
MMP-9/TIMP-1, de la puntuacién del SOFA score y los niveles de acido
lactico para determinar la mortalidad de los pacientes. Se realizd una
regresion logistica multiple para determinar las variables que se
asociaban de forma independiente con la mortalidad. Se realizd un
analisis de supervivencia utilizando los niveles circulantes de TIMP-1 y se

representd graficamente mediante las curvas de Kaplan-Meyer. Se
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consideré estadisticamente significativo todo valor p<0,05. Para el analisis
estadistico utilizaremos los programas SPSS 17.0 (Chicago, IL, USA) y
StatXact 5.0.3 (Cytel Co, MA, USA), LogXact 4.1 (Cytel Co, MA, USA) y

NCSS 2000 (Kaysville, Utah).
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IV. Resultados
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El estudio incluyé 192 pacientes, de los cuales 128 fueron varones
y 64 mujeres, la mediana de edad fue de 60 afnos. Fallecieron 67 (34.9%)
durante la estancia en la UCI: 22 pacientes durante las primeras 72 horas,
14 pacientes entre los dias 4-7, y 31 pacientes tras 7 dias de ingreso en

la Unidad de Medicina Intensiva.

1. Casos y Controles

Como primer paso, y para conocer si nuestro grupo de estudio era
homogéneo, comparamos nuestra muestra a estudio con un grupo de

pacientes control.

No encontramos diferencias en los datos obtenidos en el grupo de
pacientes sépticos con respecto a los controles en: sexo (p=0.11), edad
(p=0.39) y niveles de MMP-9 (p=0.07), pero si encontramos diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de TIMP-1, MMP-10, y ratios
MMP-9/TIMP-1, MMP-10/TIMP-1, en comparacion con el grupo control,
con p<0.001 (tabla 1). Aunque no encontramos diferencias significativas
en los niveles de MMP-9 entre casos y controles, parece existir una
tendencia a unos mayores niveles circulantes de MMP-9 en los pacientes

sépticos.
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Tabla 1 . Comparacion del sexo (numero y %), edad, niveles
séricos de MMP-9, MMP-10 y TIMP-1, y cocientes MMP-9/TIMP-1 y MMP-
10/TIMP-1 (mostrados como medianas y percentiles 25-75) entre los

pacientes sépticos y los controles.

P

Controles Pacientes

(n=50) Sépticos

(n=192)

Sexo mujer—n (%) 13 (26.0) 64 (33.3) 0.11
Edad- anos 57 (50-63) 60 (49-70) 0.39
MMP-9 (ng/ml) 498 (350-735) 676 (308-1164) 0.07
TIMP-1 (ng/ml) 226 (213-241) 618 (445-831) <0.001
MMP-10 (pg/ml) 466 (288-614) 1880 (1217-3285) <0.001
MMP-9/TIMP-1 (ratio) 2.19 (1.57-3.01) 1.16 (0.49-2.24) <0.001
MMP-10/TIMP-1 (ratio) 2.07 (1.17-2.84) 3.09 (2.08-5.06) <0.001

2. Caracteristicas Clinicas de los pacientes

No encontramos diferencias significativas en el sexo, edad,
diagndstico de EPOC vy sitio de la infeccidn entre supervivientes y
fallecidos, excepto una mayor incidencia de diabetes mellitus en los

fallecidos que en los supervivientes (37.5% vs 19.8%, p=0.02). Tabla 2.
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Tabla 2. Comparacion de las caracteristicas clinicas entre los

pacientes supervivientes y fallecidos.

Surpervivientes Fallecidos P

(n=125) (n=67)

Sexo femenino — n (%) 40 (31.2%) 24 (37.5) 0.27
Edad — mediana afios 56 (47-69) 62 (52-71) 0.15
(percentil 25-75)

Diabetes Mellitus - n (%) 25 (19.8) 24 (37.5) 0.02
EPOC - n (%) 17 (13.5) 10 (15.6) 0.67
Lugar de la infeccion 0.82
- Respiratoria - n (%) 67 (53.2) 38 (59.4)

- Abdominal - n (%) 28 (22.2) 13 (20.3)

- Otros localizaciones - n (%) 31(24.6) 13 (20.3)
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3. Marcadores de Coagulopatia

En el momento del diagndstico, casi todos los pacientes con sepsis
grave presentaron una respuesta generalizada que incluia la activacién de
la cascada de la coagulacion y de la respuesta inflamatoria.

No encontramos diferencias significativas entre supervivientes y
fallecidos en cuanto a valores de INR al diagndstico y al 8° dia, mientras
que si encontramos significacion estadistica en el contaje de plaquetas,
los fallecidos tenian mayor trombopenia, y en el aPTT, significacion que

se mantuvo a lo largo de la primera semana de la sepsis grave. Tabla 3.
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Tabla 3. Comparacion de

los parametros de coagulacion,

mostrados como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1, 4 y 8 del

diagndstico de sepsis grave entre

fallecidos.

Plaquetas -
mediana
x 10%mm®
(percentil25-75)

INR - mediana
(percentil25-75)

aPTT -
mediana seg.
(percentil25-75)

Al diagnéstico

Supervivientes
(n=125)
Fallecidos
(n=67)

P

210 (127-273)
139 (63-218)
<0.001

30 (26-39)
39 (30-47)
<0.001

A las 72h

Supervivientes
(n=125)
Fallecidos
(n=45)

P

192 (88-269)
122 (56-201)
0.004

1.17 (1.06-1.36)
1.30 (1.15-1.40)
0.004

1 (28-36)
5 (29-44)
0.01

3
3

los pacientes supervivientes y

Al 8° dia

Supervivientes
(n=125)
Fallecidos
(n=31)

P

234 (113-368)
88 (58-173)
<0.001

1.12 (1.01-1.23)
1.14 (1.03-1.36)
0.34

28 (26-30)
37 (27-47)
0.001
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4 . Niveles de Acido Lactico y Puntuacién SOFA de gravedad

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre

supervivientes y fallecidos en marcadores de gravedad, como son los

niveles de lactico en sangre, en los tres momentos del analisis, al

diagndstico y en los dias 4 y 8, p<0.001.

También se encontraron diferencias estadisticamente significativas

en la puntuacién SOFA, como puede apreciarse en la Tabla 4.

Tabla 4. Comparacion de los niveles de acido lactico y del SOFA,

mostrados como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1, 4 y 8 del

diagndstico de sepsis grave entre

fallecidos.

Acido Lactico
mediana mmol/L
(percentil 25-75)

SOFA score
mediana
(percentil 25-75)

Dia 1

Supervivientes
(n=125)
Fallecidos
(n=67)

P

2.0 (1.20-3.70)
3.9 (1.47-6.55)
<0.001

9 (7-11)
12 (9-14)
<0.001

Dia 4

Supervivientes
(n=125)
Fallecidos
(n=45)

P

1.1 (0.8-1.6)
1.9 (1.5-2.4)
<0.001

7 (5-10)
10 (8-14)
<0.001

los pacientes supervivientes y

Dia 8

Supervivientes
(n=125)
Fallecidos
(n=31)

P

1.0 (0.8-1.2)
1.2 (0.9-2.1)
<0.001

4 (2-7)
12 (8-13)
<0.001

143



MMP-9 y TIMP-1 Marcadores Pronéstico en Sepsis

Resultados

5. Comparacion entre marcadores de gravedad y coagulacién

Los pacientes fallecidos presentaron mayor puntuacién del SOFA

score y niveles de acido lactico, y mayor coagulopatia (con menor contaje

de recuento plaquetario y prolongados INR y aPTT), como se muestra en

la Tabla 5.

Tabla 5. SOFA, acido lactico, plaquetas, INR y aPTT en los

pacientes sépticos que fallecieron y sobrevivieron, mostrados como

mediana (percentil 25-75).

Ac.lactico

(mmol/L)

SOFA

score

Plaquetas

(x 10%/mm°)

INR

APTT

(segundos)

Dia 1 Dia 4
Supervivientes Supervivientes
(n=125) (n=125)
Fallecidos (n=67) Fallecidos (n=45)
P P

2.0 (1.20-3.70) 1.1 (0.8-1.6)
3.9 (1.47-6.55) 1.9 (1.5-2.4)
<0.001 <0.001

9 (7-11) 7 (5-10)

12 (9-14) 10 (8-14)
<0.001 <0.001

210 (127-273) 192 (88-269)
139 (63-218) 122 (56-201)
<0.001 0.004

1.27 (1.10-1.50) 1.17 (1.06-1.36)
1.42 (1.10-1.66) 1.30 (1.15-1.40)
0.17 0.004

30 (26-39) 31 (28-36)

39 (30-47) 35 (29-44)
<0.001 0.01

Dia 8

Supervivientes
(n=125)
Fallecidos (n=31)
P

1.0 (0.8-1.2)
1.2 (0.9-2.1)
0.001

4 (2-7)
12 (8-13)
<0.001

234 (113-368)
88 (58-173)
<0.001

1.12 (1.01-1.23)
1.14 (1.03-1.36)
0.34

28 (26-30)
37 (27-47)
0.001

SOFA= Sepsis-related Organ Failure Assessment score; INR = International normalized

ratio; aPTT = Tiempo de tromboplastina parcial activada.
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6. Niveles circulantes de MMPs durante la primera semana

Comparamos los marcadores proteoliticos entre
supervivientes y fallecidos por el cuadro séptico, encontrando que los
pacientes que fallecieron presentaron niveles superiores de MMP-10 vy
TIMP-1, menores niveles de MMP-9 y menor cociente MMP-9/TIMP-1 que
los que sobrevivieron en los dias 1, 4 y 8. Los niveles circulantes durante

la evolucion se muestran en la Tabla 6,7 8. Figuras 1y 2.

Tabla 6. Comparacién de los niveles séricos de MMP-9, MMP-10 y
TIMP-1, mostrados como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1,4 y
8 del diagndstico de sepsis grave entre los pacientes supervivientes y

fallecidos.

Dia 1 Dia 4 Dia 8

Supervivientes Supervivientes Supervivientes

(n=125) (n=125) (n=125)
Fallecidos (n=67) Fallecidos (n=45) Fallecidos (n=31)
P P P
MMP-9 - medianang/ml 784 (371-1222) 690 (358-1128) 960 (512-1228)
(percentil 25-75) 554 (240-1044) 266 (156-621) 504 (228-1032)
0.04 0.03 0.03

TIMP-1— medianang/ml 573 (422-724) 446 (347-537) 420 (341-539)
(percentil 25-75) 797 (499-1012) 527 (369-645) 465 (331-576)
<0.001 <0.001 0.09

TIMP-1/ MMP-9 0.73 (0.46-1.54) 0.76 (0.47-1.31) 0.57 (0.34-0.93)
ratio - mediana 1.12 (0.60-2.25) 1.62 (0.58-2.82) 1.01 (0.41-1.88)
(percentil 25-75) 0.003 <0.001 0.005
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Figura 1. Comparacion de los niveles séricos de MMP-9,
mostrados como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1, 4 y 7 del

diagndstico de sepsis grave entre los pacientes supervivientes y

fallecidos.
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e 400 1
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Tabla 7. Comparacion de los niveles séricos de MMP-9 mostrados
como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1, 4 y 7 del diagndstico

de sepsis grave entre los pacientes supervivientes y fallecidos.

Dia 1 Dia 4 Dia 8
Supervivientes Supervivientes Supervivientes
(n=125) (n=125) (n=125)
Fallecidos Fallecidos Fallecidos
(n=67) (n=45) (n=31)
P P P
784 (371-1222) 690 (358-1128) 960 (512-1228)
MMP-9
mediana ng/ml 554 (240-1044) 266 (156-621) 504 (228-1032)
(percentil 25-75)
0.04 0.03 0.03
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Figura 2. Comparacion de los niveles séricos de TIMP-1,
mostrados como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1, 4 y 7 del

diagndstico de sepsis grave entre los pacientes supervivientes y

fallecidos.
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Tabla 8. Comparacion de los niveles séricos de TIMP-1 mostrados
como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1, 4 y 7 del diagndstico

de sepsis grave entre los pacientes supervivientes y fallecidos

Al diagnéstico Al 4° dia Al 8° dia
Supervivientes Supervivientes Supervivientes
(n=125) (n=125) (n=125)
Fallecidos Fallecidos Fallecidos
(n=67) (n=45) (n=31)
P P P
TIMP-1 573 (422-724) 446 (347-537) 420 (341-539)
mediana ng/ml 797 (499-1012) 527 (369-645) 465 (331-576)
(pEnesiitl 25 7)) <0.001 <0.001 0.09
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Figura 3. Comparacién de los niveles séricos de MMP-10,
mostrados como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1, 4 y 7 del

diagndstico de sepsis grave entre los pacientes supervivientes y

fallecidos.
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7. Mediadores Inflamatorios en Supervivientes y Fallecidos

Ademas de MMPs, en el estudio se midieron niveles citocinas de
IL-10 y TNF-alpha, ambas implicadas en modular la expresién de MMP-9
y TIMP-1. Encontramos una asociacion entre los pacientes que fallecieron
y niveles superiores de IL-10 (p<0.001 al diagnéstico y al 4° dia, p=0.002
al 8° dia). No pudimos demostrar diferencias en niveles de TNF-a entre
los pacientes supervivientes y fallecidos, sélo existe significacién
estadistica en los niveles circulantes de TNF-a al 4° dia (p=0.07) (Figuras
4y5).

Posteriormente comparamos en los dias 1, 4y 8 , la ratio TNF-o/IL-
10, entre supervivientes y fallecidos (tabla 9), encontrando que existian
diferencias significativas en este cociente en el dia 1y 4, (p>0.001) entre
supervivientes y fallecidos, tenian ratios mas elevadas los pacientes
supervivientes. No pudimos encontrar diferencias en la ratio TNF-a/IL-10

al 8° dia (p=0.06).
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Figura 4. Comparacion de los niveles séricos de IL-10, mostrados

como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1, 4 y 7 del diagndstico

de sepsis grave entre los pacientes supervivientes y fallecidos.
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Tabla 9. Comparaciéon de los niveles séricos de IL-10, mostrados

como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1, 4 y 7 del diagndstico

de sepsis grave entre los pacientes supervivientes y fallecidos.

IL-10 pg/ml
mediana
(percentil 25-75)

Al diagnéstico

Supervivientes
(n=125)
Fallecidos (n=67)
P

10 (5-37)
36 (9-103)
<0.001

Al 4° dia

Supervivientes
(n=125)
Fallecidos (n=45)
P

6 (5-13)
13 (8-21)
<0.001

Al 8° dia

Supervivientes
(n=125)
Fallecidos (n=31)
P

6 (5-9)

11 (6-26)
0.002

150



MMP-9 y TIMP-1 Marcadores Pronéstico en Sepsis Resultados

Se midieron tambien niveles de TNF-a en todos los pacientes al

ingreso, 4° dia y 8° dia.

Figura 5. Comparacion de los niveles séricos de TNF-alfa,
mostrados como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1, 4 y 7 del

diagndstico de sepsis grave entre los pacientes supervivientes y

fallecidos.
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Dia 1 Dia 4 Dia 8
Tabla 10. Al diagndstico Al 4° dia Al 8° dia
Supervivientes Supervivientes Supervivientes
(n=125) (n=125) (n=125)
Fallecidos Fallecidos Fallecidos
(n=67) (n=45) (n=31)
P P P
TNF-alpha 30 (19-51) 22 (14-34) 19 (12-29)
Mediana pg/ml 34 (18-70) 29 (18-38) 26 (14-47)
(el 25-79) 0.38 0.007 0.09
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Se compararon los niveles de TNF-alpha con los niveles de IL-10
en los tres momentos del estudio, asi como la ratio TNF-alpha/IL-10.

Tabla 11.

Tabla 11. Comparacion de los niveles séricos de TNF-alfa e IL-10,
y del cociente TNF-alfa/lL-10 mostrados como medianas y percentiles 25-
75, en los dias 1, 4 y 7 del diagndstico de sepsis grave entre los pacientes

supervivientes y fallecidos.

Al diagnoéstico Al 4° dia Al 8° dia

Supervivientes Supervivientes Supervivientes

(n=125) (n=125) (n=125)

Fallecidos Fallecidos Fallecidos

(n=67) (n=45) (n=31)

P P P
TNF-alpha 30 (19-51) 22 (14-34) 19 (12-29)
Mediana - pg/mi 34 (18-70) 29 (18-38) 26 (14-47)
(percentil 25-75) 0.38 0.007 0.09
IL-10 10 (5-37) 6 (5-13) 6 (5-9)
mediana pg/ml 36 (9-103) 13 (8-21) 11 (6-26)
(el 22-79) <0.001 <0.001 0.002

TNF-alpha/lL-10  2.49 (1.39-3.92) 2.52 (2.00-4.32) 2.56 (1.69-3.88)
rato - mediana 1.20 (0.47-2.38) 2.33(1.37-2.76) 2.10 (1.75-2.63)
(percentil 25-75) <0.001 0.001 0.06
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8. Marcadores Protromboéticos

Debido al importante papel que juega en la respuesta
antifibrinolitica asociada con la sepsis el PAI-1 y su asociacion con la
morbilidad y mortalidad del proceso séptico reportada en estudios previos,
se midieron niveles circulantes de PAI-1 en todos los pacientes al
diagndstico y evolutivos, encontrando diferencias entre supervivientes y
fallecidos en los tres momentos del estudio, si bien al ingreso y al 4° dia
existe significacion estadistica en los niveles circulantes entre pacientes
supervivientes y fallecidos, con valores de p<0.001, al 8° dia sodlo
podemos demostrar que existe una tendencia en los pacientes fallecidos
hacia unos valores mas altos de niveles circulantes (mediana 34 ng/ml,

frente a 19 ng/ml en los pacientes supervivientes) con un valor de p=0.09.
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Figura 6. Comparacion de los niveles plasmaticos de PAI-1,
mostrados como medianas y percentiles 25-75, en los dias 1, 4 y 7 del
diagndstico de sepsis grave entre los pacientes supervivientes y

fallecidos.
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Tabla 12 Al diagndstico Al 4° dia Al 8° dia

Supervivientes Supervivientes Supervivientes

(n=125) (n=125) (n=125)
Fallecidos Fallecidos Fallecidos
(n=67) (n=45) (n=31)
P P P
PAI-1 38 (18-69) 15 (9-18) 19 (12-34)
mediana ng/ml 40 (19-84) 27 (13-42) 34 (10-52)
(percentil 25-75) <0.001 <0.001 0.09

154



MMP-9 y TIMP-1 Marcadores Pronéstico en Sepsis Resultados

9. Correlacion entre marcadores proteoliticos, inflamatorios y
protrombéticos

Un vez analizados por separado los valores de niveles circulantes
de marcadores proteoliticos, inflamatorios y protrombaticos, asi como los
marcadores de gravedad acido lactico y SOFA, buscamos la existencia
de correlacién entre ellos.

En primer lugar intentamos ver la correlacion que existia entre los
niveles circulantes de MMP-9,MMP-10 y TIMP-1 y los niveles de acido
lactico y SOFA score en la muestras obtenidas al diagndstico, y en la
evolucion en los dias 4 y 8.

Encontramos que niveles de MMP-10 y TIMP-1 se correlacionaron
de forma positiva con la puntuacién del SOFA score en los dias 1,4y 8;y
también existian una correlacion positiva entre estos marcadores
proteoliticos y los niveles de acido lactico en las tres muestras. El valor p
fué < 0.001 para la correlacion MMP-10 y SOFA en los dias 1,4 y 8
mientras la correlacion con los niveles de acido lactico fueron
significativas unicamente en los dias 1 y 4 . Para TIMP-1 y acido lactico
tampoco existe significacion estadistica con p=0.74 (Tabla 13).

Por el contrario, los niveles circulantes de MMP-9 se
correlacionarion de forma negativa con dichos marcadores de gravedad
de la sepsis en los 3 momentos, con valores de p<0.05.

Interesantemente, el cociente MMP-9/TIMP-1 se asocidé de forma
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significativa con la puntuacion del SOFA score y los niveles de acido

lactico en los dias 1, 4 y 8.

Tabla 13. Correlaciones entre los parametros proteoliticos y marcadores
de gravedad de sepsis (SOFA y &acido lactico), mostradas como el

coeficiente rho de Spearman y su correspondiente valor de p.

Dia 1 Dia 4 Dia 8
SOFA Acido SOFA Acido SOFA Acido
lactico lactico lactico
MMP-9 -0.37 -0.31 -0.18 -0.25 -0.27 -0.23

(ng/ml)  p<0.001 p<0.001  p=0.03 p=0.003 p=0.003 p=0.01

MMP-10 0.36 0.29 0.37 0.18 0.37 0.01
(pg/ml)  p<0.001 p<0.001  p<0.001 p=0.02 p<0.001 p=0.93
TIMP-1  0.42 0.51 0.42 0.29 0.21 0.03

(ng/ml)  p<0.001 p<0.001  p<0.001 p<0.001 p=0.01 p=0.74

MMP-9/ -0.46 -0.44 -0.32 -0.33 -0.37 -0.23

TIMP.q  P<0.001 p<0.001  p<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.011

MMP = Metaloproteasa de la matriz; TIMP = inhibidor tisular de metaloproteasas

de la matriz; SOFA = Sepsis-related Organ Failure Assessment Score.
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Posteriormente quisimos ver la correlacion existente entre
marcadores proteoliticos (MMP-9, MMP-10, MMP-9/TIMP-1) y los

parametros de coagulopatia (trombopenia, INRy aPTT). Tabla 14.

Tabla 14. Correlaciones entre los parametros proteoliticos y los
marcadores de coagulopatia en la sepsis, mostradas como el coeficiente

rho de Spearman y su correspondiente valor de p.

Dia 1 Dia4 Dia 8

Plag INR aPTT  Plag INR  aPTT  Plag INR  aPTT
(sg) (sg) (sg)

MMP-9 048 028 028 02 019 011 035 006 004
(hgm)  p<0.001 p=0.001 p=0.001 p=0.002 p=0.04 p=024 p<0.001 p=058 0.72

MMP-10 -0.24 0.22 0.13 -0.30 0.13 0.13 015 008 025
(pa/ml) p=0.001 p=0.008 p=0.13 p<0.001 p=0.17 p=0.16 p=0.07 p=041 p=0.01

TIMP4 024 041 029 021 024 029 041 018 025
(hgm)  p<0.001 p<0.001 p=0.001 p=001 p=0.007 p=0.002 p=021 p=0.06 p=0.009

048 043 -0.35 0.31 025 02 032 011 -0.08

MNP-STINP p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.006 p=0.02 p=0.001 p=0.26 p=041

MMP = Metaloproteasa de la matriz; TIMP = inhibidor tisular de metaloproteasas de la
matriz; INR = International normalized ratio; aPTT = Tiempo de tromboplastina parcial

activada; Plaq = Plaquetas
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Encontramos que existia una correlacion positiva entre cifra de
plaquetas y niveles de MMP-9, que se mantenia de forma evolutiva. Por
su parte los niveles de MMP-10 se correlacionaban negativamente con la
cifra de plaquetas, asi como con la ratio MMP-9/TIMP-1. Ademas también

encontramos una correlacion negativa entre ratio MMP-9/TIMP-1y aPTT.

Después estudiamos la correlacion entre marcadores inflamatorios
y de fibrinolisis (citocinas TNF-a, IL-10 y PAI-1) con los marcadores

proteoliticos.

Los niveles circulantes de MMP-10 y TIMP-1 se correlacionaron
fuertemente de forma positiva con los niveles de TNF- alpha, IL-10 y PAI-
1 en los dias 1 y 4 (Tabla 15); mientras los niveles de MMP-9 se
correlacionaron de forma negativa con dichos marcadores inflamatorios y
protrombdticos. Sin embargo, en el dia 8, lo niveles de MMP-10
mantenian una asociacion débil con TNF-alpha, mientras los niveles de

TIMP-1 mantenian una fuerte correlaciéon con dichos marcadores.
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Tabla 15. Correlaciones entre los parametros proteoliticos,
inflamatorios y protrombdéticos en la sepsis, mostradas como el

coeficiente rho de Spearman y su correspondiente valor de p.

Dia 1 Dia 4 Dia 8

TNFa 110 PAM  TNFa IL-10  PAIM  TNFa  IL10  PAI-

MMP-9 0% 038 0% 004 02 018 004 013 008
p=0001 p<000t p=003 p=089 p=002 p=003 p=066 p=022 p=035

MMP-10 035 030 029 018 017 02 021 006 005
p<0001 p0001 p<0001 pe00%6 p=006 p=0005 p=003 p=055 p=052

TIMP-1 056 050 049 047 047 053 049 020 041
p<0.001 p<0001 0001 pe0.001 p<0.00 p<0.001 p<0.001 p=004  p<0.001

MMPOTIMPA 043 045 027 018 033 035 025 019 021
p<0001 p0001 pe0001 pe0055 p<0.001 p<0.001 p=0.01 p=0053 p=0.02

MMP = Metaloproteasa de la matriz; TIMP = inhibidor tisular de metaloproteasas de la

matriz; TNF = factor de necrosis tumoral; IL = interleukina; PAI = inhibidor del activador

del plasminégeno.
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Por ultimo realizamos correlaciones entre marcadores proteoliticos
(MMP-9, MMP-10, TIMP-1 MMP-9/TIMP-1) e inflamatorios (TNF-a., IL-10),
de coagulopatia (plaquetas, INR y aPTT), fibrinolisis (PAI-1) y de
gravedad (acido lactico y SOFA), en cada uno de los momentos del
estudio, diagndstico, 4° y 8° dias.

Encontramos que, en el dia 1 existia una correlacion fuertemente
negativa (p<0.001) entre niveles circulantes de MMP-9 y TIMP-1, MMP-10
y ratio MMP-9/TIMP-1 (Tabla 16). Esta correlacion tan negativa se
mantenia de forma evolutiva en los dias 4 y 8 para la asociacion MMP-9 y
ratio MMP-9/TIMP-1 (Tablas 17 y 18). Por su parte, encontramos una
asociacion positiva entre niveles circulantes de MMP-10 y ratio MMP-
9/TIMP-1 que se mantenia en las tres muestras.

Los niveles de citocinas TNF-a e IL-10 se correlacionaron de forma
negativa con los niveles de MMP-9 al diagndstico, 4° y 8° dias. Lo mismo
que SOFA, &acido lactico y PAIl. Por el contrario, encontramos que esa
correlacién era positiva para el recuento de plaquetas, y que también se
mantenia de forma evolutiva (Tablas 16,17 y 18).

En cuanto a MMP-10, existia una correlacién fuertemente positiva
al diagndstico, con los niveles de citocinas, TNF-a e IL-10 (p<0.001),
correlacién positiva que se mantuvo en la evolucién, pero sin significacion
estadistica (excepto con TNF-a al 8° dia). Por su parte también
observamos una correlacion positiva entre MMP-10 y niveles circulantes

de PAI-1, acido lactico y SOFA score en los dias 1, 4 y 8, correlacion que
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es fuertemente positiva para este ultimo marcador (p<0.001) en los tres
momentos estudiados. También los niveles de MMP-10 se
correlacionaron negativamente con la cifra de plaquetas (p<0.001 en los
Tablas 16,17 y 18.

El TIMP-1 por su parte se vi6 correlacionado negativamente con la
cifra de plaquetas en los dias 1 y 4, pero positivamente con ellas en el dia
8. La correlacion fue positiva con el resto de parametros estudiados,
excepto con la MMP-9. Tablas 16,17 y 18.

Por ultimo, la ratio MMP-9/TIMP-1 mantuvo una correlacion
fuertemente negativa con la cifra de plaquetas (p<0.001) de forma
evolutiva. Con los demas parametros se correlaciond positivamente
(excepto con los niveles circulantes de MMP-9 con los que existia una
fuerte correlacién negativa (p<0.001 en los dias 1,4 y 8). Tablas 16,17 y

18.
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Tabla 16. Correlacién entre niveles sericos de MMP-9, TIMP-1 y MMP-
10, y TIMP-1/ MMP-9 ratio con TNF-alpha, IL-10, PAI-1, &cido lactico,
SOFA, plaquetas, INR and aPTT en pacientes sépticos al dia 1.

MMP-9 TIMP-1 MMP-9/ TIMP-1 MMP-10
(ng/ml) (ng/ml) (ratio) (pg/ml)
No estimado rho=-0.25 rho=-0.88 rho=-0.29
MMP-9 (ng/mi) No estimado p<0.001 p<0.001 p<0.001
rho=-0.25 No estimado rho=0.63 rho=0.51
TIMP-1 (ng/mi) p<0.001 No estimado | g oot p<0.001
rho=-0.29 rho=0.51 rho=0.42 No estimado
iUl L, p<0.001 p<0.001 p<0.001 No estimado
rho=-0.25 rho= 0.56 rho= 0.42 rho=0.35
rho= -0.38 rho= 0.50 rho= 0.49 rho=0.30
IL-10 /ml
(pg/mi) p<0.001 p<0.001 0<0.001 p<0.001
rho=-0.16 rho= 049 rho=0.35 rho=0.29
PAI-1 (ng/ml) p=0.03 p<0.001 0<0.001 p<0.001
Acid lactic rho= -0.31 rho= 0.51 rho= 0.48 rho=0.29
SOFA score rho= -0.37 rho= 0.42 rho= 0.46 rho=0.36
rho=0.48 rho=-0.24 rho=-0.46 rho=-0.24
Plaquetas /mm® >
p<0.001 p=0.001 p<0.001 p<0.001
. ho=-0.28 rho= 0.41 rho= 0.43 rho=0.22
INR (ratio r
(ratio) p=0.001 p<0.001 0<0.001 p=0.008
ho=-0.28 rho=0.29 rho=0.35 rho=0.13
aPTT (segundos )
(segundos) p=0.001 p=0.001 5<0.001 p=013

MMP =Metaloproteasa de la matriz; TIMP =inhibidor tisular de metaloproteasa de la
matriz; TNF =factor de necrosis tumoral; IL = Interleucina; PAI =Inhibidor del activador
del plasminégeno; SOFA = Sepsis-related Organ Failure Assessment score; INR =
International normalized ratio; aPTT = Tiempo parcial de tromboplatina activada; rho =
Coeficientes de correlacion de Spearman’s .
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Tabla 17. Correlacion entre niveles séricos MMP-9, TIMP-1 y MMP-10,
yTIMP-1/ MMP-9 ratio con TNF-alpha, IL-10, PAI-1, acido lactico, SOFA,

plaquetas, INRy aPTT en pacientes sépticos al dia 4 .

MMP-9 TIMP-1 TIMP-1/ MMP-9 MMP-10
(ng/ml) (ng/ml) (ratio)
MMP-9 No estimado rho=-0.01 rho=-0.92 rho=-0.10
(ng/ml) No estimado p=0.91 p<0.001 p=0.27
TIMP-1 rho=-0.01 No estimado rho=0.35 rho=0.40
(ng/ml) p=0.91 No estimado p<0.001 p<0.001
MMP-10 rho=-0.10 rho=0.40 rho=0.24 No estimado
p=0.27 p<0.001 P=0.004 No estimado
TNF-alpha rho=-0.04 rho=0.47 rho=0.20 rho=0.18
(pg/ml) p=0.69 p<0.001 p= 0.04 p=0.056
IL-10 rho=-0.22 rho=0.47 rho=0.33 rho=0.17
(pg/ml) p=0.02 p<0.001 p<0.001 p=0.06
PAI-1 rho=-0.18 rho=0.53 rho=0.34 rho=0.23
(ng/ml) p=0.03 p<0.001 p<0.001 p=0.005
Acido lactico | rho=-0.25 rho=0.29 rho=0.33 rho=0.18
(mmol/L) p=0.003 p<0.001 p<0.001 p=0.02
SOFA score | rho=-0.18 rho=0.42 rho=0.32 rho=0.37
(puntos) p=0.03 p<0.001 p<0.001 p<0.001
Plaquetas Rho=0.26 rho=-0.21 rho=-0.28 rho=-0.30
/mm? p=0.002 p=0.01 p=0.001 p<0.001
INR rho=-0.19 rho=0.24 rho=0.26 rho=0.13
(ratio) p=0.04 p=0.007 p= 0.005 p=0.17
APTT rho_=0-02.11 rhi)z %529 rho=0.22 rh(i=001.'(133
(segundos) Bt p=0. p=0.02 p=0.

MMP =Metaloproteasa de la matriz; TIMP = Inhibidor tisular de metaloproteasa de la
matriz; TNF = factor de necrosis tumoral; IL = Interleucina; PAI = Inhibidor del
activador del plasmindgeno; SOFA = Sepsis-related Organ Failure Assessment score;
Tiempo de actividad parcial de
tromboplastina; rho = Coeficientes de Correlacién de Spearman’s .

INR =

International normalized ratio; aPTT =
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Tabla 18. Correlacion entre niveles séricos de MMP-9, TIMP-1 y MMP-
10, y TIMP-1/ MMP-9 ratio con TNF-alpha, IL-10, PAI-1, acido lactico,
SOFA, plaquetas, INRy aPTT en pacientes sépticos al 8° dia.

MMP-9 TIMP-1 TIMP-1/ MMP-9 | MMP-10
(ng/ml) (ng/ml) (ratio)
No estimado | rho=0.13 rho=-0.89 rho=-0.04
MMP-9 (ng/ml .
(ng/ml) No estimado p=0.14 p<0.001 p=0.65
rho=0.13 | No est?mado rho=0.28 rho=0.33
TIMP-1 (ng/ml) P=0.14 No estimado p=0.001 p<0.001
rho=-0.04 rho=0.33 No estimado
MMP-10 P=0.65 p<0.001 rho=0.19 No estimado
p=0.04
TNF-alpha (pgimi) | MO=-004 | MO=B49 | o=025 | ho=0.21
P=0.66 p<0.001 p=0.01 p=0.
rho=-0.13 rho=0.20 rho=0.19 rho= 0.06
IL-10 (pg/ml) _ _ =
P=0.22 p=0.04 p=0.053 p=0.55
rho=-0.08 rho=0.41 rho=0.22 rho= 0.05
PAI-1 (ng/ml) P=035 p<0.001 p=0.01 p= 052
. . rho=-0.23 rho=0.03 rho=0.21 rho=0.008
Acido lactico (mmol/L) P=0.01 p=0.74 0w p=0.93
p=0.
rho=-0.27 rho=0.21 rho=0.36 rho=0.37
SOFA It
score (puntos) P=0.003 p=0.01 p<0.001 p<0.001
rho=0.35 rho=0.11 rho=-0.29 rho=-0.15
Plaquetas /mm® o _
P<0.001 p=0.21 p=0.001 p=0.07
: rho=-0.06 rho=0.18 rho=0.11 rho=0.08
INR (ratio) B ~ _
rho=0.04 rho=0.25 rho=0.08 rho=0.25
aPTT (segundos) P=072 | p=0.009 o= 0.41 p=0.01

MMP = Metaloproteasa de la matriz; TIMP = Inhibidor tisular de metaloproteasa de la
matriz; TNF = factor de necrosis tumoral; IL = Interleukina; PAI = Inhibidor del
activador del Plasminégeno; SOFA = Sepsis-related rgan Failure Assessment score;
INR = International normalized ratio; aPTT = Tiempo parcial de tromboplastina
activada; rho = Coeficiente de correlacién de Spearman’s
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10. Mortalidad: Analisis “receiver operation characteristics”
(ROC)

Con el propédsito de determinar si los niveles de TIMP-1 en el
momento del ingreso eran predictores de mortalidad en los pacientes con
sepsis grave tal y como hasta ahora han demostrado ser los niveles de
lactico y el SOFA score, se realizaron analisis ROC. La curva resultado
muestra que los niveles de TIMP-1 (Figura 7) son tan buenos predictores

de mortalidad al diagnéstico como acido lactico o SOFA score .

Figura 7.Curva “receiver operation characteristic (ROC)” utilizando

TIMP-1, &cido lactico y SOFA al ingreso en UCI como predictores de

mortalidad.
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Las areas bajo las curvas (AUC), su 95% intérvalo de confianza y
el valor de P para cada predictor de mortalidad fueron los siguientes:
inhibidor tisular de metaloproteasas de la matriz TIMP-1 (AUC = 0.68;
95% IC = 0.59-0.76; p<0.001), acido lactico (AUC = 0.67; 95% IC = 0.58-
0.75; p<0.001) y Sepsis-related Organ Failure Assessment (SOFA) score
(AUC =0.71; 95% IC = 0.64-0.79; p<0.001).

Asi mismo se realizaron receiver operation characteristic (ROC)
curves para determinar la bondad de los niveles sanguineos de la MMP-9
y del TIMP-1 en los tres momentos del estudio para determinar la
mortalidad de los pacientes. La prediccion de mortalidad por el cociente
MMP-9/TIMP-1 en los dias 1, 4 y 8 es similar a la prediccion prevista por
otros marcadores de gravedad de sepsis como la puntuacién del SOFA

score y los niveles de acido lactico .
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Table 19. Analisis utilizando “Receiver operation characteristic” de

la relacién TIMP-1, TIMP-1/MMP-9 ratio, acido lactico y SOFA score como

predictors de mortalidad al dia 1, 4 y 8.

Dia 1
TIMP-1 (ng/ml) AUC = 0.68
(95% CI=0.59-0.76)
p<0.001
TIMP-1/MMP-9 AUC = 0.66
ratio (95%CI=0.58-0.74)
p<0.001
Acido lactico AUC = 0.67
mediana (95% CI=0.58-0.75)
mmol/L p<0.001
SOFA score AUC =0.71
(95%CI=0.64-0.79)
p<0.001

Dia 4

AUC = 0.73
(95%CI1=0.63-0.84)
p<0.001

AUC = 0.69
(95% CI=0.57-0.80)
p=0.01

AUC = 0.76
(95%CI1=0.66-0.85)
p<0.001

AUC = 0.80
(95%CI1=0.72-0.88);
p<0.001

Dia 8

AUC = 0.58
(95% CI=0.45-0.71)
p=0.24

AUC = 0.67
(95%CI1=0.54-0.80)
p=0.007

AUC = 0.66
(95%CI1=0.53-0.79)
p=0.01

AUC = 0.85
(95% CI=0.78-0.93)
p<0.001

TIMP =Inhibidor tisular de Metaloproteasa de la matriz;, MMP = Metaloproteasa

de la matriz. SOFA = Sepsis-related Organ Failure Assessment score; AUC=

Area bajo la curva de “receiver operation curves”; Cl= Intervalo de confianza
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11. Anadlisis de Regresién logistica multiple para predecir

mortalidad

Se realizd un analisis de regresion logistica multiple para estimar el

valor de TIMP-1, SOFA score y niveles de lactico, como predictores de

mortalidad a los 30 dias en los pacientes con sepsis grave. Encontramos

que los tres factores eran buenos predictores de mortalidad a los 30 dias,

con un valor p = 0.02 para TIMP-1 y acido lactico, y p= 0.04 para SOFA

Score.

Tabla 20. Analisis de regresion logistica multiple para predecir la

mortalidad a los 30 dias.

Odds

Ratio

TIMP1 (ng/ml) 1,001

Acido lactico 1,13
(mmol/L)
SOFA Score 1,12

95%

Intérvalo de Confianza

1,0001 — 1,0012

1,007 — 1,278

1,018 — 1,243

Test de Wald

5,12

4,30

5,35

0.02

0.04

0.02
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12. Curvas de Supervivencia

Se realizé un analisis de la supervivencia a los 30 dias
utilizando los niveles circulantes de TIMP-1. Encontramos, como se refleja
en la curva de Kaplan-Meyer, que los pacientes con niveles de TIMP-1
mayores de 531 ng/mL , tenian una mayor mortalidad que los pacientes

con niveles inferiores.

Figura 8. Proporcion de pacientes supervivientes a los 30 dias
utilizando niveles circulantes de TIMP-1 superiores o inferiores de 531

ng/mL.
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IV. Discusion
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Los resultados de este estudio describen, por primera vez, la
evolucion de los niveles circulantes de MMP-9, MMP-10 y TIMP-1 en los
pacientes con sepsis grave y su influencia en la gravedad y mortalidad a
los 30 dias.

Hasta el momento se trata de la serie de mayor tamafno muestral
(192 pacientes) que mide los niveles circulantes de MMP-9, MMP-10 y del
TIMP-1 en pacientes con el diagndstico de sepsis grave, apoyando los

datos encontrados en series previas de menor tamafio muestral'®®®

y
ofreciendo nuevas aportaciones en cuanto a que se describe su evolucion
a lo largo de la primera semana del proceso séptico.

Pero ademas, hasta el momento no hemos encontrado en la
literatura ninguna otra serie que haya conseguido establecer la relacién
de estos marcadores proteoliticos que son las MMPs, con inflamacion,
coagulacion y fibrinolisis.

El analisis de los datos obtenidos indica que los niveles de TIMP-1
y el cociente MMP-9/TIMP-1 podrian ser utilizados como nuevos
marcadores pronosticos de morbilidad y mortalidad en los pacientes
sépticos.

Los nuevos hallazgos que no se ha descrito previamente y que
han sido encontrados en el estudio fueron los siguientes:

a) Los pacientes que fallecieron presentaron un incremento

sostenido a lo largo de la primera semana del diagnéstico de sepsis

grave, de los niveles circulantes de MMP-10 y TIMP-1 que, junto a unos
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niveles reducidos de MMP-9, han dado lugar a una disminuciéon del
cociente MMP-9/TIMP-1.

b) Los niveles circulantes de MMP-9, MMP-10 y TIMP-1 se
correlacionaron con otros marcadores de gravedad de la sepsis (como
puntuacion del SOFA y niveles de acido lactico) durante el periodo de
seguimiento.

c) La prediccién de la mortalidad proporcionada por los niveles de
TIMP-1 y el cociente MMP-9/TIMP-1 no fue diferente a la de otros
marcadores clasicos para la misma variable resultado (como la
puntuacion del SOFA y niveles de acido lactico) durante la primera
semana.

d) Los resultados de nuestro analisis demuestran que existen
diferencias estadisticamente significativas en los niveles séricos de MMP-
10 en los pacientes sépticos con respecto a los controles sanos.

e) Los niveles circulantes de citocinas anti-inflamatorias como es la
IL-10, se correlacionan positivamente con los niveles de TIMP-1.

f) Existe una correlacion entre PAI-1 y TIMP-1 que asocia la
mortalidad de la sepsis grave con un estado procoagulante vy
antifibrinolitico.

g) El TIMP-1 es un factor independiente asociado a mortalidad, y
niveles séricos superiores a 531 ng/ml estan relacionados con la

precocidad de la muerte.
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Debido a que que la sepsis es hoy en dia la enfermedad mas
prevalente en las Unidades de Medicina Intensiva’ y su mortalidad cuando
alcanza la fase de shock séptico llega a cifras superiores al 85%'%, es
determinante, realizar un diagnéstico precoz de sepsis, identificar
pacientes que se beneficiarian de tratamientos especificos y evaluar su
respuesta a dicho tratamiento. De ahi que en los ultimos afos sean
muchos los estudios clinicos y experimentales que evaluan diferentes
biomarcadores, la mayoria de ellos como marcadores prondstico, y
relativamente pocos como marcadores diagndstico, pero
desgraciadamente hasta el momento, ninguno ha sido suficientemente
sensible o especifico como para ser utilizado de forma rutinaria en la
practica clinica®®®,

El papel de las MMPs en la sepsis permanece sin aclarar, aunque
parece establecida su implicacion en los mecanismos de
inmunomodaulacion, incluso algunos investigadores han apuntado su papel
como predictor de mortalidad en pacientes con sepsis'®’.

Con el objetivo de investigar el papel que las MMPs de la matriz
extracelular y sus inhibidores desempenan en la sepsis, llevamos a cabo
una revision exhaustiva de la literatura y sélo encontramos una serie de
40 pacientes en la que en determinaciones realizadas al ingreso del
cuadro de sepsis grave se pudo demostrar la existencia de niveles

elevados de MMP-9 y TIMP-1 en los pacientes sépticos con respecto a un
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grupo control, y ademas que los niveles elevados de TIMP-1 eran
predictores de mortalidad en este grupo de pacientes.

Decidimos por lo tanto, disefar un estudio prospectivo,
observacional, multicéntrico y con evolucién en el tiempo, con un mayor
tamano muestral (192 pacientes), en el que se midieran niveles
circulantes de MMP-9, MMP-10 y TIMP-1, con la hipétesis de investigar la
influencia de las MMPs de la matriz extracelular y de sus inhibidores en la
morbimortalidad de los pacientes con sepsis. Ademas, como hasta el
momento no encontramos ningun trabajo en la literatura revisada que
explorara la relacion de los niveles circulantes de MMPs y sus inhibidores
con otros procesos fisiopatolégicos implicados en la sepsis, como son el
sistema de coagulacion/fibrinolisis, decidimos también estudiar esta
asociaciéon, midiendo niveles circulantes al diagnostico y de forma
evolutiva durante la primera semana de PAI-1, asi como también
exploramos su relacion con niveles circulantes de interleucinas.

El estudio fue llevado a cabo en seis Unidades de Cuidados
Intensivos espafolas, pertenecientes a hospitales universitarios. Se
reclutaron un total de 192 pacientes con el diagndstico de sepsis grave
que ingresaron de forma consecutiva en las Unidad de Intensivos a lo
largo de diecisiete meses. A los pacientes se le extrajeron muestras
sanguineas seriadas en los dias 1, +3 y +7 del diagndstico para medicion
de niveles circulantes de MMP-9, MMP-10 y TIMP-1, asi como TNF-a e

IL-10 y acido lactico. Se recogieron datos epidemiolégicos de todos los
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pacientes y se llevaron a cabo determinaciones de biomarcadores de
coagulacion (contaje de plaquetas, INR, aPTT y PAI-1).

A continuacion se discuten los hallazgos encontrados en el estudio.

1. Marcadores proteoliticos en pacientes sépticos frente a
controles sanos

Nuestros hallazgos confirman lo ya publicado por Hoffman et al.,"®’

cuando se comparan marcadores proteoliticos en la poblacion de

pacientes sépticos con controles sanos.

En el analisis de los resultados de los marcadores proteoliticos
(MMP-9,  TIMP-1, MMP-10, MMP-9/TIMP-1,  MMP-10/TIMP-1)
comparamos los niveles encontrados en nuestra muestra de 192
pacientes sépticos con un grupo control de 50 pacientes, objetivando que
entre casos y controles no existian diferencias significativas en cuanto a
sexo, edad ni comorbilidades que pudieran interferir en los resultados.

Tampoco encontramos significacién estadistica en los niveles de
MMP-9 entre ambos grupos, aunque la tendencia si que es a niveles mas
elevados en los pacientes sépticos.

Lo que si muestra en nuestro estudio significacion estadistica son
los niveles aumentados de TIMP-1 y MMP-10, en el grupo de pacientes
con sepsis grave, asi como una menor ratio MMP-9/TIMP-1, MMP-

10/TIMP-1 también significativa (p<0.001).
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160,161, se

En estudios previos con menor tamafo muestral
encontraron niveles mas elevados de MMP-9 y TIMP-1 en los pacientes
sépticos que en los controles. En este estudio hemos encontrado niveles
circulantes elevados de TIMP-1, pero sin embargo, no hemos encontrado
en los pacientes sépticos niveles estadisticamente significativos mas
elevados de MMP-9 que en los pacientes sanos y como consecuencia, en
nuestra muestra, la ratio MMP-9/TIMP-1 es baja en los pacientes
sépticos.

Es posible que el tamano muestral de controles sanos haya
contribuido a la ausencia de diferencia significativa en los niveles de
MMP-9 entre los pacientes sépticos y los controles sanos. Ademas, es la
primera vez que se describen niveles mas altos de MMP-10 en los
pacientes sépticos que en los controles sanos como asi resulta del

analisis de nuestros datos.

2. Marcadores Proteoliticos en Supervivientes y Fallecidos

Después de analizar los niveles de MMPs y TIMP-1 en relacién con
la mortalidad, encontramos niveles plasmaticos mas elevados de TIMP-1
y de MMP-10, y mas bajos de MMP-9 en los pacientes sépticos que
fallecieron. Ya habia sido descrito en estudios previos este dato; niveles

mas elevados de TIMP-1 en pacientes fallecidos por sepsis grave, en
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161

relacion con los supervivientes ', sin embargo, no se habian descrito

niveles bajos de MMP-9 en el grupo de pacientes fallecidos.

| 160

En el estudio de Nakamura et a , observaron niveles elevados

de MMP-9, mientras que en el estudio de Hoffman et al.’®

, o se
encontraron diferencias en cuanto a niveles de MMP-9 en supervivientes
y fallecidos. Esto puede ser explicado por el reducido tamafio muestral del
grupo de fallecidos, que podria haber reducido la potencia estadistica y
esto ser reflejo de los resultados aparentemente contradictorios.

Pero ademas, nosotros encontramos que estas diferencias en los
niveles de MMPs y su inhibidor TIMP-1 se mantienen e incluso
incrementan durante la primera semana de seguimiento y lo mismo ocurre
con los marcadores inflamatorios como veremos mas adelante.

Aunque la MMP-9 es secretada fundamentalmente por los

leucocitos '181%7

, el contaje de los mismos no pudo en nuestro estudio
explicar los resultados, ya que no encontramos diferencias significativas
en el numero de leucocitos, en el grupo de supervivientes con respecto a
los fallecidos.

Este resultado confirma lo ya objetivado en el estudio de Hoffman
et al."®", mostrando que TIMP-1 y APACHE Il fueron predictores de
mortalidad en 37 pacientes, con un riesgo relativo de 4.4 para el punto de

corte elegido de TIMP-1, si bien con un gran intervalo de confianza (1.14

a 17.6).
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Nuestro estudio, con un tamafo muestral mas largo, nos ha
permitido aumentar la precision de los parametros estudiados; sobre un
total de 192 pacientes el punto de corte presentado tiene un menor
intervalo de confianza (riesgo relativo 1.8, 95% ClI, 1.13 a 2.87).

Los niveles de TIMP-1 encontrados en nuestro trabajo fueron mas
bajos que los descritos en estudio previos, probablemente en relacién con
el uso de diferentes kits comerciales en la determinacién del mismo. De
acuerdo con el manual de intrucciones del kit, la media de niveles séricos
de TIMP-1 en 60 pacientes sanos era de 190 ng/ml. En este trabajo, la
media de niveles séricos de TIMP-1 en los casos control fue de 226 ng/ml.
En el estudio de Hoffman et al., la media de niveles plasmaticos de TIMP-
1 en 37 pacientes sanos control fue de 742 + 34 ng/ml, usando diferente
kit comercial por ELISA, para deteminar niveles plasmaticos, no séricos
como en nuestro caso (Biotrak; Amerxham Biosciences, Freiburg,
Germany).

Otra posible explicacion seria la existencia de diferencias en las
caracteristicas de los pacientes en cada una de las series; sin embargo el
célculo del APACHE Il score fue de 19 y 24 puntos en pacientes
supervivientes y no supervivientes, respectivamente; y en el estudio de
Hoffman y cols., la media de APACHE Il score fue de 14 puntos en los

supervivientes y 23 puntos en los pacientes que fallecieron.

3. Marcadores de Gravedad en sepsis y MMPs
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Comparamos marcadores de gravedad validados en la sepsis
como el SOFA vy los niveles circulantes de acido lactico en los tres
momentos del estudio, encontrando diferencias estadisticamente
significativas entre supevivientes y fallecidos.

Parece interesante destacar la correlacion que hemos podido
encontrar entre niveles circulantes de MMP-10 y TIMP-1 y algunos de los
marcadores de gravedad en la sepsis, como SOFA y APACHE I

scores®3¢7

, acido lactico y marcadores de coagulopatia como son la
trombopenia y el aPTT, correlacion que se mantiene a lo largo de la
evolucion (dias 1, 4 y 8).

Por el contrario, los niveles circulantes de MMP-9 encontrados en
nuestro estudio, se correlacionaron igualmente, pero de forma negativa
con los anteriormente mencionados parametros de gravedad en la sepsis,
es decir, a menores niveles de MMP-9 mayor gravedad.

Por lo tanto, y en vista de estos resultados, podemos decir que
ademas de los ya conocidos marcadores de mortalidad en la sepsis,
como son los niveles elevados de acido lactico y el SOFA score, muestros
resultados sugieren que alteraciones en la ratio MMP-9/TIMP-1 y los
niveles de MMP-10 estan asociados con la gravedad del proceso séptico.
Hay que decir, que esto parece contradecir un estudio publicado

previamente que relaciona de forma positiva los niveles de MMP-9 y

APACHE-II score en este grupo de pacientes'®.
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4. Marcadores Inflamatorios y MMPs

Decidimos ademas explorar los niveles circulantes de TNF-a e IL-
10, ya que ambas citocinas se encuentran implicadas en modular la
expresion de MMP-9 y TIMP-178-184.369-370

El TNF-a es el principal agente mediador de la respuesta
inflamatoria inducida por endotoxinas, y el responsable del inicio de la
cascada de citocinas durante la respuesta inflamatoria, ademas activa el
complemento, la coagulacion vy la fibrinolisis *° . Su papel como inductor
de la expresion de la MMP-9 ha sido descrito en la literatura'’®'8,
demostrandose asi mismo que la expresion de MMP-9 puede ser
modulada con anticuerpos anti-TNF-a 3",

En cuanto a la IL-10, citocina inmunosupresora por excelencia,
niveles séricos elevados se han asociado con mal prondstico en algunas
infecciones®®. Estimula en monocitos y macréfagos la expresion de TIMP-

y reduce la de MMP-9 en cultivos endotelio/monocito®?.

1369-370

En nuestro estudio no encontramos diferencias significativas en los
niveles de TNF-a entre los pacientes supervivientes y los fallecidos,
puede ser que a ello sea debido el no encontrar tampoco diferencias

significativas en los niveles de MMP-9 en ambos grupos de pacientes; sin

embargo, encontramos niveles circulantes elevados de IL-10 en el grupo
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de pacientes que evolucionaron desfavorablemente, lo que podria explicar
los niveles mas bajos de MMP-9 y elevados de TIMP-1 encontrados en el

grupo de pacientes no supervivientes al cuadro séptico.

5. Coagulacion y Marcadores Proteoliticos

Comparamos parametros de coagulacién: numero de plaquetas,
INR y aPTT en los tres momentos del estudio, entre supervivientes y
fallecidos.

Encontramos diferencias significativas en las determinaciones de
marcadores de coagulopatia (trombopenia y aPTT alargado) entre los dos
grupos de pacientes.

Comparamos los tres marcadores de coagulopatia con los niveles
circulantes de MMP-9, MMP-10, TIMP-1 y ratio MMP-9/TIMP-1,
encontrando que existia una correlacién positiva entre la cifra de
plaquetas y los niveles de MMP-9, correlacion que se mantenia a lo largo
de la evolucién. Por su parte pudimos encontrar una correlacion negativa
entre la cifra de plaquetas y los niveles de MMP-10 y ratio MMP-9/TIMP-1.

Las trombopenia es una de las alteraciones mas precoces y
significativas de todas las que se producen durante el estado séptico, y es
un buen predictor de mortalidad en los pacientes criticos*”. La causa
fundamental por la que se produce la trombopenia en la sepsis es la

destruccion del espacio microvascular y el secuestro de plaguetas en
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diferentes 6rganos, sobre todo en higado, pulmén y especialmente en el
intestino® , ademas de por causas autoinmunes, hemofagocitosis y
disminucion de su produccion en la médula 6sea®™*.

Debido al papel que juegan las MMPs en la proteolisis de la
membrana basal, y a que uno de los mecanismos por los que se produce
trombopenia en la sepsis es la adhesion plaquetaria al endotelio no

374,375

integro , resultando ser la MMP-9 un importante inhibidor de la

agregacion plaquetaria®’®3""

, Yy dado que en la sepsis este es el origen de
la coagulacion intravascular diseminada que conlleva el fallo organico,
podemos explicar los hallazgos encontrados en nuestro estudio, de forma
que los pacientes mas graves, y por lo tanto que mas fallecieron tuvieron
niveles séricos mas bajos de MMP-9 que los que sobrevivieron, y ademas
también tuvieron menos contaje de plaquetas. También esta descrito en la
literatura el papel que la MMP-9 juega en la produccion de las plaquetas a
nivel medular’’®, otro de los mecanismos por los que en la sepsis se
produce trombopenia.

Pero ademas, nosotros encontramos que los niveles de TIMP-1
estaban mas elevados en los pacientes que evolucionaron
desfavorablemente, y los niveles de TIMP-1 se correlacionaron
negativamente con la cifra de plaquetas.

Asi mismo encontramos una correlacion negativa entre aPTT y

ratio MMP-9/TIMP-1, de forma que los pacientes que fallecieron tenian
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cifras mas alargadas de aPTT, a la vez que menores niveles séricos de

MMP-9 y niveles mas elevados de TIMP-1.

6. Fibrinolisis y Marcadores Proteoliticos

Debido al importante papel que juega en la respuesta anfibrinolitica
asociada con la sepsis el PAI-1, a que en estudios previos se ha
reportado que los niveles de PAI-1 se asociaron con la morbilidad y la

mortalidad del proceso séptico 3783

, Y a que existen reportados en la
literatura estudios que muestran una asociacién entre los niveles de
TIMP-1 y PAI-1 ** decidimos tambien medir los niveles circulantes de
PAI-1 en nuestros pacientes sépticos, encontrando diferencias
significativas entre supervivientes y no supervivientes.

Tras la induccidn de la sepsis se produce una respuesta de
liberacion de activador tisular del plasminégeno (t-PA) y agotada ésta, una
liberacion progresiva de inhibidor tisular del plasminégeno (PAI-1), que
lleva a un estado de bloqueo de la fibrinolisis, responsable de la

perpetuacion de la CID que se produce en el estado séptico'>""*, que se

asocia con la disfucién organica y con la gravedad de la sepsis'™""®.

En algunos estudios se ha podido constatar el papel que ejercen
los inhibidores de las MMPs (TIMP-1 y TIMP-2) en la hemostasia,
encontrandose una correlacion positiva entre niveles de fibrinégeno y PAI-

1y niveles séricos de TIMP-1%%2,
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Los pacientes que fallecieron presentaron niveles superiores de
PAI-1 en los dias 1, 4 y 8. Por lo tanto, el aumento mantenido de los
niveles circulantes de TIMP-1 que hemos encontrado en los pacientes
fallecidos respecto a los supervivientes podria ser debido a unos mayores
niveles de PAI-1, que favoreceria el desarrollo de trombosis vascular
generalizada, disfuncion multiorganica y fallecimiento de los pacientes

sépticos.

7. MMPs y Prediccién de Mortalidad

Cuando llevamos cabo el analisis ROC para cuantificar la bondad
de nuestras variables como predictoras de mortalidad, encontramos que
el TIMP-1 en los dias 1 y 4 era un buen predictor de mortalidad, y su
capacidad predictiva no era diferente a la de otros predictores de
mortalidad clasicos (como la puntuacion del SOFA vy los niveles de acido
lactico) >383:367,

En cuanto al el cociente MMP-9/TIMP-1 en los dias 1, 4 y 8
encontramos tras el analisis ROC que también era tan buen predictor de

mortalidad como los predictores clasicos (SOFA score y los niveles de

acido lactico) .

8. MMPs como factor independiente asociado a Mortalidad
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Tras analizar los datos obtenidos en este estudio podemos
destacar otro aspecto que no hemos encontrado descrito hasta el el
momento en la literatura, como es el que, en nuestro trabajo, los niveles
circulantes de TIMP-1 se asociaban de forma independiente con la
mortalidad en los pacientes con sepsis grave, aunque este ihibidor de las
metaloproteasas ya habia sido descrito como factor independiente
asociado a la mortalidad en el paciente con cardiopatia isquémica®*.

Es posible que la explicacion a que también en los pacientes con
cardiopatia isquémica el TIMP-1 se asocie de forma independiente con la
mortalidad, como en los enfermos con sepsis grave, pueda encontrarse
en la relacién existente en entre PAI-1 y TIMP-1°%*, ya que también en la
cardiopatia isquémica se ha encontrado una correlacién positiva entre
ambos marcadores, fruto del estado procoagulante y antifibrinolitico que

también se asocia con la cardiopatia isquémica.

9. MMPs y Supervivencia a los 30 dias en Sepsis Grave

Al interpretar los resultados de la curva de supervivencia podemos
establecer que los pacientes que presentaban al ingreso unos niveles
circulantes de TIMP-1 = 531ng/ml presentaban menos dias de
supervivencia durante los primeros 30 dias que los pacientes con niveles
inferiores, esta dato tampoco ha sido descrito hasta el momento en a

literatura.
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10. MMPs en sepsis: proteolisis, inflamacién y coagulacién

Las MMPs son una familia de endoproteasas zinc-dependientes

121,385-387

que degradan la matriz extracelular , y forman parte en la

reparacion epitelial y en el control de la actividad de las citocinas®°. Su
actividad es regulada por especificos inhibidores tisulares de las
metaloproteasas 941,

Hasta el momento actual, las MMPs han sido estudiadas en

procesos fisioldgicos'®®, tales como la ovulacion'®, el crecimiento y

127 128

diferenciacion embrionaria’“’, la invasién del trofoblasto'“®, la involucién

129

uterina tras el parto'®®, la remodelacion mamaria en la lactancia™®, el

crecimiento y la remodelacion 6sea'™’, asi como en el desarrollo de

133 los

algunos 6rganos como son las glandulas salivares'? y mamarias
gérmenes dentales'*, y los ovarios'*,

También podemos encontrar en la literatura numerosos estudios
que demuestran el papel que las MMPs de la matriz juegan en algunos
procesos patolégicos, como en el crecimiento, agresividad y poder
metastatico de algunos tumores, en la arterioesclerosis y otras

enfermedades cardiovasculares, en la artritis y osteoartritis, en el asma y

la enfermedad pulmonar obstructiva cronica, o en la enfermedad
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vasculitica primaria (Kawasaki, Wegener, Takayasu y arteritis de células
gigantes), entre otras'?.

Se ha estudiado la implicacién de las MMPs en algunos procesos
infecciosos como en la tuberculosis, patologia en la que la expresion de
MMP-9 parecen jugar un papel determinante en formacion de cavernas, y
con ello en la transmisién de la enfermedad®*®, asi como en la extension
de la enfermedad desde el pulmén a otros organos>° y en la mortalidad®"
de la infeccidn tuberculosa.

También en algunas enfermedades viricas se han podido
relacionar los niveles séricos de algunas MMPs y en concreto también la
MMP-9, con la ruptura de la integridad de la barrera hematoencefalica y
todas las consecuencias que de ello se derivan®?>3%,

Sin embargo, hay pocos trabajos en la literatura que analicen la
influencia de las MMPs de la matriz y sus inhibidores en la sepsis, y su
papel hasta el momento permanece sin determinar.

Los resultados de algunos trabajos hasta ahora publicados
apuntan el papel que desempefian las MMPs en el reclutamiento de los
leucocitos desde el torrente sanguineo hacia el lugar de la infeccion. La
migracion de las células inmunitarias desde el torrente sanguineo hacia el
foco de inflamacion requiere la proteolisis de la membrana basal de los
vasos sanguineos, tal y como se ha descrito in vitro y en modelos

animales?86-28°,

187



MMP-9 y TIMP-1 Marcadores Pronéstico en Sepsis Discusion

Las MMPs juegan también su papel en la respuesta inflamatoria
ya que participan como moduladoras y ademas son moduladas por
citocinas. Las MMPs promueven la liberacion de TNF-a, activan la pro-
interleucina 1-p, intervienen en la fragmentacién de la interleucina 1-

para su activacion y en convertir la IL-8 en un fragmento 10 veces mas

|308-311

activo que la molécula inicia . Pero a su vez las citocinas modulan la

319,320

expresion de las MMPs . Las MMPs son secretadas en respuesta a

citocinas tal y como el TNF-a y la IL-18, y se regulan negativamente por
citocinas como el INF-y, IL-4, e IL-10. Los esteroides, la progesterona y
las retinoides también producen esta regulacién negativa de las MMPs.
Finalmente, el balance MMPs/TIMPs también puede modular la respuesta
protrombatica/antifibrinolitica de la sepsis 337,

En estudios llevados a cabo en voluntarios sanos se ha podido

9 159

demostrar que la endotoxemia conlleva una liberacion de MMP- y en

pacientes con shock séptico la utilizacion de hemcdfiltracién con filtros de
Polimixina B que absorben las endotoxinas produce a su vez una

9 "% A su vez en

disminucién en los niveles plasmaticos de MMP-
estudios experimentales en ratones se ha podido comprobar que la
administracion de endotoxemia conlleva una liberacion de MMP-9 y como
consecuencia un shock inducido en ratones, y que en ratones con déficit
de MMP-9 al administrar endotoxina no se produce 3°.

La relacion entre coagulacién e inflamacién en la sepsis es

388-389

ampliamente conocida y es posible que, MMPs/TIMPs puedan
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también jugar su papel en la respuesta del sistema de coagulacion y
fibrinolisis en la sepsis, como asi se puede entender en estudios en los
que se ha explorado la capacidad de la MMP-9 para inhibir la agregacion

plaquetarig®76.377:380.381

, asi como la correlacion encontrada entre TIMP-1 y
PAI-1%%2,

Todo indica que la sepsis es un proceso clinico complejo en el que
se ven implicadas respuesta inflamatoria y coagulacién. Los mediadores
inflamatorios activan la coagulacién y a su vez, la coagulacion produce la
activacién del sistema inflamatorio. Las correlaciones observadas entre
los marcadores proteoliticos, inflamatorios y de la coagulacién soportan la
hipétesis de la relacion de estos mecanismos en la respuesta del
huesped.

Una ratio mas baja MMP-9/TIMP-1 y niveles mas elevados de
MMP-10 en no supervivientes con respecto a supervivientes como hemos
encontrado en este estudio puede estar asociada con un estado de mayor
inflamacion, protrombosis 'y antifibrinolisis, responsable de Ia

microtrombosis capilar, fallo multiorganico y como consecuencia,

mortalidad.

11. Implicaciones Terapéuticas

La Doxiciclina tiene efectos antinflamatorios independientemente

de su actividad como antimicrobiano, y sus propiedades como inhibidor
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de las MMPs esta bien documentado en la literatura, y posiblemente esté
relacionado con el efecto que las doxiciclina produce sobre el sistema
plasminégeno/plasmina.

Se ha estudiado de forma experimental el papel que las MMPs
ejercen sobre la pared endotelial en la respuesta la administracién de
endotoxinas, y el papel que el endotelio juega en la hiporeactividad
vascular a la administracion de vasoconstrictores en el shock séptico, que
puede ser modulado con la administracion de doxiciclina®®'%,

También hemos encontrados trabajos en la literatura en los que se
estudia el papel de las MMPs en la disfucion miocardica en al sepsis
grave/shock séptico, en los que se ha visto el aumento de la expresion de
MMP-9 en los animales que presentaban disfuncién miocardica asociada
a la sepsis, y su modulacion tras la administracién de doxiciclina®®.

Los bifosfonatos y las estatinas también son agentes terapéuticos
que parecen haber demostrado su efecto sobre la expresién de MMPs>%
%02 vero hasta el momento no hemos encontrado en la literatura estudios
sobre su utilizacidon en pacientes con sepsis.

Por otra parte, el desarrollo de moduladores especificos de la
actividad MMP/TIMP?#42483%3% = han  sido estudiados de forma
experimental en patologia tumoral, remodelacion cardiaca o pulmonar, y
podrian ser utilizados como una nueva clase de farmacos para el

tratamiento de la sepsis grave, sin embargo hasta el momento no hemos

encontrado tampoco en la literatura estudios experimentales en sepsis.
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Pocos son los estudios que hemos encontrado en la literatura que
valoran la evolucidon de la sepsis grave con la administracion de

moduladores de las MMPg39°400-378:379

En un estudio llevado a cabo por Zhu y col >’

se observo que la
administracién intraperitoneal de espermina en ratones sépticos se asocio
a una reduccion de los niveles de TIMP-1 en liquido peritoneal y en suero,
y de la mortalidad.

Otro estudio llevado a cabo por Ho y col 3"

, la administracion
intravenosa de acido sialico en ratas sépticas se asocid con una
disminucién de los niveles sanguineos de TIMP-1 y con la correccién de

la hipotension.

12. Limitaciones de este estudio

Mientras la fortaleza de nuestro estudio fué el relativamente amplio
tamafno muestral, algunas limitaciones deben ser reconocidas.

Primera, la gran variabilidad en los niveles circulantes de los
biomarcadores entre los pacientes, como se deduce de los grandes
rangos intercuartiles de los biomarcadores.

Segunda, la variacién circadiana de los niveles circulantes de
MMPs and TIMP-1 no fue analizada y podria explorarse en proximos

estudios.
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Tercera, no se analizaron marcadores especificos de coagulacion y
fibrinolisis para poder establecer su asociacion con la actividad de las
MMPs.

Finalmente, la determinacién de otras MMPs/TIMPs podria ser
deseable para analizar mejor la relacién entre las MMPs/TIMPs y la

respuesta inflamatoria y protrombdtica de estos pacientes.

192



MMP-9 y TIMP-1 Marcadores Pronéstico en Sepsis Conclusiones

V. Conclusiones
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1. Los pacientes sépticos presentaron niveles mas elevados de
MMP-10 y TIMP-1, y menor ratio MMP-9/TIMP-1, MMP-10/TIMP-1 con
respecto a controles sanos.

2. Los pacientes sépticos que fallecieron presentaron de forma
mantenida mayores niveles circulantes de TIMP-1, menores niveles de
MMP-9, y menor cociente MMP-9/TIMP-1 en comparacién con los
pacientes supervivientes.

3. Los pacientes sépticos que fallecieron presentaron de forma
mantenida niveles séricos de MMP-10 significativamente mas elevados
que los pacientes supervivientes.

4. Los pacientes sépticos que fallecieron tuvieron niveles séricos
sostenidos a lo largo de la primera semana de evolucién mas elevados de
IL-10 que los pacientes que sobrevivieron, y se correlacionaron
positivamente con los niveles séricos de TIMP-1.

5. Encontramos niveles séricos mas elevados de PAI-1 en los
pacientes que fallecieron como consecuencia de la sepsis grave, niveles
que se mantuvieron elevados a lo largo de la primera semana de
evolucion; ademas los niveles séricos de PAI-1 se correlacionaron de
forma positiva con los niveles de TIMP-1.

6. Los niveles circulantes de MMP-9, MMP-10 y TIMP-1 se
correlacionaron de forma mantenida con otros marcadores de gravedad
de la sepsis (como puntuacion del SOFA, niveles de &cido lactico,

parametros de coagulopatia y niveles de mediadores inflamatorios).
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7. Los niveles circulantes de TIMP-1 se asocian de forma
independiente con la mortalidad y podrian ser utilizados como un nuevo
marcador prondéstico de gravedad y mortalidad en los pacientes sépticos.

8. Existe una relacion entre niveles séricos de TIMP-1 elevados y
estado procoagulante/antifibrinolitico y mortalidad en la sepsis grave.

9. Creemos que en el futuro la modulacion terapéutica de la
expresion de MMPs/TIMPs podria mejorar el prondstico de los pacientes

con sepsis grave.
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APACHE II (escala de gravedad)
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Frecuencia respiratona (no o5 < 15.34 2.2 X g -5
ventlado o ventiado) =50 3549 253 12.24 1011 6-9 =5
Oxigenacion : Elegiraob
a1 F102:0,5darPA-a 02 | =500 | 350-499 | 200-349 <200
b. 51 Fi02 < 0.5 dar Pa02 =10 61.70 55-60 =55
e Pekdd) 217 | 7673 75750 | 133749 12593 | 71594 | <15
mE =52 41.519 32409 22319 18:219 15-179 <15

g1

Sodio Sénco (mEqg/l) =180 | 160-179 | 155-139 | 150-154 130-149 120-129 111-119 = 110
Potasio Sénco (mEg/) =7 6-69 5559 3354 334 2,52, =15
Creatinina serica (mg/dl)
Doble punfuacionen case de | =3.5 234 1.5-19 06-14 =06
fallo renal agudo
Hematocenito (%) =60 50-39.9 46-49.9 30-45.9 20-299 =20
Levcocitos (Toul/mmien | 20399 | 15199 | 3149 129 1
miles) -
Escala de Glasgow
Puntuacion=13-Glasgow
actual
A APS (Acute Physiology Score) Total: Suma de las 12 variables individuales
B. Puntuacion por edad (= 44 = 0 punto: 43-34 =2 puntos; 53-64 =3 puntos; 63-74 =3 punfos: =75 = 6 puntes )
C. Puntuacion por enfermedad cronica (5 puntos en postcirugia urgente 0 no quinirgicos; y 2 puntos en postcirugia electiva)
Puntuacién APACHE IT (Suma de A+B+()

DEFINICIONES de enfermedad cronica

Higado: Cirrosis (con biopsia), hipertension portal comprobada,
antecedentes de hemorragia gastrointestinal alta debida a HTA portal o episodios
previos de fallo hepatico, encefalohepatopatia, o coma.

Cardiovascular: Clase IV segun la New York Heart Association

Respiratorio: Enfermedad restrictiva, obstructiva o vascular que obligue a
restringir el ejercicio, como por ej. incapacidad para subir escaleras o realizar
tareas domésticas; o hipoxia cronica probada, hipercapnia, policitemia secundaria,
hipertensién pulmonar severa (>40 mmHg), o dependencia respiratoria.

Renal: Hemodializados.

Inmunocomprometidos: que el paciente haya recibido terapia que suprima
la resistencia a la infeccion (por ejemplo inmunosupresién, quimioterapia,
radiacion, tratamiento cronico o altas dosis recientes de esteroides, o0 que padezca
una enfermedad suficientemente avanzada para inmunodeprimir como por ej.

leucemia, linfoma, SIDA)
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MMP-9 y TIMP-1 Marcadores Pronéstico en Sepsis Anexos
Escala SOFA de fallo organico

Sistema orgamico Opuntos | lpunmos | 2 punfos 3 puntos 4 puntos
Respinatorio: relacion PO, 'F, 0, =400 =400 <300 =200 =100

Con soporte Con soporte
Hematologico: Plaquetas’ mnr’ >130000 | 150000 | =100000 =50000 = 20000
Heptico: Bilimubina en mg / <11 12-19 | 20-39 60-119 =119
ommol] =20 0-1 3-101 102-204 =204
Cardiovascular: Hipotension NO MAP=T7) | Dopaz3 Dopa=3 Dapa=13

0 Dobutamma | Epmefrma =(.1 Epmefima = .1

Norepinefrina < 0.1 | Norepinefrima = (.1
Neurologico: Escala de Glasgow 15 13-4 10-12 6-9 <6
Renal: Creatinna en mg/dl 12 12-19 [ 20-34 15-49 =)
ommal /1 =110 10170 | 171-299 300-440 =440
0 diurests en litros/dia =031/ dia <(.71 /dia
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Abreviaturas

AA - Acido araquidoénico

ACCP - American College of Chest Physicians
ADAM y ADAMTS - Adamalisinas

AMPc - 3’, 5’-adenosin monofosfato ciclico

aPTT — Tiempo Parcial de tromboplastina activada
ATIII - antitrombina llI

BFGF - Factor basico de crecimiento de fibroblastos
BPI - Bactericidal permeability increasing protein
CARS - Sindrome de respuesta antiinflamatoria compensadora
CD4+ - Linfocitos T4

CDA45PA - Células con memoria inmunitaria

CD8+ - Células T8

CID - Coagulacioén intravascular diseminada

EDHF - Factor hiperpolarizante derivado del endotelio
ELAM - Moléculas de adhesion endotelial de leucocitos
EPOC - Enfermedad pulmonar obstructiva cronica
ERO - especies reactivas de oxigeno

ET - Endotelinas

FiO2 — Fraccion inspirada de oxigeno

FT - Factor tisular

HDL - Lipoproteinas de alta intensidad

HIV — Virus de la Inmunodeficiencia Humana

HPS - Inhibidores del crecimiento como heparinoides
HTLV - Virus linfotrépico humano

IAM - Infarto agudo de miocardio

ICAM - Moléculas de adhesion intercelular

IECA - Inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina
IFN-y - Interferon-y

IGF-1 - Factor-1 de crecimiento

IKK - Inhibitor KB cinasa

IL - Interleucina

IL-1ra - Receptor antagonista de la IL-1

INR — Ratio Internacional normalizada

IRAK - IL-1 receptor-associated kinase

LAK - Linfocitos asesinos activados por linfocinas
LBP — Lipoproteina unida a polisacarido

LCR — Liquido Cefalorraquideo

LPS — Lipopolisacarido

MAL - MyD88 adaptador like proteina

MAP3K —Protein cinasa mitogénica activada

MEC - Matriz extracelular

MHC - Complejo mayor de histocompatibilidad

MMP - Metaloproteasas de la Matriz

MSR - Macrophage scavenger receptor

MyD88 - Myeloid differentiation protein 88

NF-k B - Factor nuclear kappa-B

NK - Células asesinas naturales

NOD - Nucleotide binding oligomerization domain
ON - 6xido nitrico
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Abreviaturas

PAF - Factor activador de las plaquetas

PAI — Inhibidor del activador tisular del Plasminégeno
PAI-1 - Inhibidor tisular del plasminégeno

PaO2 — Presion arterial de oxigeno

PCR - proteina C reactiva

PDGEF - Factor de crecimiento derivado de las plaquetas
PGH2 - Prostaglandina H2

PGI2 - Prostaciclina

PMN - Polimorfonucleares

SCCM - Society of Critical Care Medicine

SDRA - Sindrome de Distress Respiratorio del Adulto
SPEA — Exotoxina A pirogénica del Estreptococo
SRAC - Sindrome de respuesta antiinflamatoria compensatoria
SRIS - Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica
SvcO02 - Saturacion central venosa mixta

TAFI - Inhibidor de la fribrindlisis activado por la trombina
TAM — Presion arterial media

TAS — Presién arterial sistélica

TAT - Complejo trombina-AT Il

TF - Factor tisular o tromboplastina

TFPI - Factor inhibidor del factor tisular

TGF - Factor transformador de tejidos

TGF-B - Factor transformador del crecimiento beta
TIMP - Inhibidor Tisular de Metaloproteasas de la Matriz
TIR - Toll/IL-1 receptor homology domain

TIRAP - TIR domain containing adapter proteina

TNF - Factor de necrosis tumoral

Tollip - Toll-intercating proteina

tPA — Activador tisular del Plasmindégeno

TRAF®6 - Tumor necrosis factor receptor-associated factor-6
TRL - Receptores Toll-like

TXA2 - Tromboxano A2

VCAM - Moléculas de adhesion vascular

ZmpC - zinc metaloproteasa
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