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4 _INTRODUCCION 2

1.1 ANTECEDENTES HISTORICOS DEL FALLO ORGANICO MULTIPLE (FOM).

El desarrollc de modernas tecnologias para el tratamiento

de pacientes graves ha determinado, a la vez que un aumento de

su supervivencia, una nueva valoracidn de patologfas consideradas
anteriormente como entidades clinicas aisladas e independientes.
El avance en nuestro conociriento sobre la fisiopatologia,
diagnéstico y tratamiento en este tipo de pacientes, tiene como
consecuencia la aparicién de nuevos problemas que aumentan
progresivamente segiin se prolonga la vida del enfermo, del mismo
modo que ensombrecen su pronéstico.

A lo largo de la Historia de la Medicina, los logros
alcanzados en el tratamiento y atencién de las victimas de
traumatismos o enfermedades graves han progresado en forma de
saltos cudnticos cada vez que se identificaban y comprendian las
causas que provocaban su muerte y se desarrollaban las medidas
terapéuticas oportunas para cada una de ellas. Paradéjicamente,
estos progresos en el diagnéstico y tratamiento de este tipoc de
pacientes se deben en gran manera a las demandas de las guerras.

Durante la I Guerra Mundial las transfusiones sanguineas
fueron una de las principales armas terapéuticas al realizarse
por primera vez de forma masiva (Wangensteen y Wangensteen,
1979), perc no fue hasta 1930 cuando se establecié la relacién
causa-efecto entre la pérdida de sangre y las manifestaciones
clinico-patolégicas del shock hipoveolémico posthemorrdgico
(Blalock, 1230). A lo largo de la II Guerra Mundial se hicieron

patentes tanto la disfuncién hepdtica (Bywaters, 1946) como la
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4 _INTRODUCCION 3

renal (Bywaters, 1941), ambas provocadas por la hipovolemia y la

lesion tisular. La mortalidad por trauma bélico disminuyé de

forma espectacular durante la Guerra de (Corea, en la que se
produjeron grandes avances en las medidas de reanimacién precoz
y mejoras del transporte de los pacientes lesionados,
convirtiendose la insuficiencia renal en la principal causa de
muerte de aquellos enfermos que en un principioc se habia
practicado con éxito las oportunas medidas de resucitacidn precoz
(Deitch, 1992; Marshall y Meakins, 1591). La fisiopatologia de
la insuficiencia renal post-traumdtica se convirtié, desde ese
momento, en ftoco de estudio e investigacién experimental. Fruto
de esas investigaciones, se descubrié que el fracaso renal en
pacientes traumatizadcs podfa ser prevenido mediante la infusién
de soluciones cristaloides durante la resucitacibén, ya que
permitian mantener un volumen intravascular circulante efectivo
y de esta forma una perfusién renal adecuada (Deitch, 1992). La
frecuencia de esta patologia descendié en el transcursc de la
Guerra del Vietnam, gracias al mejor conocimiento sobre su
fisiopatologia, a la utilizacién de volumen como principal medida
de reanimacién y al uso de modernos sistemas de transporte, a la
vez que mejoré su pronbéstico debido a la puesta en practica de
nuevas modalidades de didlisis como medida terapéutica (Deitch,
1992; Marshall y Meakins, 1991). A partir de ese momento, comenzé
a adquirir protagonismo en este tipo de pacientes la
insuficiencia respiratoria postraumitica, erigiendose como
principal reto por resolver en el enfermo quiridrgico (Ashbaugh

et al., 1967; Marshall y Meakins, 1991). Nuevos problemas
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surgieron durante la década de los afioe 60. Por un lado,

comenzaron & describirse en pacientes quirldrgicos en estado
critico alteraciones derivadas del fracaso hematoldgico,
representadas principalmente por el sindrome de coagulacidn
intravascular diseminada (CID), y las hemorragias
gastrointestinales provocadas por estrés (Burke et al., 1967;
Marshall y Meakins, 1991), y por otro lado, con el advenimiento
de potentes terapias antibiéticas dirigidas fundamentalmente
contra gérmenes Gram positivos, se evidencié un cambio en la
etiologia bacteriana de las infecciones letales de los pacientes
en unidades de cuidados intensivos, siendo reemplazados los
gérmenes cldsicos hasta entonces responsables de este tipo de
sepsis (neumococos y estreptococos) por bacterias Gram negativas
(Altemeier et al., 1967; Carrico et al., 1986; Marshall y
Meakins, 1991). El shock séptico por gérmenes Gram negativos se
convirtié en una de las causas mis frecuentes de mortalidad de
los enfermos quiridrgicos ingresados en las unidades de cuidados
intensivos, siendo el paradigma para el estudio de los efectos
sistémicos de la bacteriemia Gram negativa, lo que proporcioné
grandes avances en el conocimiento sobre el tratamiento de apoyo
y mantenimiento de las funciones hemodindmicas en este tipo de
enfermos.

Esta cadencia de hechos demuestra cémo segin se prolonga en
el tiempo la vida del paciente critico gracias a la aparicidn
progresiva de modernas técnicas de reanimacién y tratamiento de

apoyo de sus funciones biolégicas, que a la vez nos facilitan el

estudio y conocimiento de la fisiopatologia del 6rgano o sistema
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alterado, permiten la presentacién de nuevos cuadros clinicos

provocados por el fracaso de un nuevo 6rgano que, aparentemente,
no muestra relacién con la patologia primaria que origina su
estadc de gravedad.

Sin embargo, a pesar de los importantes logros alcanzados
por la medicina a lo largec de los afios sobre el conocimiento de
la fisiopatologia, diagnéstico y tratamiento de este complejo
cuadro clinico, el FOM continida siendo la primera causa de muerte
de los pacientes graves ingresados en las unidades de cuidados

intensivos (Deitch, 1992; Goris et al., 1985; Goris, 15990).
1.2 DEFINICION Y CONCZPTO DEL FALLO ORGANICO MULTIPLE (FOM).

A principios de la década de los afos 70 se hicieron las
primeras descripciones clinicas del fracaso progresive de
miltiples sistemas orgdnicos comd desenlace comin de los
pacientes quiridrgicos en estado critico (Tilney et al., 1973),
pero no fue hasta 1975 cuando Baue definié a este sindrome en
evolucién como "fallo de sistemas miltiples, secuencial o
progresivo" (Baue, 1975) y Fry, en 1980, estableci6 su letalidad
y estrecha correlacién con la presencia de infecciones no
controladas (Fry et al., 1980).

Surge asi el concepto de Fallo Orgdnico Miltiple (FOM), cuya

caracteristica fundamental es el deterioro progresivo de las

funciones fisioldégicas de 6rganos y sistemas que se encuentran
distantes del lugar donde se sitia la patologia primaria, en un

proceso cuya gravedad varia desde la disfuncidén subclinica del
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6rgano hasta su insuficiencia franca e irreversible (Marshall y

Meakins, 1991). Debemos considerar por tanto a estos enfermos
como afectados por un proceso pluripatolégico que es el que
determina su estado de gravedad, consecuencia de la disfuncidn
simultdnea y progresiva de varios Organos y provocada por
distintas etiologias que en un principioc no guardan relacién con
el sindrome clinico en desarrollo.

El FOM es un proceso agudo, dindmico, progresivo y
potencialmente reversible, en el cual distintas causas como
infecciones graves, enfermos trasplantados, quemaduras extensas,
politraumatismos, cirugias importantes, etc, actdan sobre un
mecanismo gatillo comin que desencadena un fallo secuencial de
los distintos sistemas, agravdndose el pronéstico del paciente
segin tenga un mayor nimero de &érganos alterados (Marshall y

Meakins, 1991).

1.3 MANIFESTACIONES CLINICAS Y PRONOSTICO DEL FOM.

Independientemente de la causa responsable del inicio de la

cascada de acontecimientos que desencadenan el FOM, este

sindrome, una vez establecido, sigue por lo general un curso
predecible, comenzando por el fallo pulmonar al que le sigue, y
por este orden, el fracaso hepdtico, intestinal y renal. El fallo
hematolégico y el miocdrdico suelen ser manifestaciones tardias
del FOM, mientras que las alteraciones del sistema nervioso
central son mids variables en su momento de presentacién, pudiendo

aparecer tanto al inicio del cuadro clinicoc como en fases mas
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avanzadas, cuando ya existen alteraciones de varios O6rganos

(Deitch, 1992).

Este seria el patrén cldsico del desarrollo secuencial del
FOM, sin embargo, esta secuencia puede verse modificada por la
presencia de enfermedades o alteraciones orgdnicas previas o por
la naturaleza de la causa desencadenante del cuadro clinico. Asi,
el fallo hepdtico o miocdrdicc puede ser la primera manifestacioén
del sindrome en aquellos pacientes con cirrosis o cardiopatia
previa, o la insuficiencia renal puede preceder incluso al
fracaso del sistema respiratorio en aquellos casos en los que un
pac.ente haya estado sometido a periodos prolongados de shock,

lo gue indica que la secuencia del fracaso orgdnico puede verse

influenciada por la presencia de patologias previas y/o por la

reserva fisiolbgica del propio medio interno (Deitch, 1992).

De la misma manera, variaciones en la secuencia de
presentacién del fracaso de los distintos 6rganos puede servir
de orientacién sobre la etiologia de la causa desencadenante. Por
ejemplo, en un FOM establecido en un paciente grave con cuadro
clinico de sepsis, es mucho mis probable que una infeccién
intrabdominal sea la causa del mismo cuando el sindrome séptico
precede al fracaso pulmonar que si éste se desarrolla previamente
a la sepsis (Baue, 1975; Fry, 1980).

Para llegar al diagnéstico de FOM hay que establecer
previamente los criterios de disfuncién o fracaso de cada 6rgano.

Estos criterios pueden variar segiin las series consultadas,
lo gque contribuye a crear todavia m&s confusién en este, ya de

por si, complejo sindrome clinico. Sin embargo, la mayoria de los
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autores concluyen en que el pronéstico del FOM no depende de la

causa gque inicié el proceso o de la alteracidén de un Srgano en
concreto, sino del nimero de sistemas que estén fracasando en un
momento dado y de la duracién de esta situacién (Carrico et al.,
1986; Deitch, 1992; Goris et al., 1985; Marshall y Meakins, 1991;
William et al., 1985).

1.3.1 Criterios de Disfuncién/Fracaso Orgé&nico

Los criterios mds utilizados actualmente para valorar el
estado funcional de cada 6rgano en los pacientes en estado
critico se resumen de forma esquemitica en ia tabla 1 (Carrico

et al., 1986; Deitch, 1992; Goris et al., 1985; Knaus et al.,

1985; Marshall et al., 1988; Marshall y Meakins, 1991).

Se especifican aquellos criterios y pardmetros aplicados a
cada 6rganc y sistema, segin los cuales se considera que dicho
érgano se encuentra en un estado de disfuncién discreta o grave.

Como se ha comentado anteriormente, los pardmetros
utilizados para evaluar el estado funcional de cada érgano o
sistema en concreto pueden variar segin los autores consultados.
Sin embargo, al considerar al FOM como la consecuencia de la
alteracién funcional de miltiples sistemas, las discrepancias con
respecto a la evaluacién de la funcién de un érgano en particular
no suelen influir en la valoracién global del estado del
paciente, puesto que éste dependerd del mayocr o menor niimero de

6érganos que se encuentren alterados.
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Tabla 1

Criterios de Disfuncién/Fracaso Orgdnico

Sistema

Disfuncién Discreta

Disfuncién Grave

Respiratorio

Hepético

Gastrointestinal

Cardiovascular

Nerviose Central

Hematoldgico

Endocrino

Inmunolégico

Cicatrizacién de

las heridas

Aipoxia que requiere
ventilacién asistida
por al menos 3-5 dias.

Oliguria<479 mL/24 hr,
aumento de creatinina
(>2-3 mg/dL).

Bilirrubina >2-3 mgldL
o disminucién de albi-
mina en suero.

Ileo con intolerancia &
la nutricién enteral >5
dias.

Taquicardias supraven-
triculares, edema, des-
censco de la fraccién de
eyeccidn.

Confusién, desorienta-

cién.

Trombocitopenia, ascen-
so PT y PTT>25%.

Hiperglucemia.

Alteracién en la res-
puesta a las pruebas
cutdneas de hipersensi-
bilidad retardada.

Alteracién en la forma-
cisn de tejido de
granulacién.

ARDS progresivo que re-
quiere PEEP>10 cm H,0 o
FI0,>0,50.

Necesidad de didlisis.

Ictericia franca con
bilirrubina >8& mg/dL.

Hemorragia por estrés
que requiera transfu-
sién. Colecistitis
acalculosa.

Fallo ventricular dere-
cho o biventricular,
respuesta  ionotrdpica
negativa.

Coma progresivo.

Trombocitopenia grave,
CID.

Requerimientos altos de
insulina.

Infecciones
tes.

recurren-

Ulceras por dectbito,

dehiscencia de heridas.
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1.3.2 Manifestaciones Clinicas y Estadios del FOM.

Por la propia definicién de FOM, la evaluacién de la
alteracién por separado de distintos sistemas no sirve para hacer
una valoracién global del estado clinico del paciente. MAs que
de un simple Srgano en concreto, se necesita describir de forma
conjunta y en un momento dado la funcionalidad de todos los
sistemas orgdnicos y los cambios que acontecen en los mismos con

el paso del tiempo, asi como las manifestaciones clinicas

derivadas del fracasc de cada uno de ellos. Segin los cambios que

se produzcan en el estado funcional de los distintos sistemas a
través del tiempo, se puede clasificar el FOM por estadios, cada
uno de los cuales es fruto de la valoracidn conjunta de la
funcionalidad de todos los sistemas orgdnicos en un momentc daco.
Estos estadios se pueden dividir en 4 (Carrico et al., 1986), que
van progresando desde la minima disfuncién sin manifestaciones
clinicas aparentes, hasta el fracaso irreversible manifestado

clinicamente por la extrema gravedad del paciente.

Estadic 1

Aspecto general No signos obvios

Funcién cardiovascular Aumento en el requerimiento de volumen
Funcién respiratoria Discreta alcalosis respiratoria
Funcién renal Respuesta limite

Metabolismo Aumento en el requerimiento de insulina
Funcién hepdtica ?

Hematologia : rs

Funcién neurolébgica Estado confusional
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En este estadio el paciente puede aparentar un estado
general normal ante una exploracién fisica grosera. Sin embargo,

una exploracién mds minuciosa nos pondrd4 de manifiesto que sus

regquerimientos de volumen serdn mds altos que lo esperadoc,

presentard una leve taquipnea, su funcidn renal comenzarid a ser
arormal y, en definitiva, se comenzarén a evidenciar alteraciones

en el funcionalismo de 1os demis sistemas.

Estadio 2

Aspecto general "Enfermo", inestable

Funcién cardiovascular Hiperdindmica, volumen-dependiente
Funcidén respiratoria Taquipnea, hipocapnia, hipoxia

Funcidén renal Descenso de respuesta, minima azotemia
Metabolismo Catabolismo severo

Funcién hepédtica Hiperbilirrubinemia sin ictericia
Hematologia Plaquetopenia, leucocitosis, leucopenia
Funcién neurolégica Variable

En este estadio el paciente comienza a sentirse "enfermo"
¥y en el examen detallado de los distintos sistemas se observan

discretas disfunciones que pueden ser detectadas facilmente.

Estadio 3

Aspecto general Muy inestable

Funcién cardiovascular Shock, descenso gasto cardiaco, edema
Funcibén respiratoria Hipoxia severa

Funcién renal Azotemia

Metabolisno Acidosis metabdlica, hiperglucemia
Funcién hepdtica Ictericia clinica

Hematologia Coagulopatia

Funcién neurolégica Alguna respuesta

Alfonso Mansilla Rosellé




4 _INTRODUCCION 12

Cuando el sindrome progresa hasta este estadfo, cualquiera

puede reconocer que el paciente se encuentra en estado grave.

Cada sistema orgdnico presenta evidentes alteraciones clinicas

y precisa algtn tipo de tratamiento de apoyo para mantener Ssu

funcionalismo.

Estadio 4

Aspecto general Estado terminal

Funcién cardiovascular Sobrecarga de volumen, necesidad de
medicacién ionotrdépica

Funcidén respiratoria Hipercapnia

Funcidén renal Oliguria

Metabolismo Acidosis severa

Funcién hepdtica Encefalopatia

Hematologia Coagulopatia, células inmaduras
Funcién neurolégica Coma

En este estadio sobreviene la muerte del paciente por el
fracaso de uno o mi&s de sus sistemas orgdnicos encargados del

mantenimiento de la vida.

Por supuesto esta es una clasificacién que suscita
controversia, ya que generalmente no todos los 6rganos fracasan
a la vez, pudiendo predominar unos sobre otros dependiendo del
proceso inicial, ni describe en profundidad todas las
alteraciones clinicas y fisiopatol6gicas que acontecen en cada
sistema. Sin embargo, teniendo siempre presente las
caracteristicas particulares de cada paciente y la causa que

originé el sindrome de FOM, nos permite, mediante la valoracidn
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de unos pocos pardmetros guia para cada Organo, evaluar en

cualquier momento el funcionalismo global del paciente y, lo que
es mids importante, poder llegar al diagnéstico de FOM en sus
fases iniciales, cuando todavia se pueden adoptar las medidas
terapéuticas oportunas que eviten, er lo posible, su prcgresién

hacia estadios mds avanzados.

1.3.3 Proné6stico del FOM

Desde sus primeras descripciones, hace aproximadamente 20
afios, y pese a los importantes avances en nuestro conocimiento
acumulado a lo largo de estas décadas acerca de su
fisiopatologia, no se han conseguido logros significativos con

respecto al descenso del indice de mortalidad en los pacientes

en los cuales se desarrolla este sindrome (Deicht, 1992).

Se considera actualmente que el sindrome de FOM
desarrolla con una frecuencia que oscila entre el 7 y el 22%
aquellos pacientes sometidos a intervenciones quiriirgicas de
urgencia. Esta frecuencia asciende hasta el 30-50% cuando la
causa de la intervencién quirirgica es un cuadro séptico
intrabdominal (Carrico et al., 1986).

En la mayoria de Unidades de Cuidados Intensivos este
problema estd alcanzando proporciones epidémicas, ya que a pesar
de nuestros esfuerzos en su prevencién y tratamiento el FOM
continda siendo la primera causa de mortalidad en las mismas,
cuya tasa se sitla entre el 30 y el 100% dependiendo del nimero

de 6rganocs afectados y siendo el responsable del 50 al 80% de las
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muertes de todos los pacientes quiridrgicos ingresados en estas

Unidades (Carrico et al., 1986; Deicht, 1992; Goris et al., 1985;
Goris, 1%90).

El pronéstico del FOM se relaciona de forma directa con los
siguientes factores: el nimero de 6rganos alterados, la duraciébn
del fracaso funcional del O6rgano, la edad del paciente, la
presencia de enfermedades crénicas preexistentes y el tipo de
enfermedad que originé el estado de FOM (Deitch, 1992; Goris et

al., 1985; Knaus et al., 1965; Marshall y Meakins, 1991).

En la mayoria de las series consultadas, el nimero de

érganos que se encuentren en estado de fracaso funcional en un
momento dado es el factor mds influyente sobre el pronéstico del
sindrome, por encima de cualquier otra variable (Deitch, 1992;
Fry et al., 1980; Goris et al., 1985; Knaus et al., 1985;
Marshall y Meakins, 1991).

Segin se muestra en la Tabla 2, a mayor nimero de sistemas
con disfuncién los Iindices de mortalidad aumentan de forma

progresiva.

Tabla 2

Nimero de Sistemas con Disfuncién Mortalidad (%)

3
30
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Las combinaciones de insuficiencias de algunos Organos en

concreto influyen sobre el pronéstico de la enfermedad. Se ha
observado que el porcentaje mds alto de mortalidad ocurre cuando
se asocia el fracaso renal con el cardiovascular y digestivo, por
contra la combinacién del fracaso pulmonar con el hepdtico tiene
me jor pronéstico ya que es la que provoca menor letalidad (Goris
et al., 1985).

La duracién del fracaso de cada sistema es otro factor de

vital importancia en el pronéstico del FOM que siempre hay que

valorarlo de forma conjunta con el factor comentado en el
apartado anterior.

La mortalidad es pricticamente del 100% cuando existe
disfuncién de 3 sistemas durante 3 dias o mds, segin se muestra
en la Tabla 3 (Deitch, 1992; Goris et al., 1985; Knaus et al.,
1985). Existe por tanto una correlacién directa entre el nimero
de sistemas afectados y el tiempo durante el cual se mantenga

esta situacién.

Tabla 3
Mortalidad en % segin ne de sistemas y duracién del M.O.F.

Dias de fracaso

3e 40 52

Niémero de

sistemas en

fracaso
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La edad del paciente es otro factor que influye de forma

directa en el pron6stico del FOM, ya que se ha demostrado que en
los enfermos mayores de 65 afios con fracaso de uno o dos sistemas
orgdnicos el indice de mortalidad se duplica con respecto a los
pacientes mds jévenes que se encuentren en el mismo estadio de
desarrollo de FOM (Knaus et al, 13985).

Por dltimo, tanto la presencia de patologias previas como
la causa que originé el FOM pueden influir en el desenlace final
de este sindrome. En aquellos pacientes previamente sanos que
desarrollan el sindrome, la tasa de mortalidad es
significativamente menor que en aquel_los otros portadores
enfermedades crénicas. Asi mismo, la mortalidad aumenta de forma
apreciable cuando la etiologia que originé el proceso no requiere
tratamiento quirdrgico, sobre todo si es de tipo infeccioso

(Knaus et al., 1985).

1.4 FISIOPATOLOGIA DEL FOM

En este sindrome existen dos caracteristicas fundamentales
del fracaso orgdnico que confieren al mismo una singular
particularidad y que, por otro lado, son la base sobre la que se
cimenta su propia definicién y concepto. La primera de ellas es
que los distintos sistemas orgdnicos que se encuentran en
disfuncién no estdn aparentemente relacionados con el procesc
patolégico primitivo que inicié el sindrome; y la segunda es que

existe un periodo que puede variar desde dias a semanas entre la

agresién org8nica inicial y el desarrollo del fracaso
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multisistémico a distancia (Deitch, 1992). De estas dos

observaciones se deduce que el FOM es un proceso sistémico
mediado por factores circulantes endégenos cuyos efectos no son
aparentes hasta transcurrido un periodo de tiempo variable desde
el comienzo de la actuacién de la causa etiol6gica primaria,
existiendo en la actualidad una opinién practicamente undnime en
el sentido de considerar a esta sindrome como una enfermedad de
mediadores, de forma que una agresién orgdnica importante provoca
una respuesta endégena por parte del huesped a través de la
liberacién de sustancias producidas por células inmunolégicas
activadas que modifican la respuesta inmune y metabélica, cuyo
resultado final es la lesién a nivel tisular (Deitch, 1992;
Marshall y Meakins, 1991).

Tradicionalmente se ha considerado a la sepsis, y mas
concretamente a la inducida por gérmenes Gram -, como factor
etiolb6gico principal e indispensable para el desarrollo del FOM,
y durante la década de los 70 se consideré que este sindrome era
la manifestacién. externa de un foco infeccioso oculto (Baue,
1975; Fry et al., 1980). Sin embargo, observaciones clinicas y
estudios posteriores demostraron que no todos los pacientes con
un cuadro clinico sédptico que desembocaba en un fracaso
multisistémico eran portadores de infecciones no controladas
(Goris et al., 1985), bas&ndose en hechos aparentemente tan

paradéjicos como que en este tipo de pacientes no siempre existia

evidencia microbiolégica de infeccibén, que en un 30% de los

mismos que fallecian no se pudo demostrar clinicamente ni

identificar en la autopsia ningidn foco infeccioso que justificase
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el desarrollo del sindrome clinico (hecho que cuestionaba

seriamente la laparotomia empirica en este tipo de pacientes
propuesta inicialmente por Polk y Shields (Polk et al., 1977},
y que la identificacién y tratamiento de procesos supurativos en
estos casos no se traducia en una mejora de su evolucién y
supervivencia (Goris et al., 1985; Goris, 1990; Norton, 1985).
Todas estas observaciones comenzaron a tener sentido cuando se
pudo demostrar a nivel experimental que las manifestaciones
clinicas del FOM (en todo equiparables a la sepsis por gérmenes
Gram -) consecuencia de la respuesta del huesped ante una
agresién, podian ser provocadas por otros gérmenes, incluyendo

los Gram +, asi como por virus y hongos, e incluso por otras

sustancias, como el zymosan, capaces de inducir una respuesta

inflamatoria excesiva y prolongada (Deitch, 1992; Marshall y
Meakins, 1991).

Todas estos hechos y observaciones clinicas nos conducen
inevitablemente a formularnos la pregunta de por qué causas tan
dispares y diversas como infecciones, traumatismos, quemaduras
o el propio tratamiento quiridrgico provocan la misma respuesta
endbgena manifestada clinicamente por un sindrome perfectamente
descrito y aceptado por toda la comunidad cientifica como es el
FOM.

Actualmente todos los autores coinciden al concluir que no
tiene por que ser necesaria la presencia de bacterias para
desencadenar este tipo de respuesta por parte del huesped, ya que
procesos patolégicos similares tanto en su comportamiento clinico

como a nivel de respuesta biolbgica pueden estar provocados por
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etiologias diferentes (Goris et al.., 1985; Goris, 1990). Este

modo comidn de responder el medio interno ante distintas
agresiones puede calificarse como una inflamacién generalizada
Yy autodestructiva por activacién masiva de los mediadores
humorales endégenos y de células inflamatorias, cuyas illtimas
consecuencias se traducen en un dafo universal del endotelio
vascular, edema por alteracién de la permeabilidad capilar y
disminucién de la disponibilidad de oxigeno por la mitocondria
a pesar de un adecuado transporte arterial del mismo (Goris et

al., 1985; Goris, 1990).

Llegados a este punto nos podemos hacer la pregunta clave
del problema que estamos tratando: (POR QUE SE DESENCADENA ESTA
RESPUESTA INFLAMATORIA GENERALIZADA, DESCONTROLADA Y
AUTODESTRUCTIVA POR PARTE DEL HUESPED ANTE AGRESIONES TAN
DISPARES, Y CUALES SON LOS MECANISMOS INTIMOS QUE LA PROVOCAN Y

AUTOPERPETUAN?

Actualmente existen tres hipétesis principales, basadas
tanto en evidencias clinicas como estudios experimentales, que
intentan dar una respuesta a esta pregunta. Dichas hipétesis
confluyen y coinciden en muchos de sus aspectos, por lo que muy
probablemente en un futurc préximo tendrdn que ser consideradas
como una entidad dnica, no ya en el plano teérico, que implique,
correlacione e integre a todos los sistemas y mecanismos

fisiolb6gicos responsables de desencadenar y modular la respuesta

inflamatoria del organismo ante una agresidén, sea del tipo que
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sea, lo suficientemente Iintensa y continuada psra que dicha
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respuesta inflamatoria sea capaz de desembocar en un estado de
FOM.

Una caracteristica fundamental comin a todas ellas es el
nuevo concepto sobre el papel que juega el huesped en este
proceso, pasando de ser una simple victima o espectador inocente
cuyos tejidos estdn siendo directamente destruidos por 1los
microorganismos invasores o por los productos derivados de la
lesién tisular a ser un participante activo del proceso
inflamatorio autodestructivo mediante la liberacidn de mediadores

por &l mismo en respuesta a la nor: agresora (Deitch, 1992).

1.4.1 Hip6tesis del Macréfago.

En esta hip6tesis, una intensa y continuada activacién o
estimulacién de los macréfagos provoca una excesiva produccién
y liberacién por parte de los mismos de citokinas y otras
productos, los cuales, a través de un efecto en cascada que
implica a otros sistemas efectores humorales y celulares,
desencadenan una reaccién por parte del huesped cuyos efectos

locales y sistémicos se traducen en una respuesta inflamatoria

descontrolada (Border, 1988; Deitch, 1992; Freudenberg et él.,

1993, Waage y Steinshamn, 1993; Pinsky et al., 1993; Molloy et
al., 1993).

La secuencia de acontecimientos que se suceden en un proceso
inflamatorio local, p.e. tras un trauma tisular o una agresién
endot6xica, comienza con la activacién en cascada de distintos

sistemas (complemento, coagulacién, fibrinolitico) los cuales
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generan proteinas circulantes que actian como sustancias

mediadoras. Algunos de estos mediadores, como las fracciones C3a
Yy C5a derivadas de la activacién del complemento, ejercen una
potente accién quimiotdctica sobre las células inflamatorias
circulantes, principalmente macréfagos y leucocitos
polimorfonucleares neutréfilos (PMNs) (Dofferhoff et al., 1992).
Los PMNs asi activados liberan enzimas proteoliticos y radicales
téxicos de oxigeno, que en . principio, ejercen su efecto a
nivel local lesionando el endotelio vascular (Deitch, 1992;
Goris, 1990). Los macréfagos activados tanto por los productos
liberados por los PMNs como directamente por la fraccién C5a de
complemento o los lipopolisacdridos bacterianos (LPS), aumentan
la sintesis y excrecién de histamina, citokinas (TNF, 1L-1, IL-2,
IL-6, INF) (Deitch, 1992; Drabkova, 1992; Freudenberg et al.,
1993; Friedlander et al., 1994; Furutani et al., 1994; Goris,
1990; Kang et al., 1992; Offenstadt et al., 1993; Schutt y
Schumann, 1993; Smith et al., 1993; Tilders et al., 1994; Wright
et al., 1993; Zapata-Sirvent et al., 1986) y PGE, (Friedlander et
al., 1994; Goris, 1990; Kang et al., 1992; Miller-Graziano et
al., 1988; Tilders et al., 1994; ). Tanto el TNF como la IL-1 son
dos mediadores necesarios e indispensables para que se produzca
una adecuada respuesta inmunolégica por parte del huesped ante
una agresién (Cerami, 1992; Cross et al., 1989; Deitch, 1992;
Fleer et al., 1990; Tracey y Cerami, 1990). Sin embargo, un
estimulo potente y continuado provoca una liberacién excesiva de

TNF por parte del macréfago desencadenando un estado de shock y

fracaso multisistémico (Cerami, 1992; Fleer et al., 1990; Tracey
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y Cerami, 199(0). El1 TNF esta considerado actualmente como el

principal mediador en la respuesta del huesped ante la sepsis por
gérmenes Gram - (Cross et al., 1989; Emerson et al., 1992; Walsh
et al., 1392;).

Por otra parte, los macréfagos activados aumentan la
sintesis y excrecién de PGE, (Miller-Graziano et al., 1988;
Tilders et al., 1994). Estudios experimentales sugieren la

existencia de dos subpoblaciones de macréfagos: los productores

de IL-1 y los productores de PGE,. En pacientes quémados o poli-

traumatizados los macréfagos productores de PGE, constituyen el
65-80 % del total de la poblacién monocitaria, lo gque determina
un aumento de los niveles pldsmaticos de PGE, con disminucidén de
la produccién de IL-1. La PGE, tiene potentes propiedades
inmunosupresoras, ya que anula la funcién presentadora de
antigeno por el monocito, disminuye la expresién de IL-2 por los
linfocitos T helper, inhibe la proliferacién y maduracién de
linfocitos T y B estimulando estas propiedades en los linfocitos
T supresores (Miller-Graziano et al., 1988).

En condiciones normales, esta reaccién inflamatoria se
produce en un entorno restringido y localizado con el fin de
eliminar los microorganismos y/o tejidos lesionados causantes de
la misma. Igualmente, durante el proceso inflamatorio se producen
inhibidores fisiol6gicos del TNF e IL-1, los cuales modulan su
actividad biolb6gica impidiendo que se produzcan los efectos
indeseables derivados de su liberacién excesiva (Moldawer, 1993).

Sin embargo, una agresién persistente puede provocar que dicha

Tesis Doctoral




1 _INTRODUCCION 23

respuesta inflamatoria escape a los mecanismos de control local,

| produciéndose una respuesta sistémica resultado de la activacidn

generalizada de macréfagos, PMNs y linfocitos asi como de
diversos sistemas humorales, principalmente el de complemento y
el de coagulacién, por el "desbordamiento" de los mediadores
desde el foco inflamatorio primario hacia el torrente
circulatorio, produciéndose un aumento exagerado de citokinas
cuyos efectos sistémicos ya no pueden ser blogqueados por sus
inhibidores fisiolb6gicos (Moldawer, 1993). El resultado final de
esta reaccién inflamatoria generalizada y descontrolada seria la
lesién universal del endotelio vascular con afectacién de 6rganos
distantes que se traduciria clinicamente con el desarrcllo del
FOM (Deitch, 1992; Goris et al., 1985; Goris, 1990).

Asf mismo, estas alteraciones, tanto a nivel de la inmunidad
humoral como celular, determinan un estado de inmunosupresién que
agrava el estado de estos pacientes, ya de por si deteriorado por
su patologia primaria, haciendolos mds susceptibles de
desarrollar infecciones lo que en Gltimo términc también favorece

la aparicién del FOM.

Esta hipétesis estd apoyada por estudios autbépsicos que

demuestran la asociacién existente entre la presencia del
sindrome clinico del fracaso multisistémico y la evidencia
histolégica de lesiones inflamatorias en los distintos O6rganos
(Nuytinck et al., 1988).

Existe una correlacién directa entre los niveles plasmdticos
de citokinas y el pronéstico de estos enfermos. Diversos ensayos

clinicos y trabajos en experimentacién animal demuestran que
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altas concentraciones en suero tanto de TNF como de IL-6 e IL-8

con disminucién de IL-1 e IL-2 se correlacionan con una mayor

severidad de la enfermedad y con un peor pronéstico de la misma
(Abraham y Regan, 1965; Cannon et al., 1990; Casey et al., 1593;
Damas et al., 1989; Damas et al., 1992; Girardin y Dayer, 18993;
Guidet et al., 1990; Hack et al., 1989; Kelly y Cross, 1992;
Luger at al., 1986; Pinsky et al., 1993; Van “ee et al., 1991;
Waage y Steinshamn, 1993; Yoshimotc et al., 1992).

Por tanto, segin esta hip6tesis, el FOM no es mds que la
traduccién clinica de la activacién en cadena de los mecanismos
de la inflamacién de una forma masiva y descontrolada, que en su
estadio final conduce a un estado de profunda inmunodepresién con
las consecuencias que de ella se derivan, y en la cual el
macréfago juega un papel primordial, tanto en su inicio como en
su progresién, mediante la liberacién por parte del mismo de
sustancias mediadoras (principalmente citokinas y PGE,) que
activan, potencian o inhiben a otros sistemas humorales y

celulares.

1.4.2 Hipbtesis de la Microcirculacién.

En su mds amplio sentido, esta hipb6tesis propone que el
desarrollo del FOM es debido a la lesién orgédnica provocada por
la isquemia o por las alteraciones lesivas a nivel del endotelio
vascular. Dichas alteraciones pueden ser inducides principalmente
por tres mecanismos: una entrega inadecuada de oxigeno a los
tejidos, las alteraciones celulares provocadas por el fenémeno

de la isquemia-reperfusién y las lesiones tisulares cebidas a la
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interaccién entre las células endoteliales y los leucocitos PMNs

(Deitch, 1992).

Muchos de los aspectos fisiopatolégicos de esta hipétesis
coinciden con la del macréfago, lo que contribuye a que ambas se
complementen respecto a los mismos, como lo demuestra el hecho
de que una respuesta inflamatoria sistémica provoca alteraciones
en la microcirculacién, del mismo modo que un estado de isquemia
exagera la respuesta inflamatoria del huesped por la activacién
generalizada de los macréfagos y leucocitos PMNs (Deitch, 1992).

El metabolismo celular y la produccidén de energia derivado
del mismo es un proceso oxigeno-dependiente. Por tanto, durante

un periodo de isquemia como puede ser un estado de shock, la

disminucién en la disponibilidad de bx.fgeno por parte de la

célula provoca disfuncién en la misma, si persiste este estado
aparece la lesién que puede culminar en su estadio final con la
muerte celular, siendo el resultado de todo este proceso a nivel
tisular la disfuncién y el fracaso de los d6rganos afectados
(Deitch, 1992).

El estado de shock circulatorio provoca cambios en la
microcirculacién que afectan de forma adversa al intercambio de
oxigeno a los tejidos. En estas situaciones, se favorece a nivel
capilar un enlentecimiento del flujo sanguineo que determina
congestién vascular y la formacién de agregados de leucocitos
PMNs y de plajuetas (micrcembolismo) (Deitch, 1992; Goris et al.,
1985; Goris, 1990; Maier, 1986). Estos agregados de leucocitos
liberan lccalmente enzimas proteoliticos y radicales libres de

xfigeno que lesionan el endotelic vascular provocando un aumento
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de la permeabilidad capilar con el consiguiente edema

intersticial, que interfiere el intercambio gaseoso fisioldgico
disminuyendo la disponibilidad de oxigeno por parte de la célula,
lo que induce disfuncién en la misma (Deitch, 1992; Goris et al.,
1985; Goris, 1990; Maier, 1986). Este fenémeno de microembolismo
capilar se evidencia inicialmente en el pulmén, expresado
clinicamente como el sindrome de distress respiratorio del adulto
(ARDS), pero en fases mis avanzadas de isquemia prolongada puede
aparecer en ctros 6rganos, provocando el sindrome clinico de FOM

(Goris et al., 1985; Maier, 1986).

El segundo mecanismo por el cual las alteraciones en la
microcirculacién determinan lesién tisular & distancia postula
que dichas lesiones son debidas al fenémeno de isquemia-
reperfusién. Segiin este fendémeno, el restablecimiento del flujo
sanguineo tras un periodo de isquemia provoca, paraddjicamente,
un agravamiento de las lesiones tisulares y orgdnicas inducidas
inicialmente por la perfusién tisular inadecuada. Todo este
proceso comienza con la produccién por parte de la célula,
durante el periodo de isquemia, de hipoxantina derivada del ATP
y la conversién de la xantin-deshidrogenasa en xantin-oxidasa.
Durante la fase de reperfusién se desencadena la formacién de
radicales libres de oxigeno por la acci6én enzimitica de la enzima
xantin-oxidasa sobre el oxigeno aportado (Deitch, 1992; Goris et
al., 1985; Goris, 1990; Granger, 1988). Los radicales libres de
oxfigeno son potentes agentes inflamatorios a través de su efecto

lesivo sobre las membranas celulares por el fenb6meno de
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peroxidacién lipidica y por la accién inhibidora que ejercen

sobre distintos enzimas (p.e. sobre la Ol-antiproteasa,
permitiendo la accién incontrolada de la elastasa) (Ertel et al.,
1994; Goris, 1990; Maier, 1986). Existen otras vias de formacidn
de radicales libres, como la auto-oxidacién de catecolaminas, la
prostaglandin-sintetasa o la mitocondria, pero en los estados a

gue nos estamos refiriendo las més importantes son la de la

xantin-oxidasa y los leucocitos PMNs (Deitch, 1992; Granger,

1988). Por este fenémeno de isquemia-reperfusién se explicaria
el empeoramiento de aguellos pacientes en estado de shock tras
aplicar en los mismos las medidas terapéuticas oportunas
destinadas a mantener un volumen circulante efectivo y una

perfusién tisular adecuada.

Por idltimo, el tercer mecanismo por el cual se altera el
fisiologismo de la microcirculacién desencadenandc el estado de
fracaso multisistémico se basa en el concepto de que la célula
endstelial no es un ente pasivo, sino que participa activamente
y de forma conjunta con los leucocitos PMNs en los procesos de
regulacién del flujo sanguineo, de coagulacién y en la
modificacién de la respuesta inflamatoria. De la interaccidn
entre la célula endotelial y el leucocito PMN en respuesta ante
estimulos tan diversos como endotoxinas, bacterias, citokinas o
estados de isquemia, se derivan lesiones tisulares que pueden
desembocar en el estado de FOM (Deitch, 1992; Maier, 1986).

Ante los estimulos citados, la célula endotelial puede

expresar un cambio en su fenotipo (Pober y Cotran, 1990),
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adquiriendo las propiedades de las células inflamatorias lo que

la posibilita a producir y excretar agentes quimiotdcticos y

mediadores propios de las mismas, como sustancias procoagulantes;

el factor activador de las plaquetas, IL-1, IL-8 y factores
estimuladores de colonias de granulocitos y monocitos (Deitch,
1992; Maier, 1986). Otro aspectc interesante y fundamental es que
este cambio en el fenotipo de la célula endotelial se traduce en
la aparicién en su membrana de nuevos receptores, cuya expresion
es inducida tanto por el LPS como por el TNF e IL-1 (ELAM-1,
ICAM-1) (Engelberts et al., 1992; Waage y Steinshamn, 1993) que
promueven la adherencia a la misma de los leucocitos, los cuales
provocan, mediante la liberacién de radicales libres de ocixigeno
y enzimas proteoliticos, la lesién endotelial (Deitch, 1992;
Maier, 1986).

Todos estos cambios en la funcionalidad de la célula
endotelial y sus interacciones con los leucocitos PMNs provocan
un aumento de la respuesta inflamatoria, aparicién de trombosis
microvascular y lesién del endotelio en el foco lesional. Si este
situacién se mantiene, progresa hacia la isquemia tisular y
disfuncién orgdnica, que puede afectar a otros sistemas orgdnicos
cuando esta respuesta por parte de la célula endotelial supera
a los mecanismos de control local encargados de focalizarla
(Maier, 1986).

La hip6tesis de la microcirculacién estd apoyada por varias
observaciones clinicas, como que en pacientes con sindrome
clinico de FOM el shock circulatorio con isquemia tisular es uno

de los cuadros clinicos que lo preceden con mis frecuencia
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(Deitch, 1992), que en estos casos hay evidencia autépsica de

lesicnes microvasculares (Nuytinck et al., 1988) y que en
pacientes con ARDS se demuestran agregados de leucocitos y

plaguetas en la microcirculacién pulmonar (Blaisdell, 1974).

1.4.3 Hipdtesis del Intestino.

Segin esta hipGtesis el tubo digestivo seria el "motor" del

FOM. Dicha aseveracién se fundamenta tanto en observaciones
clinicas como en estudios experimentales, y basa sus postulados
en dos principios fundamentales. El primero de ellos es gque en
pacientes en estado critico el sistema digestivo puede actuar
como reservorio de microorganismos (Meakins y Marshall, 1986;
Marshall y Meakins, 1991); y el segundo es que dichos
microorganismos pueden emigrar desde el intestino al torrente
circulatorio, mediante el fenfmeno llamado "traslocacién
bacteriana", y provocar una respuesta inflamatoria generalizada
cuyas idltimas consecuencias serian el desarrollo del sindrome de
FOM (Deitch et al., 1985; Fukushima et al., 1994; Meakins y
Marshall, 1986; Marshall y Meakins, 1991).

El uso profildctico de antidcidos y de bloqueadores de los
receptores H2 de la histamina con el fin de prevenir las
hemorragias digestivas en los pacientes graves, asi como la
utilizacién en los mismos de una terapia antibiética empirica y
muchas veces poco racional, favorece tanto la alteracién en la
microflora intestinal por la colonizacién del tubo digestivo por
bacterias cuya ubicacién no es propia de este Organo con el

consiguiente sobrecrecimiento masivo de las mismas, como la
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aparicién > resistencias bacterianas que dificultan su

tratamiento con las terapias antibiéticas convencionales
(Marshall y Meakins, 1991). Todo ello contribuye a que el
intestino se comporte como "reservorio" de microorganismos desde
el cual pueden emigrar y causar infecciones sistémicas (Deitch,
1992; Meakins y Marshall, 1986; Marshall y Meakins, 1991).

El mecanismo de propagacién de gérmenes patégenos desde la

luz intestinal hacia el torrente circulatorio se explica por el

fenémeno de traslocacién bacteriana. Para que ocurra este
fenémeno es necesario que concurran uno o mis de estas tres
condiciones fisiopatoldgicas (Deitch, 1990):

12 Alteracién en el equilibrio ecolbégico de la microflora
intestinal que provoque un sobrecrecimiento bacteriano, a
expensas fundamentalmente de bacilos entéricos Gram =-.

22 Alteracién en el sistema inmunolégico del huesped.

34 Pérdida de la barrera mucosa del intestino.

En los pacientes en estado critico, bien sea por el proceso
patolbégico que desencadené ese estado o por las medidas
terapéuticas adoptadas y destinadas en un principio a superar el
mismo, es frecuente que se den una o varias de estas condiciones,
le que facilita la propagacién de bacterias desde el intestino
hacia el resto del organismo.

La traslocacién bacteriana se ve facilitada por la pérdida
de la funcidén defensiva de la barrera mucosa intestinal (Meakins
y Marshall, 1986; Marshall y Meakins, 1991). En situaciones p.e.
de hipovolemia mantenicda, la hipoperfusién tisular afecta a la

mucosa intestinal provocando en la misma una pérdida de
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vellosidades, disminucién en la produccién de moco y aumento de

su permeabilidad. Igualmente se afecta su funcionalidad
disminuyendo la respuesta local inmune mediada por células y la
produccidn de anticuerpos especificos epiteliales del tipo IgA
(Meakins y Marshall, 1986). En estas circunstancias las bacterias
no encuentran obstdculo para emigrar hacia los ganglios
linf&ticos regionales, y desde ahi al sistema venoso portal hasta
llegar al higado y a la circulacién sistémica (Meakins y
Marshall, 1986; Fukushima et al., 1994). En el higado se localiza
la reserva orgdnica mis importante de macréfagos, puesto que las
células de Kupffer constituyen el 70% del total de esta poblacidn
celular. Estos macréfagos hepdticos estimulados por la agresién
bacteriana iniciarian toda la secuencia de acontecimientos que
culminaria con las consecuencias derivadas de una respuesta
inflamatoria exagerada (Deitch, 1992; Meakins y Marshall, 1986;
Marshall y Meakins, 1991), y que ya han sido comentadas
anteriormente en su hipétesis correspondiente.

Por esta hip6tesis se explicaria la aparente paradoja de por
qué no existe evidencia clinica ni autdpsica de foco infeccioso
en mis del 30% del los pacientes con sindrome de FOM de origen
bacteriano y que fallecen en estado clinico de sepsis (Goris et
al., 1985).

Se observa como los mecanismos fisiopatolbégicos de esta

hipétesis implican y se enlazan con los comentados previamente

en las anteriores, lo que aboga por el principio de considerar
que el FOM es la consecuencia final de una respuesta inflamatoria

exagerada, descontrolada y autodestructiva del propio huesped
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ante agresiones diversas que puede ser desencadenada por

distintos mecanismos cuyo objetivo comin es provocar la

activacién de una misma via: la via inflamatoria.

1.5 TRATAMIENTO DEL FOM.

De lo dicho se desprende que actualmente el tratamiento mas
efectivo del FOM es la prevencién del mismo, mediante la
identificacién de los pacientes susceptibles de desarrollarlo y
la deteccién de las causas capaces de provocarlo, actuando
tempranamente sobre ellas y proporcionando a este tipo de
enfermos una adecuada terapia de sosten de sus funciones
hemodindmicas, metabélicas e inmunolbégicas (Drabkova, 1992;

Marshall y Meakins, 1991; Schaller, 1992).

El apoyo hemodindmico tiene como finalidad el mantener una
oxigenacibén tisular adecuada, de forma que la célula disponga en
todo momento del aporte suficiente de oxigeno, necesario para
mantener sus funciones metabélicas, y de esta forma prevenir las
consecuencias derivadas de la hipoxia tisular.

Las necesidades de aporte de oxigeno en este tipo de
pacientes deben evaluarse mediante el control y vigilancia de
tres pardmetros principales: la concentracién de hemoglobina en
gangre, la presién arterial de oxigeno (Pa02) y el gasto
cardiaco. Trasfundir hasta lograr un hematocrito de al menos el
30%, mantener ventilacién asistida hasta que la saturacién de

oxigeno sea mayor del 90% y mejorar, con medidas farmacolbégicas
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si fuese necesario, el gasto cardiaco, son las principales

medidas a adoptar para mantener una perfusién tisular adecuada.

Con el apoyo metabdlico se pretende revertir el estado

catab6lico de estos pacientes y proporcionar el aporte calérico

apropiado a sus mayores requerimientos energéticos.

La deteccidén y tratamiento precoz de las causas que
desencadenan un estado de hipermetabolismo, como la fijacidén
temprana de fracturas, el drenaje de un foco infeccioso
intraabdominal o el desbridamiento de tejidos desvitalizados, son
medidas fundamentales para prevenir y revertir en estos pacientes

la respuesta neuroendocrina que provoca su estado catabélico.

Igualmente es necesario mantener un aporte nutricional
temprano y agresivo adecuado a los mayores requerimientos
energéticos de estos enfermos. Deben realizarse balances
nitrogenados peridédicos para ajustar el aporte calbrico a las
demandas energéticas en todo momerto, corrigiéndolo siempre que
fuese necesario. Es preferible utilizar la via enteral para la
administracién de nutrientes, pues es mids fisiolbgica y previene
la atrofia de la mucosa intestinal, siempre que el sistema
digestivo no presente un grado importante de disfuncién. Si no
se puede usar esta via, como en casos de ileo, deberd iniviarse
un protocolo de nutricién parenteral total adecuado a cada tipo
de pacientes, que asegure un aporte caldérico suficiente hasta que
se recupere la funcién intestinal.

El apoyo inmunolégico tiene como principales objetivos
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mejorar la respuesta inmune del huesped y evitar el desarrollo

de infecciones locales o sistémicas.
Actualmente, la forma mids efectiva de alcanzar estos
objetivos se consigue aplicando los principios quiridrgicos

cldsicos: tratamiento temprano y agresivo de la infeccidn,

desbridamiento de los tejidos desvitalizados y adecuado soporte

hemodinémico y nutricional.

Es fundamental seguir una politica antibiética racional, ya
que la administracién indiscriminada de estos agentes puede
alterar el equilibrio en la ecologia bacteriana, desencadenando
sobrecrecimiento de microorganismos patégenos que producen
superinfecciones de dificil tratamiento.

Del mismo modo, debe evitarse el uso de agentes que aumenten
el pH gdstrico con el fin de prevenir el ulcus de estres, pues
favorecen la colonizacién bacteriana del tubo digestivo, y
siempre que sea posible se administrari la nutricién por via
enteral, ya que, como se ha mencionado anteriormente, de esta
manera se pretende mantener la integridad de la barrera mucosa
intestinal.

El estado de inmunodepresién depende en gran manera del
estado nutricional del paciente, por lo que es de gran
importancia en estos casos proporcionar los suplementos
nutricionales necesarios que permitan mantener al enfermo en una
Optima situacién inmunolégica.

Sin embargo, actualmente sigue siendo vdlido el aforismo
segin el cual "el Ltuén juicio quirdrgico y la aplicacién

cuidadosa de una buena técnica son aiin los métodos més potentes
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de inmunomodulacién de que dispone el cirujano".

A pesar de nuestros esfuerzos en su prevencién Yy
tratamiento, el FOM continda siendo la primera causa de muerte
de los pacientes graves ingresados en las unidades de cuidados

intensivos (Deitch, 1992; Goris et al., 1985; Goris, 1%90).

1.6 NUEVAS EXPECTATIVAS EN EL TRATAMIENTO DEL FOM.

' Basdndonos en las distintas hip6tesis comentadas

anteriormente segin las cuales se explican los mecanismos
fisiopatoilbgicos por los que se desarrolla el estado de fracaso
multisistémico, y que todas ellas tienen en comiin la activacién
por distintos vias del sistema que provoca por parte del huesped
una respuesta inflamatoria descontrolada y autodestructiva,
parece légico pensar que de la manipulacién en alguno de los
eslabones de esta compleja cadena de acontecimientos gque se
suceden en el medio interno ante una agresién pueda derivarse una
modificacién de dicha respuesta inflamatoria ante la noxa
agresora.

Actualmente se estd investigando en este sentido, y todas
las estrategias terapéuticas experimentales estédn enfocadas hacia
la modulacién de la respuesta del huesped actuando sobre los tres
niveles de la cascada inflamatoria: 12 Agente agresor inicial
(p.e. endotoxina). 2¢ Mediadores de la inflamacién (p.e. TNF e
IL-1). 32 Células efectoras (p.e. neutré6filos) (John y Dorinsky,
1993).
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A nivel de los mecanismos que inician la respuesta

inflamatoria, como puede ser la agresién endotéxica, estudios
randomizados han demostrado que la administracién exdégena de
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la endotoxina provoca
un aumento de la supervivencia en pacientes con sepsis (Ziegler
et al., 1991).

Uno de los campos mds prometedores en la modulacién con
fines terapéuticos de esta respuesta inflamatoria, es la
actuacién a nivel de los agentes mediadores de la inflamacién.
A nivel experimental, la utilizacién de anticuerpos monoclonales

contra el TNF y la IL-1 en modeios de shock endotéxico letal, se

traduce en un aumento significative de la supervivencia (Emerson

et al., 1992; Fischer et al., 1992; Girardin y Dayer, 1993;
Hinshaw et al., 1990; McNamara et al., 1993; Tracey y Cerami,
1990; Walsh et al., 1992). Resultados similares se obtienen con
amticuerpos monoclonales dirigidos contra la IL-6 (Starnes et
al., 1992). Igualmente, la administracién de dosis subletales de
TNF e IL-1 en modelos experimentales de shock endotdxico provoca
una mejora de las tasas de supervivencia, tanto si el estado
séptico ha sido provocado por una infeccién bacteriana comoc por
una dosis letal de TNF (Cross et al., 1989; Sheppard et al.,
1989; Sheppard et al., 1991). Efectos parecidos se obtienen en
el shock endotéxico con el blogqueo de los receptores celulares
de las citokinas, y mds concretamente con la administracién del
antagonista de receptor de la IL-1 (IL-lra) (Ohlsson et al.,
19390). La utilizacién de fdrmacos inmunomoduladores, como la

ciclofosfamida (Hansbrough et al., 1984, Zapata-Sirvent et al.,
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1986), o agentes antiinflamatorios inhibidores del enzima ciclo-

oxigenasa, como el ibuprofén, la indometacina (Ertel et al.,
1990; Ertel et al., 1992; Pinsky, 1992; Zapata-Sirvent et al.,
1985; ) o el SK&F 105809 (Olivera et al., 1992), tanto en modelos
experimentales de shock séptico, hemorrdgico o traumdtico,
potencian la respuesta inmune celular del huesped y disminuyen

la produccién de prostaglandinas, lo que se traduce en un aumento

de la supervivencia del animal de experimentacidn.

Por idltimo, las estrategias de intervencién a nivel de
efectores y de sus mecanismos lesionales tisulares, van dirigidas
por un lado a evitar la adhesién del leucocito PMN a la célula
endotelial mediante la administracién de anticuerpos monoclonales
dirigidos frente al complejo proteinico de la membrana del
leucocito (anticuerpos anti CD-11/CD-18) (Vedder et al., 1988)
y frente a las moléculas de adhesién de la célula endotelial
(anticuerpos anti ELAM-1/ICAM-1) (Carlos et al., 1990; Mulligan
et al., 1991), y por otro lado a impedir la formacidén de
radicales libres de oxigeno mediante la inhibicién de la via de
la xantin-oxidasa o a eliminar los ya formados mediante la
administracién de sustancias barredoras de los mismos (Deitch,
1992).

Profundizando algo md&s en alguno de estos atractivos y
prometedores aspectos terapéuticos, con la inhibicién de la
ciclo-oxigenasa de la via del &cido araquidénico con farmacos
anti-inflamatorios no esteroideos se consigue una disminucién de
la sintesis de PGE, por parte del macréfago (Zapata-Sirvent et

al., 1986). En modelos experimentales, tanto de shock endotéxico
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como hemorrdgico, el ibuprofén ha demostrado tener efectos

beneficiosos ya que, por una parte evita la formacién de

peréxidos y metabolitos téxicos del oxigeno generades en el
metabolismo del 4cido araquidénico, y por otra disminuye la
sintesis de PGE,, potente agente inmunosupresor, restaurando asi
las funciones inmunoldégicas normales del macréfago que recobra
su capacidad para presentar el antigeno y aumenta la sintesis y
liberacién en un grado risiolégico de IL-1 y TNF, citokinas
necesarias e indispensables para que se produzca una respuesta
inmunolégica adecuada; también se aumenta la expresién de IL-2
por los linfocitos T helper y se anula el efecto estimulador que
la PGE, tiene sobre los linfocitos T supresores (Ayala et al.,
1992; Coran et al., 1992; Ertel et al., 1991; Ertel et al., 1992;
Fletcher et al, 1993; Haupt et al., 1991; Spinas et al., :991;
Zapata-Sirvent y Hansbroug, 1985; Zapata-Sirvent et al., 1986).
Todo esto se traduce en una mejora de la respuesta inmunolégica
por parte del huesped con un aumento de la supervivencia.

Otro aspecto interesante demostrado en experimentacidn
animal es que la administracién exdégena tanto de IL-1 como de TNF
produce una respuesta variable que es tiempo y dosis dependiente
(Butler et al., 1989; Cross et al., 1989). Altas dosis de estas
citokinas provocan un cuadro clinico-biolbégico equiparable al
shock endotéxico que conduce a la muerte en la mayoria de los
casos (Butler et al., 1989; Damas et al., 1989; Damas et al.,
1992; Fleer et al, 1990; Hack et al., 1989; Okusawa et al., 1988;
Tracey y Cerami, 1990; Waage y Steinshamn, 1993). Sin embargo,

dosis subletales de estas sustancias protegen a animales de
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experimentacién frente a infecciones bacterianas letales (Cross

et al., 1989; Sheppard y Norton, 1991). Respecto a la IL-1,
estudios experimentales demuestran que su administracién a bajas
dosis entre 2 y 24 horas antes de provocar un estado sépticc
experimental, crea un grado de tolerancia a la endotoxina que se
traduce en un aumento de la supervivencia (Cross et al., 1989;
Czuprynski et al., 1988; Kupper et al., 1985; Leén et al., 1892;

Van Der Mer et al., 1988; Vogels et al., 1993). El mecanismo por

el cual se produce este efecto no estd del todo aclarado, aunque

parece ser que la IL-1 restaura en el macréfago su capacidad para
presentar el antigeno (Kupper et al., 1985), activa directamente
los mecanismos de defensa celulares antibacterianos (Czuprynski
et al., 1988), aumenta la capacidad bactericida de los PMNs (Shi
et al., 1994), induce la secrecién por parte del hepatccito de
proteinas de fase aguda que tienen efectos antitéxicos (Vogels
et al., 1993) y disminuye el nimero de receptores para el TNF
(Sheppard y Norton, 1991). Todos estos efectos se traducen en una
potenciacién de la respuesta inmune inespecifica que provoca una
atenuacién de la severidad de la infeccién.

De estas dltimas consideraciones se puede concluir que la
IL-1 y el ibuprofén son dos eficaces y seguros agentes
terapéuticos en modelos experimentales de shock endotéxico, con
un futuro prometedor como terapia alternativa en pacientes con

sindrome de FOM.
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A la vista de los antececentes comentados en el apartado de
la introduccién, la hip6tesis de trabajo planteada en esta tesis

doctoral es la siguiente:

" La respuesta inflamatoria e inmunolégica del huesped ante
una agresién endotéxica puede ser modulada farmacolbgicamente con
la finalidad de prevenir los efectos adversos que se derivan de
dicha respuesta, traducidos clinicamente en una disfuncidn
progresiva de los distintos sistemas orgdnicos que provocan la
muerte del huesped. La inhibicién del enzima ciclo-oxigenasa de
la via del &dcido araquidénico mediante la administracién de
ibuprofén provoca una disminucién de la sintesis de PGE;,

previniendo su accién inmuncsupresora, y restavra la capacidad

de respuesta fisiolbégica por parte de los macréfagos ante una

agresién endotéxica. Por otra parte, el tratamiento profildctico
con dosis subletales de IL-18 induce un efecto de tolerancia del
huesped ante la endotoxina por mecanismos no del todo aclarados.
Por tanto, la administracién, tanto aislada como conjunta, de
estos dos fdrmacos deben modular la respuesta inflamatoria e
inmunolégica del huesped ante la agresién endotéxica, actuando
sobre distintos mediadores capaces de provocar un estado de
disfuncién orgénica, previniendo el deterioro funcional de dichos
sistemas, cuya traduccién clinica final debe de ser un aumento

de la supervivencia."
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La principal finalidad de este trabajo experimental es

modular la respuesta inflamatoria e inmunolégica en un modelo

experimental de shock endotéxico en ratén inducido por LPS
mediante la administracién de ibuprofén, con el fin de obtener
una inhibicién de 1la ciclo-oxigenasa que conduce a una
disminucién de la sintesis de PGE,, y de IL-18 murina para
desarrollar un efecto de tolerancia del hussped frente a la
endotoxina. En base a este proyecto se han planteado los

sigulentes objetivos:

12- Comprobar la respuesta biol6gica e inmunoldgica que se
deriva de la administraci6én, tanto por separado Ccomo

cocnjuntamente, de cada una de estas sustancias.

29- Realizar un estudio comparativo entre IL-18 murina e
ibuprofén con el fin de establecer cual de estos dos férmacos
tiene mayor eficacia terapéutica en el shock endotéxico

experimental.

32- Administrar en estas circunstancias conjuntamente IL-1
e ibuprofén, con el objetivo de conseguir una potenciacién de sus
efectos terapéuticos, y evaluar las modificaciones en la
respuesta biolégica e inmunolégica derivadas de dicha

administracion.
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO.

Para la realizacién de la experiencia se han utilizado
ratones hembras de la cepa CBA/H. A partir de la misma, los
animales se criaron en el animalario de la Unidad Experimental
del Hospital Virgen de las Nieves de Granada (Espana), donde
permanecieron en un medioambiente controlado con un ciclo luz-
oscuridad de 12 horas y una temperatura media de 20¢ C, teniendo
libre acceso a la comida y el agua hasta finalizada la
experiencia.

Los animales objeto de estudio tuvieron una edad comprendida
entre 10 y 12 semanas que se correspondié con un peso entre 19

y 21 grs.

CEPA CBA/H
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4.2 MODELO EXPERIMENTAL DE SHOCK ENDOTOXICO.

El shock endotéxico letal se provocé mediante la inyeccién

intraperitonal de LPS de Escherichia coli serotipo 055:B5 (Sigma

Chemical Company), a dosis de 125mg/kg de peso. Dicha dosis se
administré disuelta en 0,1 ml de suero salino fisiolbgico.

Para el cllculo de la Dosis Letal 100 (DL100), se realizd
una experiencia previa con 50 ratones de la cepa comentada
anteriormente. Estos ratones fueron divididos aleatoriamente en
5 grupos de 10, a los cuales se les administraron dosis
crecientes de LPS del serctipo citado y se valoré 1la
supervivencia en cada grupo a las 96 horas.

Se comenzé con una dosis de 50 mgr/kgr de peso (ya utilizada
por otros autores como DL10C en otras cepas de ratones (lLebén et
al., 1992)) con lo gue se obtuvc un 0% de wmortalidad; é&ésta
aumentoe hasta el 80% cuando se incrementd la dosis de LPS tanto
a 75 como & 100 mgr/kgr de peso, con 115 mgr/kgr de peso ascendid
hasta el 90%, y por dGltimo, con 125 mgr/kgr de peso la mortalidad
fue del 100% a las 96 horas. Esta dltima dcsis se ensaySs de nuevo

en 10 ratones mis, obteniendo los mismos resultados.

4.3 FARMACOS EMPLEADOS Y MGDO DE ADMINISTRACION.

4.3.1 IBUPROFEN.

El Ibuprofén (Ibuprofén en solucién de metanol, cédigo I
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0386, Sigma Chemical Company) se ha administrado por via

intraperitoneal a dosis de 2 mgr/kgr de peso. A su vez esta dosis
se ha dividido en dos de lmgr/kgr de peso diluida cada una de
ellas en 0,1 ml de suero salino fisiolbgico, administrando la
primera dosis 1 hora antes de provocar el estado séptico y la
segunda media hora después de inducido el mismo.

Cada vial de Ibuprofén tenia un contenido de 1 ml de
solucién a una concentracién de 1,01 mg de Ibuprofén/ml, el cual
fue diluido en un total de 3,8 ml de suero salino fisioldgico.
El fdrmacc asi diluido se alicuoté en cantidades de 1 ml en tubos
Eppendorf almacendndose en frigorificc a una temperatura entre
0-5°C hasta su posterior utilizacid. ..

Tanto la dosificacidn comc el momentc de administracién del
Ihuprofdn estén basados en experiencias previas rasalizadss por
otres autcores (Coran et ai., i%52; Ertel et al., 1992:; Zapata
Sirvent et al., 1985; Zapata Sirvent et al., 1986) las cuales
demuestran el efecto beneficioso gue ejerce este fadrmaco en
distintos modelos experimentales de shock (fundamentalmente
séptico y hemorrdgico), asi como en investigaciones preliminares
llevadas a cabo en nuestro Laboratorio, y cuyos resultados
concuerdan con los publicados por los autores de los citados

trabajos.

4.3.2 IL-18 RECOMBINANTE MURINA.

La IL-18 recombinante murina (c6digo 1921-01, Genzyme
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Inmunobioclogicals) ha sido administrada pcr via intraperitoneal
a dosis de 80 ng por ratén disuelta en 0,1 ml de suero salino
fisiolbgico a las 24 horas previas de inducir el shock endotéxico
experimental.

El vial de presentacién del fdrmaco contenia de 5 pg de IL-
1B recombinante murina en un volumen de 200 pg de PBS, y se
diluy6 en un total de 6,3 ml de suero salino fisiolégico,
alicuoténdose en cantidades de 1 ml en tubos Eppendorf para su
almacenamiento a -70°C hasta su posterior uso.

Esta dosis y el momento de su administracion estd basada en
los trabajos de Ozaki et al., 1987, y de Vande Meer et al., 1988,
que demuestran el efecto protector de este fdrmaco en modelos de

experimentacién animal frente a infecciones por gérmenes Gram -.

| 8HOCK ENDOTOXICO EXPERIMENTAL
TRATAMIENTO CON IBUPROFEN E IL-1 beta

IBUPROFEN ; pg
® g _ /BUPROFEN

IL-1beta

 IL-1beta 24H ANTES
DEL LPS (80 ng)

LPS 125 mg/kg

IBUPROFEN TH ANTES Y
7/2 H DESPUES DEL LPS)

(@ mgrkg)
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4.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL.

250 ratones se han distribuido aleatoriamente en 5 grupos
de 50 cada uno.
- Grupo 1: Grupo sham o simulado al que se le administraron

4 dosis de 0,1 ml de suero salino fisiolégico por via

intraperitoneal y ningin tratamiento, a las horas -24, -1, 0 y

+30 minutos.

- Grupo 2: Grupo control al que se le provocé el shock endo-
téxico mediante la administracién de LPS de E. coli serotipo
055:B5 por via intraperitoneal a las dosis antes descritas (125
mgr/kgr). Asi mismo, se le inyecté 0,1 ml de suero salino
fisioldégico por la misma via 24 y 1 hora antes de la endotoxina
asf como 30 minutos después de la inyeccién de la misma.

-~ Grupo 3: Grupo de tratamiento con IL-18 recombinante murina
que se administré a dosis de 80 ng por ratén por via
intraperitoneal 24 horas antes de inyectar el LP:Z . Una hora
antes, asi como 30 minutos después de inyectar la endotoxina, se
administré 0,1 ml de suero salino fisiolégico.

= Grupo 4: Grupo de tratamiento con Ibuprofén administrado en
dos dosis de 0,1 mg/kg de peso por via intraperitoneal 1 hora
antes y 30 minutos después de la endotoxina. 24 horas previas a
la provocacién de la endotoxemia, se inyecté 0,1 ml de suero
salino fisiolb6gico por via intraperitoneal.

-~ Grupo 5: Grupo de tratamiento con Ibuprofén e IL-1 beta

recombinante murina a las dosis y tiempos comentados.

Alfonso Mansilla Roselld




S _MATERIAL Y METODOS

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

TRTRRT




4 MATERJAL Y METODOS

4.5 VALORACION DE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA.

La respuesta inmunoldégica se ha valorado en 10 ratones de

cada grupo mediante la determinacidén de los siguentes pardmetros:

- Recuento y férmula hematolégica en sangre periférica a las

24 horas de provocado el estado séptico experimental (recuento

de hematies y leucocitos por pl, valor hematocrito y férmula

leucocitaria en § y por ul).

- Determinacién en suero de los niveles de citokinas (IL-la,
IL-2, IL-6 y TNFa) medidos 1, 2 y 4 horas después de provocado

el estado séptico experimental.

- Determinacién en sangre total de las subpoblaciones
linfocitarias (linfocitos CD4, linfocitos CD8 e indice CD4/CD8)

a las 24 horas de la inyeccién del LPS.

- Determinacién de los niveles en orina de PGE, medidos a

las 4, 8 y 12 horas después de inducir el shock séptico.

4.6 ESTUDIO DE SUPERVIVENCIA

Los 10 ratones restantes por grupo se han utilizado para

valorar la supervivencia a las 24, 48, 72 y 96 horas de prevocar

el shock endotéxico experimental.
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4.7 OBTENCION, PROCESAMIENTO Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

4.7.1 MUESTRAS DE SUERO.

Las muestras de suerc para la determinacién seriada de

citokinas se obtuvieron a partir de la sangre total conseguida

mediante puncién de la 6rbita ocular del ratén, previa anestesia
del mismo con éter etilico al %, con capilares de cristal.

Todos los ratones fueron desangrados hasta su fallecimiento.

Las muestras de sangre se recolectaron en tubos estériles
con separadcres del suero modelo Vacutainer Brand SST (Ref
367784, Becton Dickinson), centrifugéndose inmediatamente a 3000
R.P.M. durante 15 minutos a una temperatura de 4°C, utilizando
una centrifuga refrigerada modelo Medifriger (Selecta).

Ei suero obtenido se alicuoté en tubos Eppendorf en las
cantidades apropiadas para la determinacién de cada citocina (25
ul para la IL-la y TNFa, 100 pl para la IL-2 y 50 ul para la IL-
6), congeldndose inmediatamente a -70°C en un congelador modelo -
86°C Freezer (modelo 925, Forma Scientific, Inc.), permanreciendo

almacenadas en estas condiciones hasta su posterior andlisis.

4.7.2 MUESTRAS DE SANGRE.

Para la determinacién de las subpoblaciones linfocitarias

CD4 y CD8, asi como para la realizacién del recuento y férmula
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hematolégica de cada ratén, se utilizé sangre total obtenida por
el mismo procedimiento anterior, es decir, por puncién de la
érbita ocular con capilar de cristal previa anestesia del animal
con éter etflico hasta el fallecimiento del mismo por sangrado.

La sangre para la realizacién del recuento y fSrmula
hematolégica se recolecté en tubos de hemograma con EDTA modelo
Microtainer Brand (Ref 5973, Becton Dickinson) almacen&ndose en
frigorifico a 8°C hasta un miximo de 8 horas.

De dicha sangre se extrajeron, inmediatamente después de su
recoleccién, 50 pl para la determinacién de las subpoblacionés

linfocitarias CD4 y CD8, cuyo método se especifica mis adelante.

4.7.3 MUESTRAS DE ORINA.

La PGE, se determiné en la orina de cada ratén a las 4, 8 y
12 horas de provocado el shock séptico experimental.

En el momento de inyectar por via intraperitoneal la DL100
de LPS, se provocé una miccién refleja del animal mediante una
hiperextensién dorsal del mismo, con lo que se considerdé que
desde ese momento la vejiga urinaria del ratén estaba vacia, con
lo cual no existia crina residual previa a la administracién de
LPS que pudiese alterar la determinacidén de PGE, posterior a la
provocacién del estado séptico experimental.

La iocoleccidn de orina se realizé en tubos universales

estériles. Dicha orina fue obtenida por miccién esponténea del

ratén en jaulas metabélicas (Tecniplast, cédigo 3700M0O-000) a las
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horas mencionadas anteriormente, alicuotfndose para cada

determinacién 50 pl en tubos Eppendorf. Las muestras de orina se
congelaron a -20°C permaneciendo en estas condiciones hasta su

posterior andlisis.

4.8 DETERMINACION DE CITOKINAS.

4.8.1 CONSIDERACIONES INICIALES.

4.8.1.1 PROCEDIMIENTO.

Los niveles en suero de ratén de las distintas citokinas
(IL-lo, IL-2, TNFa e IL-6) a las distintas horas de inducido el
estado séptico experimental se han medido mediante kits
comerciales de deteccién de las mismas mediante una técnica de
ELISA. Para la lectura de la absorbancia se ha utilizado un
lector de ELISA modelc Menarini Sucart (Menarini Diagnostics) con
filtro de 450 nm. Las medidas de las absorbancia resultantes
serdn directamente proporcionales a la concentracidn en pg/ml de

las distintas citokinas presentes en las muestras.

4.8.1.2 MATERIAL REQUERIDO.

-~ Lector de placas a 450 nm.
- Pipetas de precisién entre 20-1000 pl.
~ Pipetas deshechables de 5 o 10 ml.
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- Probeta graduada.

- Botella de pléstico para la distribucién del buffer de
lavado o lavador automéitico.

- Toallas para secar las placas.

- Tubos de pldstico o vidrio con tapén para la preparacifn
de las muestras y dilucién de la citokina estandar.

- Incubador a 37°C.

4.8.1.3 MANEJO Y RECOLECCION DE LAS MUESTRAS.

Los sobrenadantes de cultivo o muestras de suero pueden ser

analizadas por este procedimiento. Las muestras objeto de estudio

deben estar claras y no hemolizadas con el fin de optimizar los

resultados. Para cualgquier tipo de muestra, las particulas
presentes en las mismas deben eliminarse por centrifugacién. Si
las muestras no son analizadas dentro de las 8 horas siguientes
a su extraccidn, deben alicuotarse y congelarse a -70°C hasta su
posterior anélisis. Deben evitarse los procesos de congelacidn-

descongelacién de las mismas.

4.8.1.4 ALMACENANIENTO DEL KIT.

Debe almacenarse entre 2-8°C. Los reactivos son estables
hasta la fecha de caducidad. Todos los reactivos deben mantenerse
a temperatura ambiente antes de su uso y posteriormente a su

utilizacién volver a almacenarlos a 2-8°C. No se deben congelar
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los reactivos.

4.8.1.5 LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO.

Las muestras con valores de absorbancia por encima o0 por
debajo de la curva estandar no deben extrapolarse. Las muestras
con valores de absorbancia wor encima de la curva estandar deben
diluirse y volver a analizarse. Los valores resultantes de en las

muestras diluidas se multiplican por el factor de dilucién.

4.8.2 DETERMINACION DE IL~la

Para la determinacién de los niveles en suero de ratén de
IL-lo a las distintas horas de inducido el estado séptico
exparimental se ha utilizado el Inter Test-laX™ Mouse IL-Ilw

ELISA Kit (c6digo #1900-01, Genzyme Inmunobiologicals).

4.8.2.1 PRINCIPIOS DEL ENSAYO.

El principioc de dicha técnica es un enzimo-inmunoensayo de
fase s6lida empleando el principio del sandwich de un anticuerpo
miltiple. Una placa de 96 poc.iilos precubierta con anti-mIL-lo
monoclonal se bloquea primero y después se usa para capturar la

IL-la presente en las muestras.

Después de lavar para eliminar el material no ligado, se
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afiade a la placa un anticuerpo policlonal biotinilado el cual se

liga a la IL-la capturada. Tras un nuevo lavado, se afiade a cada
pocillo peroxidasa conjugada con avidina que liga .los
inmunccomplejos con biotina cepturados en la placa.

La adicién de un sustratc inicia un cambio de coloracién
catalizado por la peroxidasa que se detiene por acidificacidn.
La absorbancia medida a 450 nm es proporcional a la concentracién
de IL-la presente en cada una de las muestras.

Se obtiene una curva estandar representando la concentracién
de las muestras estandar de IL-la frente a la absorbancia

obtenida para cada una de ellas.

4.8.2.2 REACTIVOS Y MATERIALES.

Material proporcionado por el kit.
-~ Placa de microtitulacidén de 96 pocillos recubiertos con
anticuerpo monoclonal anti-IL-la de ratdn.

50 ml de solucién buffer de lavado concentrado (x20).

20 ml de reactivo de blogqueo (proteina tampédn).

15 m! de diluyente del suero (suero tampén).

IL-la estdndar recombinante de ratén.

10 ml de anticuerpo policlonal biotinilado anti-IL-la de
ratén.
- 10 ml de conjugado avidina-peroxidasa.
- 6 ml de sustrato. Reactivo de color A (perdxido de

hidrégeno en solucién buffer).
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- 6 ml de cromégeno. Reactivo de color B (tetrametil
bencidina (TMB) en disolvente orgdnico).
- 10 ml de solucién stop (&cido sulfidrico 1M).

- Cubiertas de pléstico adhesivo para la placa.

4.8.2.3 PROCEDIMIENTO.

A. Equilibrar el kit a la temperatura de la habitacidn.
Debe sacarse de la nevera 30 minutos antes de ser

utilizado.

B. Determinacién del tamafio del ensayo (la placa
entera, media...) segin el nimero de pocillos
requeridos. Se asignan 10 pocillos para las muestras
estdndar (5 valores por duplicado) y el nimero
apropiado de pocillos para las muestras objeto de
estudio. Se debe hacer una curva esténdar con cada

ensayo.

C. Preparacién del buffer de lavado.

Se prepara de acuerdo a la tabla 1 haciendo una
dilucién 1/20 del buffer de lavado (que viene 20
veces concentrado) con agua desionizada. Se mezcla

fuertemente.
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TAMANO DEL ENSAYO CONCENTRACION

Placa entera 50 ml
Media placa 25 ml

Un cuarto de placa 12.5 ml

D. Preparacién del mIL-la estdndar.

El mIL-la sin diluir es estable hasta la fecha de
caducidad indicada en el kit mientras se almacene a 2-
8°C. Cuando se testan sobrenadantes de cultivos, las
diluciones se deben hacer en buffer de lavado. Para
muestras de suero, se usa el diluente de suero.

Como se muestra en la tabla 2, se marcan los tubos

(paso 1), se pipetea la cantidad de diluente qpropiado

en los tubos (paso 2) y se realizan diluciones

seriadas del estdndar (paso 3).

E. Organizazién de la placa.

Se saca la p.aca de la bolsa sellada. Los pocillos y
tiras que ro vayan a emplearse en el ensayo deben ser
guardados en la bolsa con desecante a 2-8°C. Se deben

numerar las tiras.
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PASO 1 PASO 2 PASO 3

TUBOS MARCADOS ADICION DE ESTANDAR
DILUYENTE DILUIDO

405 pg/ml 500 ul 12741 mIL-1
135 pg/ml 500 pi 250p1 del de 405
45 pg/ml 500 p1 250ul1 del de 135
15 pg/ml 500 pl 250ul1 del de 45
0 pg/ml 500 p1

F. Blogquec de la placa.

l- Se anaden 200 ul de reactivo de blogueo por

pocillo.

2- Se sella la placa con adhesivo, se introduce en la
bolsa de incubacién y se incuba a 37+/-2°C durante
40+/-2 minutos.

3- Se quita el ligquido de los pocillos por aspiracién
o invirtiendo la placa y agitando con cuidado para no
descolocar las tiras. Ahcra no se requiere ningidn

lavado.

G. Incubacién de ias muestras.
1- Afadir las muestras y las 5 estdndar por duplicado

a la placa de microtitulacién.
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2- Los pocillos con la muestra recibirdn un volumen
total de 100 pl. Las muestras de suero requieren
dilucién con diluyente de suero como se indica en la
tabla 3. Las diluciones se pueden hacer directamente

en los pocillos.

Tabla 3: Requerimiento i luciones de la ues

TIPO DE MUESTRA DILUCION DILUENTE DE SUERO MUESTRA

Suero 1:4 75ul 125ul

Medio 100ul
de cultivo

3- Para la curva esténdar, afadir 100pl/pocillo de
cada estdndar por duplicado (10 pocillos en total).

4- Sellar la placa con adhesivo e introducir en la
bolsa de incubacién. Incubar durante 40+/-2 minutos a

37+/=-2°C.

H. Incubacién con el anticuerpc biotinilado.

l- Quitar el liquido de los pocillos como siempre.

2- Lavar 4 veces con fuerza con el buffer de lavado
cada pocillo. LLenar los pocillos completamente y
decantar.

3- Secar la placa con toallitas.

4- Pipetear 100pl de anticuerpo biotinilado en cada

pocillo.
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5~ Sellar la placa con adhesivo y porer en la bolsa de

incubacién. Incubar durante 40+/-2 minutos a 37+/-2°C.

I. Incubacién con avidina-peroxidasa.

1- Quitar el liquido de los pocillos como siempre.

2- Lavar 4 veces con fuerza con el buffer de lavado
cada pocillo. LLenar los pocillos y decantar.

3- Secar la placa con toallitas.

4- Pipetear 10001 de avidina-peroxidasa en cada
pocillo.

5- Sellar la placa con adhesivo y poner en la bolsa de

incubacién. Incubar durante 25+/-1 minutos a 37+/-2°C.

.J. Reaccién del sustrato.

I- Preparar la solucién de sustrato mezclando
volumenes iguales de los reactivos A y B para producir
la solucifn de sustrato de acuerdo a la tabla 4.
NOTAS: En el momento de preparar esta solucién no debe

tener color. Se dehe usar inmediatamente.

Tabla 4: Preparacidén de la solucidn de sustrato.
TAMANO ENSAYO REACTIVO A REACTIVO B

Placa entera 6.0 ml 6.0 ml
Media placa 3.0 ml 3.0 ml

Un cuarto de placa 1.5 ml 1.5 ml
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2- Quitar el ligquido de los pocillos por aspiracién o
invirtiendo la placa y agitando con cuidado.

J- Lavar 4 veces con fuerza cada pocillo con buffer de
lavado como se ha descrito anteriormente.

4- Secar la placa con papel.

5- Anadir 100 ul de la solucién de sustrato preparada
en cada pocillo. -

6- Incubar a temperatura de la habitacién durante 4-5
minutos.

7- Parar el desarrollo de color afadiendo 100 ul de
solucién de parada por pocillo. El cclor azul de los
pocillos se torna amarillo.

8- Ajustar el blanco del lector de ELISA en los
pocillos con 0 pg/ml estdndar, entonces leer la
absorbancia a 450 nm en los pocillos restantes. Para
exactitud, leer dentro de los 30 minutos siguientes.

9- Almacenamiento para uso miltiple. Se debe guardar
la cubierta exterior de la placa de microtitulacion
para futuros ensayos. Se debe almacenar todo a 2-8°C

con papel desecante.
‘n8-2-4 RESMTAMSI
Este ensayo se ha optimizado para medir cantidades

relativamente pequeiias de IL-l1la de ratén. Sin embargo este ensayo

permite también la medida de grandes cantidades de IL-la de ratdén
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aumentando la curva por encima de 405 pg/ml.

A. Procedimiento para curvas estdindar desde 15 hasta 135

pg/ml. Se construye una curva esténdar poniendo la
absorbancia significativa para cada estdndar en el eje Y
frente a la correspondiente concentracién de IL-la de ratén

en el eje X. Sigue una regresién lineal.

B. Procedimiento para curvas esténdar hasta 405 pg/ml. Se
construye una curva estdndar poniendo la absorbancia
significativa para cada estdndar en el eje Y frente a la
correspondiente concentracién de IL-la de ratén en el eje

X.

C. Determinacién de la concentracién de IL-la de ratén en
las muestras.
1- Calcular la absorbancia significativa.
2- Determinar la concentracién correspondiente usando
una regresién lineal o una interpolacién punto por
punto con las curvas generadas en A y B.
3- Multiplicar la cantidad calculada de IL-la de ratdn

por el factor de dilucidn.
4.8.2.5 CARACTERISTICAS DE LA REALIZACION DEL ENSAYO.

A. Calibracién esténdar.
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La cantidad de IL-la contenida en el estdndar fue calibrada

comparando del kit con una referencia estdndar de mIL-la.

B. Sensibilidad.
Los limites de deteccién de este ensayo son 15 pg/ml

después de los andlisis estadisticos de los resultados.

C. Especificidad.

Soluciones conteniendo 0.5-1.0mg/ml de las diferentes
citokinas fueron ensayadas con este kit: hIL-la, hIL-183,
mIL-18, mIL-2, mIL-3, mIL-4, mIL-5, mIL-6, mIL-7, mTNFu,
mIFNDp ,mGM-CSF. Estas soluciones no produjeron absorbancias

por encimaa de las producidas por el 0 pg/ml esténdar.

D. Linearidad.
Regresion lineal entre 15 y 405 pg/ml debe dar como

resultado un coeficiente de correlacién de >0.97.

4.8.3 DETERMINACION DE IL-2.

Para la determinacién de los niveles en suero de ratén de
IL-2 a las distintas horas de inducido el estado séptico se ha
utilizado el Inter Inter Test-2X™ Mouse IL-2 ELISA Kit (cédigo

#2122-0, Genzyme Inmunobiologicals).
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4.8.3.1 PRINCIPIOS DEL ENSAYO.

El principio de este método es un inmunoensayo de fase
sélida empleando el principio del sandwick de miditiple

anticuerpo. En placas de microtitulacién de 96 pocillos (pr-cu-

biertas con anticuerpc monoclonal anti-mlIL-2) se usa para

capturar la IL-2 de ratén presente en las muestras estdndar y en
las muestras problema.

Después de lavar para eliminar el material no ligadec, se
afiade un anticuerpo policlonal biotinilado que se une a la IL-2
capturada. Tras un nuevo lavado, se afnade a cadsz pocillo
estreptavidin-peroxidasa conjugada que se une a los
inmunocomplejos marcados con biotina capturados en los pcoc:llos
de la placa.

Después de lavar nuevamente, la adicién de una solucidén con
el substrato inicia un cambio de coloracién catalizado por la
peroxidasa, el cual se detiene por acidificacién. La absorbancia
medida a 450 nm es proporcional a la concentracién de IL-2
presente en las muestras.

Se obtien una curva estdndar mediante el enfrentamiento de
las concentraciones esténdar de IL-2 de ratén con las
absorbancias resultantes. Las concentracicnes de IIL-2 de ratdn
en las muestras experimentales se determinan a través de la curva

esténdar.
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4.8.3.2 MATERIALES Y REACTIVOS.

Material proporcionado por el kit.
- Flaca de microtitulacién de 96 pocillos recubiertos con

anticuerpo monoclonal anti-IL-2 de ratén.

50 ml de solucién buffer de lavado concentrado (x20).

15 ml de diluyente estdndar (suero tampén).

2 ml de IL-2 recombinante estdndar de ratén.

10 ml de IL-2 policlonal anti-ratén biotinilada.

10 ml de estreptavidin-peroxidasa.

12 ml de reactivo sustrato (tetrametilbencidina, peréxido
de hidrégeno en solucidn tamponada).
- 10 ml de solucién stop (4cido sulfdrico 1M).

- Cubiertas de plastico adhesivo para la placa.

4.8.3.3 PROCEDIMIENTO.

A. Equilibrar los reactivos del kit.
Sacar los componentes del kit del frigoricofico 30
minutos antes para que los reactivos y la placa de

microtitulacién alcancen la temperatura ambiente.

B. Determinacidén del tamafio del ensayo y proyecto del
ensayo.
Determinar el tamado del ensayo (entero, medic o un

cuarto) para saber el ne total de pocillos requeridos.
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Se asignan 10 pocillos para los estdndar (5 en

duplicado) y un ndmero apropiado de pocillos para las
muestras. Debe hacerse una curva egtindar en cada
ensayo. Se sugiere un ccntrol negativo (p.e. medio de

cultivo).

C. Preparacién del buffer de lavado.

l- Se prepara por dilucién al 1/20 de buffer de lavado
concentrado con agua desionizada. Se agita con fuerza
para mezclar completamente. Se requiere una completa
y exahustiva técnica de lavado. El buffer debe ser
dispensado con fuerza y retirado completamnete de los

pocillos, aspirando o decantando.

Tabla 1

Tamafio del ensayo Concentrado Agua

Placa entera 950 ml
i media 475 ml

un cuarto 237,5 ml

Preparacién de los estdndar de IL-2.
La IL-2 estdndar es estable a 2-8 C?2 hasta la fecha
caducidad.

Como se ve en la tabla 2, tubos marcados (pase 1),
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se pipetea en los tubos el diluyente esténdar
apropiado (pase 2) y se realiza la dilucién seriada
del estdndar (pase 3).

E. La placa.

Se quita la bolsa de pldstico de la placa. Las tiras

y pocillos que no vayan a usarse, se meten en la bolsa
de pldstico con desecante para el almacenamiento a 2-8

Ce. Numerar los pocillos.

Tabla 2: Diluciones seriadas del Estdndar.

Pase 1 Pase 2 Pase 3

Tubos marcados Afadir diluente esté&ndar Estdndar diluido

%60 pg/ml 300 pl 100 pl mIL-2 esténdar

240

300 " 100 pl del de 960 nl/ml
300 100 pl1 del de 240 ul/ml
300 100 pl del de 60 ul/ml
300

F. Incubacién de la placa.

Se afaden las muestras y 5 estdndar a la placa de
microtitulacién por duplicado.

l- Los pocillos con la muestra deben recibir un

volumen total de 100 ul/pocillo. Los sobrenadantes de

Alfonso Mansilla Rosellé




cultivo y las muestras de sueroc no requieren ser
diluidas pues se supone que se van a obtener valorss
menores o iguales a 960 pg/ml.

2- Para la curva estdndar, se afaden 100 ul por
pocillo de cada estédndar por duplicado (10 pocillos en
total).

3- Se sella la placa con adhesivo y se incuba 40+/-2

minutos a 37°C+/-2°C.

G. Incubacién del anticuerpo biotilinado.

l- Se quita el liquido de los pocillos por aspiracion
o invirtiendo la placa agitando con cuidado para no
desbloquear los pocillos.

2- Se lavan los pocillos 4 veces con el buffer de
lavado; se llena cada pocillo completamente; entonces
se decantan completamente.

3- La placa se seca con papel.

4- Se pipetean 100 ul del anticuerpo policlonal
biotilinado frente a IL-2 en cada pocillo.

5- Se sella la placa con un cubre adhesivo y se incuba

durante 40+/-2 minutos a 37+/-2°C.

H. Incubacién con Streptoavidin-peroxidasa.

1- Se quita el liquido de los pocillos por aspiracién

o invirtiendo la placa y agitando con cuidado.

2- Se lava cada pocillo 4 veces con buffer de lavado.
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3- Se seca la placa con papel.

4- Se ponen 100 ul de streptoavidin-peroxidasa en cada

pocillo.

5- Se sella la placa con un cubre adhesivo y se incuba

25 +/=- 1 minutos a 37 +/=-2°C.

I. Sustrato de reaccién.

I- Si se realiza un ensayo en el que no se gasta la
placa entera, se vierte el volumen requeridc de
sustrato de reaccién en un tubo limpio antes de su
uso. El volumen necesario para una placa entera es de
12 ml. La solucién de sustrato no debe ser coloreada.
2- Se quita el liquido de los pocillos por aspiraciodn
o por inversién de la placa.

3- Se lava cada pocillo 4 veces.

4- La placa se seca con toallitas de papel.

5- Se pipetean 100 pl de reactivo de sustrato en cada
pocillo.

6- Se incuba a temperatura ambiente (18-25°C) durante
10 +/- 1 minutos.

7- Se para el desarrollo de color afladiendo 100 pl de
solucién stop por pocillo. El1 color azul de los
pocilios se vuelve amarillo.

8- Se marca el blanco en el lector de ELISA con un
pocillo con 0 pg/ml de estdndar. Los pociilos

restantes se leen a 450 nm de absorbancia. Para evitar
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la pérdida de datos debidc a la decoloracién, se mide
la absorbancia en 5 minutos.
9- Se salvan los pocillos vacios y la estructura de la

placa de microtitulacidn para ensayos posteriores. Se

almacenan todos los reactivos entre 2-8°C, incluyendo

el ligquido estédndar.

4.8.3.4 RESULTADOS.

Este ensayo se ha optimizado para medir niveles de IL-2 de
ratén con sensibilidad de bioensayo. Sin embargo este ensayo
permite también la medida de niveles de IL-2 de ratén mayores por

extensién de la curva estdndar a 960 pg/ml.

A. Procedimiento para curvas esténdar desde 15 pg/ml a 240
pg/ml.

Se construye una curva estdndar dibujando la absorbancia
para cada estdndar en el eje Y frente a la concentracidn

correspondiente de IL-2 de ratén en el eje X.

B. Procedimiento para la curva estdndar extendiendo a 960
pg/ml.

Se construye una curva estdndar dibujando la absorbancia
para cada esténdar en el eje Y frente a la correspondiente
concentracién de I[L-2 de ratén en el eje X. La curva se

hace mediante interpolacién punto por punto en la gréfica
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en papel o en ordenador. Para muestras diluidas, hay que

muitiplicar la cantidad calculada de IL-2 de ratdén por el

factor de dilucién.

C. Determinacién de la concentracién de IL-2 de ratdén en
las muestras.

Se calcula la absorbancia de las muestras. Se determina la
concentracién correspondiente mediante una regresién lineal
o interpolando punto por punto con la curva estindar

generada respectivamente en A y B.

4.8.3.5 CARACTERISTICAS DE LA REALIZACION DEL ENSAYO.

A. Calibracién del estandar.

La cantidad de IL-2 contenida en el estdndar se calibré por
comparacién del test con una de referencia estdndar de IL-2
de ratén.

B. Sensibilidad.

La deteccién limite de este ensayo se determiné en 15 pg/ml
después de un andlisis estadistico de los resultados de la
ELISA. La absorbancia obtenida con 15 pg/mi fué mayor que
2 desviaciones estdndar por encima de la absorbancia de la
vaselina obtenida desde los pocillos controles del cero
(pocillos que contienen todos los componentes del ensayo
excepto la IL-2 de ratén).

C. Especificidad.
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Empleando este InterTest-2X Kit se ensayaron solucicnes que
contienen las siguientes.citokinas: mIL-10, mIL-18, hIl-2,
Il1-2 de rata, mIL-3, mIL-4, mIL-5, mIlL-6, miL-7, mIL-7,
mTNF-a, mINF-p, mGM-CSF, mSCF. FEstas soluciones no

produjeron absorbancias por encima de 0 pg/ml del esténdar.

D. Linearidad.
El andlisis de regresidn lineal del range de

concentraciones entre 15 y 250 pg/ml! debe dar como

resultadc un coeficiente de correlacién >0,99.

4.8.4 DETERMINACION DE TNPFx.

Para la determinacién de los niveles en suero de ratén de
TNFo. a las distintas horas de inducido el estado séptico se ha
utilizado el Factor Test-X™ Mouse TNFa ELISA Kit (cédigo 80-

2802-00, Genzyme Inmunobiologicals).

4.8.4.1 PRINCIPIOS DEL ENSAYO.

El Factor Test-X™ Mouse TNFsx ELISA Kit se basa en una
técnica de ELISA de fase sé6lida que emplea el principio del
sandwich de miltiples anticuerpos. Primero, una placa de 96
pocillos precubiertos con anticuerpo monoclonal anti-mTNFu se usa

para capturar el mTNFa presente en las muestras estindar y las
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muestras problema. Después de lavar para eliminar el material no
ligado, se aflade un anticuerpo policlonal anti-mTNFo conjugado
con peroxidasa el cual se liga al mTNFa capturado.

Tras un nuevo lavado, se afade una solucifn sustrato gque
inicia cambio de color catalizado por la peroxidasa gque se
paraliza por acidificacién. La absorbancia medida a 450 nm es
proporcional a la concentracién de mTNFa presente en los estdndar

y las muestiras.

4.8.4.2 REACTIVOS Y MATERIALES.

Material suministrado por el kit.

- Placa de microtitulacién de 96 pocillos recubiertos con

anticuerpo menoclonal anti-m-TNFa de hamster.

- 50 ml de solucién buffer de lavado concentrado (x20).

- 1,3 ml de TNFax recombinante standar de ratén a una
concentracién de 8.56 ng/ml.

- 12 ml de anticuerpo policlonal anti-mTNFo de cabra
conjugado con peroxidasade rdbano picante.

- 6 ml de sustrato reactivo A (0.01 N de peréxido de
hidrégenc en solucién buffer).

- 6 ml de cromégeno. Sustrato reactivo B
(tetrametilbencidina (TMB) en metanol (<50%), DMSO (<2%) y
glicerol (<15%)).

- 12 ml de solucién stop (dcido sulfidricc 1M).

- Cubiertas de pldstico adhesivo para la placa.
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4.8.4.3 PROCEDIMIENTO.

A. Equilibrar el test a la temperatura ambiente de la

habitacién. Debe sacarse de la nevera 30 minutos antes

de su uso.

B. Determinacién del tamafiio del ensayo (la placa
entera, media...) segin el ndmero de pocilios
requeridos.

Se asignan 10 pocillos para los estdndar (5 valores
por duplicado) y el nimero apropiado de pocillos para
las muestras. Se debe hacer una curva standar con cada

ensayo.

C. Preparacién del buffer de lavado.

Se prepara de acuerdo con la tabla 1 haciendo una
dilucién 1:20 del buffer de lavado (que viene 20 veces
concentrado) con agua desicnizada. Se mezcla
fuertemente. Este buffer de lavado se usa para lavar
las placas y para diluir el mTNFo estdndar y las
muestras del test que van a ser ensayadas. No debe
diluirse todo el buffer de lavado de una vez, sino
sélo el que vaya a emplearse en cada ensayo para

evitar su deterioro.
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1 del buffer de lavado.

TAMANO DEL ENSAYO CONCENTRACION AGUA

Placa entera 50 ml 950 ml
Media placa 25 ml 475 ml

Un cuarto de placa 12.5 ml 235.5 ml

D. Preparacién del mTNFo estdndar.

- El mINF sin diluir es estable hasta la fecha de
caducidad indicada en el kit mientras se almacene a 2-
8°C. Hay suficiente cantidad para realizar 6 curvas
estandar.

- Cuando se testen muestras de suero, se realizan

todas las diluciones estdndar en buffer de lavado.

Cuando se testan sobrenadantes de cultivos, las
diluciones se deben hacer en medio de cultivo. Esto
minimiza las diferencias de absorbancia entre las
muestras y los estdndar por causa de los diluentes.

- Como se muestra en la tabla 2, se marcan los tubos
(paso 1), se pipetea la cantidad de buffer de lavado
diluido o medio de cultivo en los tubos (paso 2) y se

realizan diluciones seriadas de la muestra estdndar

{paso 3).
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Tabla 2: Diluciones seriadas del estdndar.

PASO 1 PASO 2 PASO 3

TUBCS MARCADOS BUFFER DE LAVADO ESTANDAR

2240 pg/ml 300 nl1 100 ul del estédndar

560 pg/ml 300 nl 100 pl del anterior

140 pg/ml 300 pul : 100 pnl del anterior

35 pg/ml 300 ul 100 pl del anterior

0 pg/ml

300 pl

E. Organizacidén de la placa.

Se saca la placa de la bolsa sellada. Los pocillos y
tiras que no vayan a emplearse en el ensayo deben ser
guardados en la bolsa con desecante a 2-8°C. Se deben

numerar las tiras de pocillios.

F. Incubacién de la muestra.

Anadir las muestras y 5 estdndar por duplicado a la
placa de microtitulacién de acuerdo con el ensayo
disefado.

1- Para la curva estdndar, afadir 100 wl/pocillo de
cada estdndar por duplicado (10 pocillos en total).
2- Los pocillos de las muestras requieren un total de
100 pl/pocillo. Los sobrenadantes de cultivos y las

muestras de suerc requieren al menos una dilucién 1:2.
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Para los pocillos con muestra, anadir 50 nl del buffer
de lavado diluido por pocillo, entonces afadir 50 ul
de muestra a cada pocillo. El buffer de lavado se usa
solo para diluir las muestras, no con los medios de
cultivo tisulares.

3- Se sella la placa con adhesivo y se incuba 2 horas

+/~- 5 minutos a 37°C +/-2°C.

G. Incubacién con el anticuerpo conjugado con HRP.

1- Se guita el liquido de los pocillos por aspiracién
o invirtiendo la placa y agitando con cuidado para no
descolocar las tiras de pocillos.

2- Lavar Jla placa 4 veces con buffer de lavado en cada
pocillo. LLenar los pocillos completamente y después
decantar bien. Se requiere una técnica consistente de
lavado para la buena realizacién del ensayo. El buffer
de lavado debe dispensarse con fuerza y ser retirado
completamente de los pocillos por aspiracién o
decantacién.

3- Secar la placa en toallas de papel.

4- Pipetear 100 pl de anti-THF-alfa de ratdn conjugado
con peroxidasa de rdbano picante (HRP) en cada
pocillo.

5- Sellar con adhesivo la placa e incubar 1 hora +/-

5 minutos a 37+/-2°C.
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H. Reaccién del sustrato.
1- Preparar la solucién de sustrato mezclando
volumenes iguales de los reactivos A y B para producir

la solucién de sustrato de acuerdo a la tabla 3.

NOTAS: la sclucién de sustrato se debe preparar no antes de

15 minutos de su uso. Se prepard solo la cantidad que se

vaya a usar en el ensayo. En el momento de prepararla esta

sclucién no debe tener color.

2- Quitar el liquido de los pocillos por aspiracién o
invirtiendo la placa y agitando con cuidado.
3- Lavar 4 veces con fuerza cada pocillo con buffer de

lavado como se ha descritoc anteriormente.

Tabla 3: Preparacién de la solucidén de sustrato.

TAMANO ENSAYO REACTIVO B

Placa entera
Media placa

Un cuarto de placa

4- Secar la placa con papel.

5- Anadir 100 pl de la solucién de sustrato preparada
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en cada pocillo.

6~ Incubar a temperatura de la habitacidén durante
10+/-1 minutos.

7- Para el desarrc... de color afiadiendo 100 ul de
solucién de parada por pocillo. El color azul de lcs
pocillos se torna amarillo.

8- Ajustar el blanco del lector de ELISA en los

pocillos con 0 pg/ml de muestra estdndar, entonces

leer la absorbancia a 450 nm en los pocillos

restantes.

4.8.4.4 RESULTADOS.

Este ensayo se ha optimizado para medir cantidades
relativamente pequenias de TNFa de ratén. Sin embargo este ensayo
permite también la medida de grandes cantidades de TNFa de ratén

aumentando la curva por encima de 2240 pg/ml.

A. Procedimiento para curvas estdndar desde 35 hasta 560
pg/ml.

Se construye una curva esténdar poniendc la absorbancia
significativa para cada estdndar en el eje Y frente a la
correspondiente concentracién de TNFa de rat“n en el eje X.

Dene seguir una regresién lineal.

B. Procedimiento para curvas estdndar hasta 2240 pg/ml.
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Para aumentar el rangc del andlisis, puede affadirse en

estdndar 2240 pg/ml a la curva esténdar.

C. Determinacién de la concentracién de TNFo. de ratén en

las muestras.

1- Calcular la absorbancia significativa.

2- Determinar la ceoncentracidén correspondiente usando una
regresién lineal o una interpolacién punto por punto con
las curvas generadas en A2 y B.

3- Multiplicar la cantidad calculada de TNFa de ratén por
el factor de dilucién. Las muestras que den un valor muy

alto deben rediluirse y volver a analizarse.

4.8.4.5 CARACTERISTICAS DE LA REALIZACION DEL ENSAYO.

A. Calibracién esténdar.

La cantidad de TNFx contenida en el estdndar ha sido
calibrada por comparacién de el Factor-Test-X Standar con
una referencia estdndar de concentracién conocida de TNFx
altamente purificado de ratén por andlisis de aminodcidos,

por un ensayo de proteina BCA y por ELISA.

B. Sensikilidad.
Los limites de deteccién de este ensayo son 15 pg/ml

después de los andlisis estadisticos de los resultados.
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C. Especificidad.
Soluciones conteniendo diferentes citokinas fueron
ensayadas con este kit (mIL-lc:, mIL-18, mIL-2, mIL-3, mlIL-

4, mIL-6, mIL-7, mIFNb, mGM-CSF, hTNFB). Concentraciones de

10° pg/ml no mostraron reaccidén cruzada con este Kit.

D. Linearidad.
El andlisis de regresion lineal del rango de
concentraciones entre 35 y 560 pg/ml debe tener un

coeficiente de correlacién >0.99.

4.8.5 DETERMINACION LE IL-6.

Para la determinacién de los niveles en suero de ratén de
IL-6 a las distintas horas de inducido el estado séptico se ha
utilizado el Murine Interleukin-6 (mIL-6)Inter ELISA Kit (cédigo

EM-IL-6, Endogen).

4.8.5.1 PRINCIPIOS DEL ENSAYO.

Este método es un ensayo de un enzima acoplado a un
inmunoadsorbente para una medida cuantitativa de IL-6 murina en
sobrenadantes de cultivo o suero.

La placa de microtitulacién de 96 pocillos (precubiertas con

anticuerpc morioclonal anti-mIL-6) se bloguea primero y después
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se usa para capturer la IL-6 de ratén presente en los standar y

en las nmuestras.

Después de lavar para eliminar el material no ligado, se

aflade un ractivo conjugado prediluido anti-mIL-6 que se une a la
IL-6 capturada. Tras un nuevo lavado para eliminar el material
no ligado, la adicién del sustrato TMB (tetrametilbencidina)
inicia el desarrollo en la oscuridad de una reaccién enzimitica
coloreada, la cual se frena al afadir un &cido orgdnico diluido.
Terminada la reaccién, se mide la absorbancia a 450 nm que seréd
proporcional a la concentracién de IL-6 presente en las muestras.

Se obtiene una curva estdndar al enfrentar las
concentraciones estdndar de IL-6 de ratén con sus respectivas
absorbancias. Las concentraciones de IL-6 de ratén en las
muestras a estudiar se determinan a través de la curva esténdar

obtenida.

4.8.5.2 REACTIVOS Y MATERIALES.

Material suministrado por el kit.

- Placa de 96 pocillos precubierta con anticuerpo
monoclonal anti-IL-6 murina.

- 2 viales liofilizados de IL-6 murina esténdar
recombinante derivada de E. coli.

- Diluyente del estdndar.

- Reactivo de placa.

- Solucién de buffer de lavado concentrado (x30).
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Reactivo conjugado predilufdo anti-IL-6 murina.
Reactivo de sustrato TMB (tetrametilbencidina).
Solucién stop (4cido inorgdnico diluido).

Cubiertas adhesivas de pldstico para la placa.

4.8.5.3 PROCEDIMIENTO.

A. Preparacién del buffer de lavado.

Se marca un bote de 2 litros para el buffer de lavado.
Se afiade el contenido total del bote del buffer de
lavade concentrado (x30) y se diluye con 1,5 litros de
agua destilada o desionizada. Se mezcla vigorosamente.
El buffer de lavado debe estar a temperatura de la
habitacién antes de su usc para el ensayo. Si se
emplea solo parte de la placa, el buffer reconstituido
se mantiene a 4°C. Se mantienen reconstituido durante
8-10 meses refrigerado. No se puede usar si se observa

contaminado.

B. Preparacién de las diluciones esténdar de IL-6

murinoc.

1- Preparar los estdndar justo antes de su uso. No se

almacenan los estdndar diluidos.
2- Para sobrenadantes de cultivo se recostituyen los
IL-6 est&ndar en el propio medio de cultivo. Para

muestras de suero, usar en los estindar agua destilada
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o desicnizada. E]l volumen de reconstitucién estéd

indicado en el vial del esténdar. Esto dar& una

solucién de 1250 pg/ml de mIL-6. Tarda aproximadamente
1l minuto en disolverse. Mezclar con suavidad
invirtiendo el vial.

3- Cuando se van a ensayar muestras de suero, se usa
el diluyente esténdar para preparar las dilucicnes
seriadas de la curva esténdar. Si las muestras son
sobrenadantes, se usard para ésto el medio de cultivo.
Guardar el segundo vial de estdndar si se pretende
usar 2 placas parciales.

4- La mIL-6 reconstituida a 1250 pg/ml es el primer
punto de la curva estdndar. Para los puntos restantes,
se preparan diluciones seriadas 5 veces menores que la
anterior como se detalla a continuacién: se marcan 2
tubos con 250 y 50 pg/ml. Se pipetean 400 ul del
diluyente apropiado (paso 3) en cada tubo. Se pipetean
100 pl del mIL-6 reconstituido en el tubo de 250
pg/ml. Se mezcla bien. Se pipetean 100 pl de este
segundo tubo en el de 50 pg/ml. Asi quedan formadas

las tres concentraciones para la curva esténdar.

C. Primera incubacién.
l- Marcar en la hoja de datos el esténdar (blanco o
control negativo), los estdndar de mII-6 y las

muestras gue se van a analizar. Los tres estdndar y el
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blanco deben emplearse por duplicado con cada serie de
muestras.

2- Si se usa una pipeta multicanal, se usa un nuevo
reservorio de reactivo para adicionar el reactivo de
placa.

3~ Adicionar 50 ul del reactivo de placa a todos los
pocillos que se van a utilizar antes de la adicibn de
las muestras y estdndar.

4- Afiadir 50 pl de esténdar y muestras en los pocillos
restantes. Las muestras de suero del grupo sham no se
han diluido, mientras que las muestras de los
restantes grupos se han diluido a una proporcién del
1/100 (5 pl de suero/500 pl de diluyente) (ver seccién
G).

5- Cubrir la placa con el adhesivo, cuidando que todas
las tiras y bordes estén cubiertos. Incubar 2 horas a
37+/-2°C en incubador con atmésfera hidmeda.

6- Al final del periodo de incubacién, quitar el
adhesivo. Lavar la placa 5 veces con buffer de lavado

usando el procedimiento que se describe mds adelante.

D. Lavar la placa.

1- Lavado manual. Dar un golpecito suave a los
contenidos de la placa en un fregadero u otro
receptdculo. Usando una botella con pitorro, llenar

vigorosamente cada pocillo completamente con buffer de
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lavado, tirar el contenido de los pocillos. Repetir

este proceso 4 veces mis. Después del lavado final
mover la placa arriba y abajo y secar con toallitas de
papel u otro material absorbente.

2- Automitico. Aspirar todos los pocillos y lavar 5
veces con buffer de lavado. Después del idltimo lavado

secar la placa.

E. Segunda incubacién.

1- Usando una pipeta normal o multicanal, afadir 100
pul de reactivo conjugado prediluido a cada uno de los
pocillos usados.

2- Poner un nuevo adhesivo sellando bien la placa.
Incubar 1 hora a 37+/-2°C en incubador con atmésfera
hiimeda.

3- Al final de la segunda incubacién, gquitar el

adhesivo y lavar de nuevo 5 veces.

F. Reaccibén de sustrato/stop.

1- Usar diferentes puntas de pipeta para el TMB y la
solucién stop.

2- Si se usan placas parciales ver la seccién G.

3- Poner 100 pl de reactivo TMB en cada pocillo.

4- Permitir el desarrollo de la reaccién coloreada
enzimitica a temperatura ambiente durante 30°C. La

placa debe desarrollarse en oscuridad. F»> cubrir la
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placa con papel de aluminio. Da un color azul que se

torna amarillo cuando se afade la solucidén stop.
5- Después de 30 minutos, parar la reaccién con
solucién stop afiadiendo 100 pl en cada pocillo.
6- Medir la absorbancia en un lector de ELISA a 450
nm. La placa debe leerse dentro de los 30 minutos

siguientes a la parada de la reaccion.

G. Muestras con mayor concentracién de 1250 pg/ml de
mIL-6.

En este caso se hardn diluciones menores de la muestra
con el diluyente apropiado. Por ejemplo, una dilucién
5 veces menor se prepara afadiendo 0.1 ml (100ul) de
la muestra a 400 pl de diluyente de la curva estdndar
o el medio en caso de muestras de cultivos. Se mezcla

bien y se ensayan.

H. Empleo de placas parciales.

Este ELISA proporciona la posibilidad de usar solo
media placa en ocasiones separadas. Se decide el
nimerc de tiras que se desean emplear. Se gquitan las
tiras innecesarias y se almacenan con desecante a 2-
8°C en la bolsa metdlica. Preparar los estdndar de
mIL-6 y realizar la primera incubacién tal como se ha
descrito. Para la segunda incubacidn, afiadir 100ul del

reactivo conjugado prediluido a cada pocillo e incubar
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1 hora a 37°C. Cuando se va a afiadir el TMB, se saca
del bote solo la cantidad que se va a necesitar para
la primera media placa. No se combina el sustrato que
se deja reservado para la otra media placa. Hay que
tener un cuidado especial para que el TMB no se
contamine. Si tienme color azul antes de su uso, es que
estd rontaminado y no se puede usar. Afadir 100ul de
este TMB premezclado a cada pocillo. Permitir el
desarrollo de la reaccién enzimitica en oscuridad a
temperatura ambiente. Parar la reaccién y leer a 450

nm.
4.8.5.4 RESULTADOS.

A. lLos céculos de las concentraciones desconocidas se
pueden hacer manualmente con papel milimetrado o en un
ordenador. Se genera un curva estdndar lineal representando
las absorbancias en el eje Y frente a las concentraciones
de los estdndar en el eje X. Los valores de los duplicados

no deben desviarse mis del 10%.
B. La cantidad de IL-6 en cada muestra se determina
interpolandc desde el valor de la absorbancia hasta ver la

concentracién usando la curva esténdar.

C. Si las muestras han requerido un dilucién determinada,
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una vez buscada la concentracién en el eje X, ésta se

multiplica por el factor de dilucién.

4.8.5.5 CARACTERISTICAS DE LA REALIZACION DEL ENSAYO.

A. Sensibilidad.

Este kit detecta un minimo de 15 pg/mi de IL-6

biologicamente activa. La curva estédndar tiene un rango

entre 0 y 1250 pg/ml.

B. Especificidad.

Es especifico para la medida de IL 6 murina natural o
recombinante. No produce reaccién cruzada con IL-6 humana,
de rata, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF, TNFa o IFNp

murinos.

C. Estabilidad.

La realizacién de este ensayo h. sido testada empleando
reactivos almacenados a 2-6°C durante 6 meses. La
precisién, sensibilidad y linearidad del ensayo se

encuentran en las especificaciones detalladas arriba.

4.9 DETERMINACION DE PGE,.

Los niveles en orina de ratén de PGE, a las distintas horas
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de inducido el estado séptico se han medido mediante kits
comerciales de deteccién de dicha prostaglandina por la técrica
de ELISA (Prostaglandin E, ELISA Kit (c6digo #404110), ELISA
Technologies, Neogen Corporation). Para la lectura de
absorbancias se ha utilizado un lector de ELISA modelo Menarini

Sucart (Menarini Diagncstics) con filtro de 450 nm.

4.9.1 PRINCIPIOS DEL ENSAYO.

Este método utiliza una técnica de ELISA para el andlisis

cuantitativo de esta prostaglandina en fluidos bioldgicos. Este

test opera en base a la competicién entre el enzima conjugado y

la PGE, de la muestra por un nimero limitado de sitios de unién

en la placa cubierta con el anticuerpo.

La muestra o la solucidén estdndar se afiade en primer lugar
a la microplaca. Después, se aflade el enzima conjugado diluido,
se agita y se incuba a temperatura de la habitacidén durante una
hora. Durante la incubacién, tiene lugar la competencia por los
sitios de unién. La placa se lava quitando todo el material que
no se haya ligado. El enzima conjugado ligado se detecta por la
adicién de K-Blue Sustrato el cual genera un color Sptimo después
de los 30 minutos. Los resultados cuantitativos pueden ser
obtenidos por medida y comparacién de la absorbancia de la
lectura de los pocillos de las muestras frente a los standars con

un lector de placa a 450 nm. La extensién de color es
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inversamente proporcional a la cantidad de PGE, en la muestra o

en el esténdar. Pve ejemplo, la ausencia de PGE, en la muestra

resultard en un color azul brillante, mientras que la presencia

de PGE, resultard en un descenso o ausencia de color.

4.9.2 REACTIVOS Y MATERIALES.

A. Material suministrado por el kit.

- 30 ml de EIA buffer para diluir el enzima conjugado, los
estdndar y las muestras.

- 30 ml de solucibén Buffer de lavado. Tiene que diluirse 3
veces con agua desionizada. Se usa para lavar todo el
enzima conjugado no ligado, las muestras y estdndar de la
placa después de la incubacién de 1 hora.

- 20 ml de K-Blue sustrato (Tetrametilbencidina (TMB) méis
H,0,). Se usa para desarrollar el color en los pocillos
después del lavado.

- 150 ul de enzima conjugado de PGE, (concentrado de PGE;
conjugado peroxidasa de rdbano picante).

- 100 ul de PGE, Esténdar, a una concentracién de 1 pg/ml.
- Microplacaplaca de 96 pocillos cubierta con anticuerpo

frente a PGE,. La placa estd lista para su uso.

B. Material requerido no suministrado.
- 60 ml de agua desionizada.

- 10 ml de &cido clorhidrico 1 M.
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D. Recomendaciones sobre el prccedimiel.o.

- No es necesario dejar los reactivos que se calienten a la
temperatura de la habitacién antes de su uso.

- Debe quedar una bolsa desecante en la cartuchera de
estafio con las tiras de pocillos que no se usen. La
cartuchera hay que manteierla cerrada cuando no se use para
mantener el ambiente seco.

- Siempre hay que usar diferentes pipetas para el buffer de
lavado, el enzima conjugado, estdndar y muestras para no
mezclar.

- Antes de pipetear un reactivo hay que enjuagar l& pipeta
tres veces con ese reactivo (es decir, se llena la pipeta
con la cantidad de reactivo deseada y se dispensa dentro
del mismo vial. Esto se repite dos veces mds). Ahora la
punta de pipeta estd enjuagada y lista para dispensar el
reactivo en el pocillo o tubo de test.

- Cuando se pipetea dentr» de los pocillos, no se puede

tocar con la punta de la pipeta el interior de los pocillos

ni los reactivos que contengan para no producir

contaminacién cruzada.

- Los estdndar se deben examinar por duplicado.

- Cada vez que se realice un ensayc hay que hacer una curva
estdndar.

- Agitar suavemente todos los reactivos y las muestras

antes de su uso. No realizar agitaciones vigorosas.
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4 MATERIAL Y METQODOS

D. Recomendaciones sobre el procedimiento.

- No es necesario dejar los reactivos que se calienten a la
temperatura de la habitacién antes de su uso.

- Debe quedar una bolsa desecante en la cartuchera de
estafio con las tiras de pocillos que no se usen. La
cartuchera hay que mantenerla cerrada cuando no se use para
mantener el ambiente seco.

- Siempre hay que usar diferentes pipetas para el buffer de
lavado, el enzima conjugado, estdndar y muestras para no
mezclar.

- Antes de pipetear un reactive hay que enjuagar la pipeta
tres veces con ese reactivo (es decir, se llena la pipeta
con la cantidad de reactivo deseada y se dispensa dentro
del mismo vial. Esto se rerite dos veces mds). Ahora la
punta de pipeta estd enjuagada y lista para dispensar el
reactivo en el pocillo o tubo de test.

- Cuando se pipetea dentro de los pocillos, no se puede

tocar con la punta de la pipeta el interior de los pocillos

ni los reactivos que contengan para no producir

contaminacién cruzada.

- Los estdndar se deben examinar por duplicado.

- Cada vez que se realice un ensayo hay que hacer una curva
estdndar.

- Agitar suavemente todos los reactivos y las muestras

antes de su uso., No realizar agitaciones vigorosas.

Tesis Doctoral




4 MATERIAL Y METODOS L]

- Cuando se usen cantidades parciales de un kit, se
recomienda transferir el volumen apropiado de cada reactivo
a un tudbo de cristal limpio para su dispensacién. Esto
reducird la contaminacién del reactivo por las repetidas
tomas de producto dezde el bote original.

- El enzima conjugado es mucho mds estable en su forma
concentrada. Se diluye solc el volumen necesario para las
tiras de pocillos que se vayan a usar.

- Antes de tomar ninguna medida de la absorbancia, limpiar
el fondo de la placa por fuera con un papel para quitar las

huellas de los dedos.

4.9.3 PROCEDIMIENTO.

A. Preparar los estdndar como muestra la tabla 1.

Tabla 1

ESTANDAR PREPARACION

Solucién stock 1 ug/ml
20 ul de A y 980 pl de EIA buffer:20ng/ml

200ul de By 1.8 ml de EIA buffer:2ng/ml

200ul1 de C y 1.8 ml de EIA buffer:0.2ng/ml

Continuar la preparacién de los estdndar como se

muestra en la tabla 2.
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Tabla 2

Esténdar ng/ml EIA buffer Estdndar B Esténdar C Esténdar D
(afadir pl) nl ul nl

como estéd - -
500 - 500
- - como esté
800 200 -
500 500 -
- como esté -
800 -
500 -

B. Determinar el nimero de pocillos que se van a usar.
Calcular siempre unos cuantos pocillos mis cuando se

calcule la cantidad del enzima conjugado, pués puede

haber un pequefio fallo durante el pipeteo (4 pocillos

mis para pipeta simple y 8 mds para multicanal).

C. Diluir el enzima conjugado de PGE,.

Afiadir 1 pl del enzima conjugado a 50 pl de buffer de
EIA por cada pocillo ensayado. Para toda la placa,
afadir 110 pl del enzima conjugado de PGE; en 5.5 ml de

buffer de EIA. Mezclar bien la solucién.

D. Afadir 50 ul de los estdndar (S) por duplicado y de
las muestras (U) a los pocillos apropiidos. Algunas

muestras requieren diluirse.
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E. Afladir 50 pl del enzima conjugado diluido de PGE; en
cada pocillo (Se puede emplear una pipeta multicanal

para una adicién répida).

F. Agitar la placa ligeramente para mezclar los

contenidos. Se puvede usar un agitador de placas.

G. Cubrir con pelicula de pldstico e incubar la placa
a la temperatura de la habitacién durante 1 hora.
Mantener la placa lejos de cambios y fluctuaciones de

temperatura.
H. Diluir el buffer de lavado con agua desionizada (30
ml de buffer de lavado mds 60 ml de agua desionizada).

Agitar a fondo.

I. Después de la incubacidén, verter el contenido de la

placa. Golpear y secar la placa con una toallita.

J. Lavar cada pocillo con 200 pl de buffer de lavado.

Repetir tres veces el lavado.

K. Afnadir 150 ul de K-Blue sustrato a cada pocillo

(Usar pipeta multicanal para mejorar los resultados).

L. Dejar la placa a temperatura ambiente durante 30
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minutos.

LL. Afiadir 50-100 pl de HCl1 1 M a cada pocillo para

parar la reaccién.

M. Suavemente agitar la placa antes de tomar la

lectura para conseguir un color uniforme en cada

pocillo.

N. Leer en un lector de ELISA a 450 nm.

N. Dibujar la curva estdndar y estimar la

concentracién de las muestras desde dicha curva.

4.9.4 RESULTADOS.

A. Calcular la media de los valores duplicados.

B. La media de los dos valores de S, es ahora el valor B, (S,

serd B;,, y asi sucesivamente).

C. Seguidamente, encontrar el porcentaje de maxima unién
(valor %B/B,). Para hacer ésto, dividir las medias de cada
valor estindar (desde B, a B;) por el valor de B, y

multiplicar por 100 para conseguir los porcentajes.
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D. Representar la curva estédndar dibujando el %B/B, para
cada concentracidn estdndar en el eje Y (ordenadas) frente
a la concentracién en el eje X (abcisas). Dibujar la curva

usando una técnica de regresién lineal.

E. Dividir las medias de cada muestra por el valor de B, y

multiplicar por 100 para alcanzar los porcentajes.

F. Usando la curva estdndar, la concentracién de cada

muestra puede ser determinada por comparacién de el $B/B, de

cada muestra a la correspondiente concentracién de PGE,

estdndar.

G. Si las muestras se han diluido, la ccncentracién
determinada desde la curva estdndar debe multiplicarse por

el factor de dilucién.

4.9.5 CARACTERISTICAS DE LA REALIZACION DEL ENSAYO.

- Reactividad cruzada con otras sustancias.
Prostaglandina E, 100, 0%
Prostaglandina 100, 0%
Prostagliandina 100, 0%
Prostaglandina 100, 0%
Prostaglandina 100, 0%

Prostaglandina 100, 0%
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6-Keto-Prostaglandina E, 85,50%

Prostaglandina F,0 10,40%

13, 14-Dihidro-

15-Keto-Prostaglandina F,0 2,00%
Prostaglandina D, 0,26%
11B8-Prostaglandina F,0 0,11%
6-Keto-Prostaglandina F,0 <0,01%
15-Keto-Prostaglandina F,0 <0,01%
Prostaglandina F,0 <0,01%

Tromboxano B, <0,01%

4.10 DETERMINACION DE LAS SUBPOBLACIGNES LINFOCITARIAS CD4

Y CD8.

La determinacién de las subpcblaciones de linfocitos T CD4
y CD8 a las 24 horas de provocado el estado séptico se ha
realizado en sangre total del ratén mediante una reaccién de
inmunofluorescencia directa. La lectura de la inmunofluorescencia

resultante se ha medido en un citémetrc de flujo modelo.

4.10.1 PRINCIPIOS DEL ENSAYO.

El método consiste en una reaccién especifica antigeno-

anticuerpo mediante la cual se afladen a la sangre total dos

anticuerpos monoclonales anti receptores CD4 y CD8 de la membrana
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linfocitaria. Dichos anticuerpos monoclonales especificos estén

marcados con un cromégeno (el anti-CD8 con fluoresceina y el

anti-CD4 con ficoeritrina). Después de lavar para eliminar el

material no ligado, la fluorescencia resultante medida por
citometria de flujo ser4 la expresién de la unién del anticuerpo
marcado con con su receptor especifico de membrana, y por tanto
indicard la cantidad las células linfocitarias por unidad de

volumen que contengan en su membrana los receptores CD4 o CD8.

4.10.2 REACTIVOS Y MATERIALES.

-~ 3 ml (300 ug) de anticuerpo monoclonal de rata anti
receptor CD8 de ratén marcado con fluoresceina (Caltag
Laboratories).
- 0,5 ml (50 pg) de anticuerpo monoclonal de rata anti-
receptor CD4 de ratén marcado con ficoeritrina (Caltag
Laboratories).

50 ml de solucién para lisar los hematies.

50 ml de solucién de formaldehido al 1%.

Pipetas de precisién entre 5 pl-500 ul.
- Centrifuga refrigerada.

Citémetro de flujo.

4.10.3 MANEJO Y RECOLECCION DE LAS MUESTRAS.

La sangre total del ratén una vez obtenida se analizaré
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inmediatamente a temperatura ambiente. Una vez marcada con los
anticuerpos monoclonales y previa lisis de los hematies y

posterior centrifugacién y lavado, se conservard con la solucién

de formaldehido a 0-8°C en frigorifico y en oscuridad hasta su

lectura en un periodo mdximo de 36 horas.

4.10.4 PROCEDIMIENTO.

A. De la sangre total recogida en un tubo de hemograma
con EDTA se extraen 50 ul que se introducen en un tubo
de cristal.

B. Se afaden al tubo de cristal con la sangre 5 pl de
cada anticuerpo monoclonal especifico marcado con

cromégeno.

C. Se incuba a temperatura ambiente durante 30

minutos.

D. Se afaden 500 pl de solucién para lisar los

hematies, dejdndcla actuar durante 5 minutos.

E. El1 tubo con los hematies ya lisados se centrifuga

a 1500 R.P.M. durante 5 minutos a 4°C.

F. Decantar para eliminar el material no ligado y los

hematies lisados.
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G. Se afade a cada tubo 100 pl de solucién de

formaldehido al 10%.

H. Cubrir cada tubo con papel de aluminio para
preservarlo de la luz y almacenar en frigorifico a 4-

8°C por un periodo mdximo de 36 horas.

I. Para la lectura de la fluorescencia retirar el

papel de aluminio y utilizar un citémetro de flujo.

4.10.5 RESULTADOS.

Los resultados se expresan en porcentaje de células
por 50 pl de sangre total que es directamente proporcional
a la intensidad de fluorescencia que se detecta por
citometria.

El nimero total de cada subpoblacién linfocitaria por
nl se calcula en base al hemograma realizado previamente a
cada muestra de sangre, en el que se incluye el nimero
total de leucocitos por pl y la f6rmula leucocitaria, en la
que se expresa la participacién en % de los linfocitos en

la composicién de dicha férmula.

4.10.6 CARACTERISTICAS DE LA REALIZACION DEL ENSAYO.

~ FEspecificidad.
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A. Anticuerpo monoclonal de rata anti-CD8 de ratén. Este
anticuerpo se une a proteinas de aproximadamente 30.000
daltons que se encuentran en el 85% de los timocitos de
ratén, en los linfocitos T supresores/citotéxicos de ratén
y sus células precursoras. No se une a los linfocitos T
cooperadores/inductores de ratén. Este anticuerpo no es
altamente especifico de especie, por lo que puede ser
utilizado en todas las cepas de ratén usadas con mas

frecuencia en los laboratorios.

B. Anticuerpo monoclonal de rata anti-CD4 de ratén. Este
anticuerpo se une a proteinas de aproximadamente 30.000
daltons que se encuentran en el 85% de los linfocitos T
cooperadores/ inductores y sus células precursoras. No se
une a los linfocitos T citotéxicos/supresores de ratén.
Este anticuerpo no es altamente especifico de especie, por
lo gu2 puede ser utilizado en todas las cepas de ratén

usadas con mlds frecuencia en los laboratorios.

4.11 ESTUDIO ESTADISTICO.

El estudio estadistico del comportamiento de una o varias
variables en las poblaciones se lleva a cabo a partir de muestras
de dichas poblaciones. Las muestras deben ser aleatorias y

suficientemente amplias para asegqurar la veracidad de los
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resultados, que una vez obtenidos y tabulados de manera adecuada
{estadistica descriptiva), han de ser sometidos a distintas
pruebas para determinar la confianza con la que pueden aceptarse
las hipétesis planteadas a partir de ellos (tests de hipdtesis).

A continuacién se exponen los fundamentos tebricos
imprescindibles de cada uno de los procedimientos estadisticos
empleados en el presente trabajo, si bien ila mayoria de las
formulaciones matemdticas han sido omitidas intencionadamente en

busca de una mayor claridad.

4.11.1 ESTADISTICA DESCRIPTIVA.

4.11.1.1 MEDIA ARITMETICA.

Cociente resultante de dividir la suma de los valores que
una variable cuantitativa toma en cada elemento de la muestra por

el tamano de ésta:

4.11.1.2 DESVIACION TIPICA

Es la raiz cuadrada de la varianza y nos ofrece una idea de
la heterogeneidad o variabilidad de los valores muestrales:

| 2 (x,-x)2

8 =
n-1
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4.11.2 TESTS DE HIPOTESIS.

Cemo cuestidén previa, parece conveniente recordar, aungue
sea con brevedad, el concepto de significaci6bn estadistica. Se
dice que existe significacién estadistica cuando, en un test de

hipétesis, H, (hipbétesis nula) es rechazable, es decir, cuando la

posibilidad de rechazar H, (y por tanto poder aceptar la

hipétesis alternativa H,), siendo H, cierta, es pequeia
(normalmente p < 0,05, o lo que es lo mismo, un error o inferior
al 5%, aunque errores a menores del 10% y a veces del 15% pueden
aceptarse como significativos o con clara tendencia a la
significacién, dependiendo del planteamiento y los objetivos del

test formulado) (Armitage, 1987; Carrasco, 1989).

4.11.2.1 TEST DE KOLMOGOROV-SMIRNOV.

Es un test de bondad de ajuste a una distribucidén normal,
y verifica si una variable aleatoria continua (aquella que se
expresa numéricamente y toma cualquier valor dentro de unos
limites dados) ajusta sus resultados en una poblacidn a una curva
de distribucién normal. Esta prueba, al igual que otras similares
como el test de normalidad de D'Agostino (1986), puede aplicarse
también a variables aleatorias cuantitativas discretas (aquellas
que toman valores numéricos aislados) y cualitativas, siempre que
los datos se agrupen en clases y se opere con las marcas de clase

y las frecuencias absolutas. De cualquier manera, para este tipo
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de variables suele usarse directamente el test Chi?, que incluye

entre sus aplicaciones, como se vié en el apartado anterior, la
bondad de ajuste a una distribucién.

Cuando el test es significativo, al poder rechazarse la
hip6tesis nula (H, = La variable sigue una distribucién normal),
serd preciso modificar los datos para lograr la normalidad
(generalmente mediante transformacién logaritmica) o bien
utilizar una prueba independiente de la distribucién (no

paramétrica).

4.11.2.2 ANALISIS DE LA VARIANZA.

Se ha utilizado este método para comparar la media de las
distintas variables cuantitativas independientes obtenidas entre
todos los grupos y a las distintas horas.

El andlisis de la varianza de una via (ANOVA 1), dentro del
concepto general de andlisis de la varianza ideado en 1925 por
Fisher, es un procedimiento para contrastar si las r poblaciones
normales y con varianzas iguales, de las que se han obtenido r
muestras aleatorias e independientes, tienen igual media o no.
No se trata, como podria pensarse en un principio, de una
generalizacién del test de Student para dos muestras
independientes de poblaciones con varianzas iguales, pues si
efectudramos todas las comparaciones dos a dos el error a fi' al
acumulado seria la suma de los errores a de cada uno de los test

realizados, y existiria una alta probabilidad de rechazar la H,
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global sin deber hacerlo.

La mecdnica del ANOVA 1, sistematizada de manera general y
eludiendo complejas referencias matemdticas y conceptuales, es
la siguiente:

- Comprobar, mediante tests como el de Kolmogorov-Smirnov
o el de D'Agostino, que cada muestra proviene de una variable
aleatoria normal.

- Comprobar la hip6tesis de que todas las muestras provienen
de poblaciones con iguales varianzas. Ello puede hacerse
calculando los rangos o amplitudes de cada una de las muestras
y observando que no presenten excesivas diferencias entre si ni
aumenten conforme lo hacen las medias. Cuando este procedimiento
sencillo no arroje un resultado claro, habrd que aplicar el test
de Bartlett utilizado para comparar varias varianzas
independientes.

- Calcular F,,, y compararla con F, (r-1 ; N-r, siendo r el

nimero de muestras y N el tamafio total de todas las muestras).

- Cuando el ANOVA 1 es significativo (Fo, > F,);, Y en

alcunas ocasiones ain sin serlo, conviene examinar las medias de
cada muestra y la magnitud de las diferencias entre ellas.

En tales casos pueden emplearse diversos procedimientos
(Student, Tukey, Scheffé, Dunnet), pero el método de secuencia
de Newman (1939) y Keuls (1952) es el mds potente. Consiste en
ordenar las k medias en orden ascendente, comparandc primero las
dos medias extremas de entre las k, luego las dos medias extremas

de entre las k-1, y asi sucesivamente. En cada paso se toma el

Tesis Doctoral




4 MATERIAL Y METODQOS 102

valor k oportuno (k, k-1, k-2, etc.) y, siempre gue se encuentre

que las medias mds alta y mds baja de un grupo, contrastadas

mediante una t,, cldsica, no son significativamente diferentes,

se decide que ninguno de los miembros del grupo lo son

(Tallarida, 1987).

La ventaja fundamental de este método consiste en que en
cada paso el nimero k de medias comparadas va disminuyendo, el
valor de t, también disminuye, y por tanto resulta mds probable
encontrar una significacién estadistica al comparar las medias

entre si.

4.11.2.3 TESTS NO PARAMETRICOS.

Ante la posibilidad, y debido a que el tamafo muestral de
todas las poblaciones ha sido n=10, de que los resultados
obtenidos para cada variable aleatoria no siguiesen una
distribucién normal, se han aplicado los tests no paramétricos
gue acontinuacién se detallan para hacer las comparaciones entre
los distintos grupos. Hay gque destacar que los resultados
obtenidos tras la aplicacién de los mismos han sido prdcticamente
iguales a los hallados tras aplicar el test del andlisis de la
varianza. Los resultadcs, aunqgue no se muestran en este trabajo
por criterios de simplificacibén, se encuentran a disposicién de

aquellas personas que solicitasen comprobar los mismos.
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4.11.2.3.1 TEST DE MANN-WHITNEY.

Es un test no paramétrico para contrastar los valores de dos
variables aleatorias cuantitativas e independientes que siguen
una distribucién cualquiera.

La mecénica de la prueba, idéntica a la del también muy

usado test de Wilcoxon para muestras independientes, excepto en

la férmula para obtener el estadistico R,,, consiste bdsicamente

en unir ambas muestras y ordenar los valores de menor a mayor,
asigndndoles rangos correlativos a los elementos y corrigiendo
los empates, para a continuacién sumar los  rangos
correspondientes a cada muestra.

Las sumas de rangos, si no existe diferencia significativa
entre las muestras, serdn bastante similares, mientras que si los
valores de una de ellas son mayores que los de la otra, tenderan
a ocupar rangos superiores, arrojando una suma mids elevada.

La significacién puede obtenerse contrastando el estadistico
U, de Mann-Whitney (1947) calculado con un U, teérico buscado en
tablas (Auble, 1953), o mejor realizando una aproximacién a la

Normal cuando ambos tamafios muestrales n, y np > 10.
4.11.2.3.2 TEST DE KRUSKAL~WALLIS.
La idea, desarrollada al exponer el test de Mann-Whitney,

de comparar dos variables aleatorias usando los rangos obtenidos

al unir todos los datos de ambas muestras y ordenarlos en sentido
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creciente, puede ser extendida a m&s de dos grupos.

Disponemos ahora de r muestras independientes de tamafios N,

n,, hasta n., y se desea contrastar la hipbtesis nula H, de que
los valores de las r poblaciones de las que provienen las &
muestras son iguales, frente a la hipétesis alternativa H, de que
al menos una de las poblaciones tiende a dar valores mds altos
que al menos una de las otras.

Uniremos las r muestras en una sola, asignaremos rangos y
obtendremos las sumas de rangos para cada una de las muestras,
calculando el estadistico W de Kruskal-Wallis y, si existen
empates, lo dividiremos por un factor de correccién determinado
por el nimero de grupos empatados y por el nimero de empates en
el grupo de empatados.

Finalmente, si W es mayor que un Chi? con r-1 g.l.,
rechazaremos la hipétesis nula de igualdad con un error a y
procederemos a la realizacién de comparaciones miltiples mediante

tests no paramétricos especiales.

4.11.2.4 PRUEBA EXACTA DE FISHER.

Se ha empleado este test, con la Correccién de Yates, para
el estudio de la supervivencia entre los distintos grupos a las
distintas horas, dado que se trata de variables cualitativas y
de un casc de comparacién de proporciones independientes que, al
no cumplir el requisito de que todas las frecuencias tebricas

calculadas sean mayores que 5, imposibilita la aplicacién del
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test del Chi? (Martin-Andrés, 1990).

Esta prueba valora si la desproporcién que presenta la tabla
es o no atribuible al azar, y para ello se ha de calcular la
probabilidad de presentacién de esta desproporcién anémala y de
todas las mds extremas hasta la que se nos ha presentado. Si

dicha probabilidad es menor que 0,05, aceptaremos que el hecho

de haberse presentado una tabla con tal desproporcién de

caracteres hard necesario rechazar la hipétesis nula de igualdad

de proporciones.
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2 RESULTADOS
5.1 IL-1c.

A 12 hora se observa gue no existen diferencias
estadisticamente significativas de los niveles séricos de IL-la
entre los grupos simulado, el control (LPS) y el pretratado
conjuntamente con IL1-8 murina e ibuprofén. Sin embargo, en el

grupo tratado solamente con ibuprofén se produce un marcado y

significativo aumento de esta citokina con respecto a los grupos

simulado, el control y el pretratado con IL-1B murina.

A 22 hora se produce un gran aumento en suero de IL-la en
el grupo control (LPS), con diferencia estadisticamente
significativa con respecto a los cuatro grupos restantes. A su
vez, hay que destacar gque a esta hora no existen diferencias
significativas de los niveles séricos de esta citokina entre el
grupo simulado y los tres grupos tratados (IL-18 murina,
ibuprofén e IL-18 murina mds ibuprofén).

Por tdltimo, a 42 hora existe un aumento significativo en
suero de IL-lo en todos los grupos problema (control y todos los
tratados) con respecto al grupo simulado. No se observan
diferencias en los valores de esta citokina entre el grupo
control y los grupos tratados tanto con IL-18 murina como con IL-
18 murina mis ibuprofén, ni entre estos dos Gltimos grupos entre
si. Sin embargo, en el grupo tratado solamente con ibuprofén, se
produce a esta hora un marcado aumento de esta citokina con
respecto al grupo control (LPS) y los otros dos grupos tratados
(IL-18 murina e IL-1B murina mds ibuprofén), con diferencia

estadisticamente significativa.
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b A s

Il~1x I8 HORA

ESTADISTICA BASICA

NOMBRE

DESV.TIP. MINIMO

TAMANC

GRUPO 1

20,4611 10

GRUPO 2

11,4658 10

GRUPO 3

13,5913 10

GRUPO 4

39,4498 10

GRUPO 5

28,9517 10

=

ANALISIS ESTZDISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 2

DIFERENCIA | @ EXP.

]

W k= k= n tn 1 & B B

GRUPO 1=
GRUPO 2=
GRUPO 3=
GRUPO 4=
GRUPQO 5=

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPQ
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

SIMULADO
LPS

2
3
1
5
2
3
1
2
3
2

38,940
35,216
33,984
17,860
21,080
17,356
16,124
4,9560
1,2320

4,9222
4,4514
4,2957
2,2576
2,6646
2,1939
2,0381
0,6264
0,1557
0,4707

NN W W N o

E

LPS+IL-183 murina
LPS+IBUPROFEN
LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN

Alfonso Mansilla Rosells




NOMBRE

mmq--—

IL-1a 22 HORA

ESTADISTICA BASICA

MEDIA

DESV.TIP.

TAMANO

MINIMO

GRUPO 1

25,612

13,6122

10

GRUPO 2

111,356

64,9513

10

GRUPO 3

39,156

13,0898

10

GRUPO 4

55,812

28,1577

GRUPO 5

42,192

L==n==n==

VARIABLE 1

'WM

26,8570

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 2

DIFERENCIA

Q EXP.

x

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

N

RN Y

GRUPO 1=
GRUPO 2=
GRUPO 3=
GRUPO 4=
GRUPO 5=

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

M W k= W s W~

SIMULADO
LPS

85,744
72,200
69,164
55,544
30,200
16,656
13,620
16,580
3,0360

LPS+IL~-18 murina
LPS+IBUPROFEN
LPS+IL~-18 murina+ IBUPROFEN

7,7696
6,5423
6,2672
5,0331
2,7365
1,5093
1,2342
1,5024
0,2751

NN W W RN W
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IL-1la 4% HORA
ESTADISTICA BASICA

! NOMBRE MEDIA DESV.TIP.

GRUPO 1 36,28 27,0099

GRUPO 2 86,624 34,6777

GRUPO 3 80,272 35,0505

GRUPGC 4 117,988 23,8165

GRUPO 5 74,556 30,3052

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

l VARIABLE 1 | VARIABLE 2 | DIFERENCIA

GRUFO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

81,708
43,432
37,716
31,364
50,344
12,068
6,3520
43,992
5,7160
38,276

l GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

~ b~ W= Wy =

G W W N N N R R R R
NN W N W N W

SIMULADO

LPS

LPS+IL-18 murina
LPS+IBUPROFEN

LPS+IL-18 murina+IBUFPROFEN

Alfonso Mansilla Rosellé




B RESULTADOS IL-1 alfa

NIVELES SERICOS

pg/ml

= SIMULADO @ LPS & |L-18 4 IBUPROFEN % IL-18+IBUPROFEN




"_RE 119
5.2 TNFu

A 12 hora se produce un aumento significativo de TNFa en
todos los grupos problema con respecto al grupo simulado. Este
aumento es significativamente mayor en el grupo tratado con IL-15
murina con respecto a los grupos tratados tantc con ibuprofén
como en el é&ste se asocia con IL-18 murina, sin existir
diferencias con respecto al grupo control (LPS). No se observan
diferencias entre el grupo control y los tratados con ibuprofén
e IL-18 murina mids ibuprofén, ni entre éstos dGltimos entre si.

A 22 hora persiste un aumento significativo, aunque menor
que a la hora anterior, de TNFa en todos los grupos problema con
respecto al grupo simulado. Sin embargo, en el grupo tratado con
IL-18 murina este incremento de TNFua sérico es significativamente
menor que en los grupos control y los otros tratados (ibuprofén
e IL-18 murina m&s ibuprofén). Por otro lado, en el grupo tratado
con IL-18 murina mds ibuprofén se produce un mayor aumento de
esta citokina con respecto al grupo control y a los grupos
tratados con ibuprofén o IL-18 murina. No se aprecian diferencias
entre el grupo control y el tratado solamente con ibuprofén.

Por titimo, a 42 hora permanecen significativamente

aumentados los niveles séricos de TNFa en todos 1los grupos

problema con respecto al grupo simulado. Este incremento es
significativamente mayor en los grupos tratados con ibuprofén y
con ibuprofén més IL-1B murina (y entre estos dos mis en el que
se administra s6lo ibuprofén) con respecto a los grupos control
y el tratado s6lo con IL-18 murina, sin existir diferencias entre

estos dos dltimos grupos entre si.

Alfonso Mansilla Rosellé




TNFPx 12 HORA

ESTADISTICA BASICA

NOMBRE

MEDIA

DESV.TIP.

TAMANO

=

MINIMO

GRUPO 1

58,72

171,9632

10

GRUPO 2

3908,6

2840,2423

10

GRUPO 3

5045,96

2681,2852

10

GRUPO 4

2992,32

502,668

10

Im

GRUPO 5

2614,56

567,3044

10

VARIABLE 1

==

—

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 2

DIFERENCIA

Q EXP.

x

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

I v & o N NN W W W W

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

[P T W S T S S U T S

e —

SIMULADO
LPS
LPS+1L-18 murina
LPS+IBUPROFEN
LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN

4987, 24
2431, 40
2053, 64
1137,36
3849, 88
12,9404
916,280
2933,60
377,760
2555, 84

8,8550
4,3170
3,6463
2,0194
6,8356
2,2976
1,6269
5,2087
0,67¢7
4,5380

NN W N W W

|1
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NOMBRE

TNFa 24 HORA

ESTADISTICA BASICA

MEDIA

DESV.TIP. TAMANO

MINIMO

GRUPO 1

24,80 52,7976 10

GRUPO 2

1444,4 509,7249 10

GRUPO 3

1043,32 266,506 10

GRUPO 4

1474,44 229,6614 10

GRUPO 5

1806,68 353,4359 10

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 1

DIFERENCIA

VARIABLE 2 Q EXP.

e e e

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

L by &y & & & v n v n

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

1781, 88
763, 36
362,28
332,24

1449,64
431,12
30,040
1419,6

GRUPO 401,08

17,620
7,5488
3,5826
3,2855
14,335
4,2633
0,2970
14,038
3,9663

o N W N W N W b %Lﬂ

W Ny W ol N W

GRUPO 1018,52 10,072

SIMULADO

LPS

LPS+IL~18 murina

LPS5+ IBUPROFEN

LPS+IL~-18 murina+IBUPROFEN

Alfonso Mansilla Rosellé




NOMBRE

MEDIA

TNFo 42 HORA

ESTADISTICA BASICA

DESV.TIP.

MINIMO

GRUPO

1

23,24

53,3895

GRUPO

2

682,92

299,1986

GRUPO

3

803,36

293,5161

GRUPO

H

1355,32

338,0098

10

298,179 10

e

| GruPO 5

1087

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARTABLE 2 | DIFERENCIA

x |

g EXP.

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

GRUPO
GRUPC
GRUPO
GRUPO
GRUPOQ
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

————

1332,08
672,40
551,96
258,32

1073,76
414,08
293,64
780,12

15,246
7,6959
6,3174
2,9566
12,285
4,7393
3,3608
8,9288
120,44 1,3785
659,68 7,5503

e

N Wl bn n & B R R
LTI ST L I T . T I S
NN W W N W by

SIMULADO

LPS

LPS+IL~18 murina
LPS+IBUPRCOFEN

LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN

Tesis Doctoral




RESULTADOS TNF alfa

NIVELES SERICOS

pg/ml (Miles)

< SIMULADO D LPS & 1L.18 4 IBUPROFEN 4" IL-.18+IBUPROFEN




2 RESULTADOS 124
5.3 IL-2

A 1% hora, solamente se observa un aumento significativo de
los niveles séricos de IL-2 en el grupo tratadc con IL-1B murina

mids ibuprofén con respecto & todos los grupos restantes

(8imulado, control (LPS), IL-18B murina e ibuprofén), sin existir

diferencias significativas al comparar éstos grupos entre si.

A 22 hora se produce un aumento significativo de los niveles
en suero de esta citokina en todos los grupos tratados (IL-18
murina, ibuprofén e IL-18 murina m&s ibuprofén; sin existir
diferencias significativas entre ellos), solamente con respecto
al grupo simulado. En el grupo control no se aprecian diferencias
significativas al compararlo tanto con el grupo simulado como con
todos los grupos tratados.

Por fdltimo, a la 4¢ hora se evidencia un aumento
significative de IL~2 en suero en todos los grupos tratados (IL-
18 murina, ibuprofén e IL-18 murina mids ibuprofén) con respecto
al grupo simulado, asi como un aumento de los niveles séricos de
esta citokina en el grupo tratado con las dos drogas con respecto
al grupo control y a los grupos tratados con ambas drogas de
forma aislada. Igualmente, no aparecen diferencias entre el grupo
simulado con el control ni entre éste con respecto a los grupos

tratados con IL-18 murina o con ibuprofén.

Tesis Doctoral




IL-2 12 HORA

ESTADISTICA BASICA

Sl e — ]

NOMBRE MEDLI. DESV.TIP. MINIMO

GRUPO 1 17,73 20,1515

GRUPO 2 28,58 34,8662

GRUPO 2 52,88 51,0331

I GRUPO 5 227,76 259,8026

ANALISIS ESTADISTICO

GRUPO 4 74,65 65,6216

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

|I VARIABLE 1 | VARIABLE 2 | DIFERENCIA

-

E GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

210,03
199,18
174,87
153,11
56,92
46,07
21,76
35,16
24,31
10,85

N oW N Wk N W

L)

v WA s amsu Gy

L T P O S N P

SIMULADC

LPS

LPS+IL-18B murina
LPS+IBUPROFEN

LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN

Alfonso Mansilla Roselld




IL-2 28 HORA

ESTADISTICA BASICA

DESV.TIP. TAMANO MINIMO MAXIMO I

7,7305 10 0 18,8

38,2017 10 6.9 109, 4

54,889 10 0 139,2

68,167 10 192,5

47,906 10 164,3

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 2 | DIFERENCIA | Q EXP.

F.

Q TEOR.

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

92,94 5,8468
50,48 3,2583
37,92 2,3855
5,94 0,3739

87 5.4728
44, 54 2,8746
31,97 2,0116
GRUPO 55,02 3,4612 3,4380
GRUPO 12,56 0,8107 2,8525

GRUPO 42,46 2,7404 2,8525 H
e e

GRUPQO 1= SIMULADO

GRUPO 2= LPS

GRUPO 3= LPS+IL-18 murina

GRUPO 4= LPS+IBUPROFEN

GRUPO 5= LPS+IL-1B murina+IBUPROFEN

4,9245
3,7885
3,4380
2,8525
4,65950
3,4380
2,8525

N W oh R R Wb b

[ T Y PR O SO S PR U
NN W N W N WA WL
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RESULTADOS IL-2

NIVELES SERICOS

pg/mli

< SIMULADO @ LPS & L-i8 ¢ IBUPROCFEN ¥ IL-18+iBUPROFEN




IL-2 42 HORA

ESTADISTICA BASICA

NOMBRE DESV.TIP. MINIMO

GRUPO 1 4,727

GRUPO 2 25,124

GRUPO 3 61,360

GRUPO 4 71,4

GRUPO 5 225,161

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

ﬂ VARIABLE 1 | VARIABLE 2 | DIFERENCIA

GRUPD
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPQ
GRUPC
GRUPO

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

312,48
288,90
197,76
178,72
133,86
104, 28
19,14
114,72
GRUPO 85,14
GRUPO 29,58

= = e

N W W i ol

N W R ol W N
N Wy W ol N W

SIMULADO

LPS

LPS+IL-18 murina
LPS+IBUPROFEN

LPS+IL~18 murina+IBUPROFEN

Alfonso Mansilla Rosellé




2 RESULTADOS
5.4 IL-6.

A 12 hora, se observa un aumento significativo de los
niveles en suero de IL-6 en todos los grupos problema con
respecto al grupo simulado. No existen diferencias significativas
en este incremento entre el grupo control con respecto a los tres
grupos tratados. Sin embargo, el aumento de esta citokina es
significativamente mayor en el grupo tratado con ibuprofén con
respecto a los tratados con IL-18 murina o con ambas drogas, sin
existir diferencia entre estos dos ililtimos grupos.

A 28 hora se sigue apreciando un aumento significativo de
IL-6 en suero en todos los grupos respecto al grupo simulado,
incrementdndose sus valores respecto a la hora anterior. Sin
embargo, este incremento es significativamente menor en el grupo
tratado con ibuprofén respecto al grupo control y al tratado con
IL-18 murina, sin existir diferencias al comparar estos dos
dltimos grupos entre si ni entre el grupo tratado con ambas
drogas y el grupo control o los tratados con IL-18 murina o
ibuprofén.

Por Gltimo, a 42 hora persiste un aumento significativo de
esta citokina en todos los grupos respecto al grupo simulado,
incrementdndose sus valores comparados con la hora anterior
excepto en el grupo tratado con IL-13 murina. Asf, este
incremento es significativamente menor en el grupo tratado con
IL-18 murina respecto al grupo control y a los otros dos grupos
tratados; y significativamente mayor en los grupos tratados con

ibuprofén o con esta droga m&s IL-1B murina (siendo mayor en el

grupe tratado sélo con ibuprofén) con respecto al grupo control.

Alfonso Mansilla Rosell5




§ NOMBRE

MEDIA

II~6 1% HORA

ESTADISTICA BASICA

DESV.TIP.

e e

TAMANO

MINIMO

MAXIMO

GRUPO 1

2467,77

117,4903

10

102,5

481, 4

GRUPO 2

359064, 4

15137,987

10

30479

80767 I

GRUPO 3

18842,8

15087,429

10

6533

50168

GRUPO 4

55223,9

39018,696

10

21965

145334

| GRUPO 5

232424

7069,0898

10

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 2

DIFERENCIA

Q EXP.

=

12741

R

34559

GRUPO
GRUPO
GRUPC
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

f =~ W =W e e

GRUPO

SIMULADO
LPS

54976,13
36381,1
31981,9
16159,5

38816,63
20221,6
15822, 4

22994,23

4399, 2

18595,03

LPS+IL~-18 murina
LPS+IBUPROFEN
LPS+IL~-18 murina+IBUPROFEN

8,6296
5,7108
5,0202
2,5366
6,0931
3,1742
2,4837
3,6094
0,6905
2,9189

N W W W
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IL-6 2% HORA

ESTADISTICA BASICA

NOMBRE

MEDIA

DESV.TIP.

MINIMO

MAXIMO

GRUPO 1

196,16

193,5339

59,5

711

GRUPO 2

130992, 3

49191,339

44003

197928

GRUPO 3

126611,2

36071,478

25246

146487

GRUPO 4

88101,7

15343,487

68173

117662

GRUPO 5

VARIABLE 1

100314,3

21106,902

62940

134247 |
ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 2 | DIFERENCIA

o |

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

8

Bl n W w L v b K

GRUPO 1=
GRUPO 2=
GRUPO 3=
GRUPO 4=
GRUPO 5=

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPQ
GRUPO
GRUPO
GRUPO

130796, 14
42890, 6
30678
4381,1
126415, 04
38509,5
26296, 9
100118, 14
12212,6
87905, 54

ol o W s
NN W N Wl N WA Wy

SIMULADO

LPS

LPS+IL-18 murina
LPS+IBUPRCFEN

LPS+I1L~18 murina+IBUPROFEN

Alfonso Mansilla Rosellé




NOMBRE

MEDIA

-———-—_l-n

Il~-6 42 HORA

ESTADISTICA BASICA

DESV.TIP.

TAMANO

MINIMO

MAXIMO

GRUPO 1

104, 36

80,2998

10

21,9

237,7

GRUPO 2

156225, 2

37718,556

10

56111

185511

GRUPO 3

100970,7

20320,041

10

69858

146576

GRUPO 4

207508, 5

16208,176

10

172030

230122

GRUPO 5

VARIABLF 1

l {

189100,8

21823,767

10

ANALISIS ESTADISTICO

VARIABLE 2

DIFERENCIA

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

=

133183

203870 |

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

R NI TR T T T N

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPC
GRUPO
GRUFO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

[~ o N W e N W N

SIMULADO
LPS

207404,14
106537, 8
51283,3
27467,7
179996, 44
79130,1
23875,6
156120,84
55254,5

LPS+IL-1B8 murina
LPS+IBUPROFEN
LPS+IL~-18 murina+IBUPROFEN

100866, 24

NN W W R Wl
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| RESULTADOS IL-6

NIVELES SERICOS

pg/ml (Miles)

Horas

-~ SIMULADO © LPS & [L-I8 ¥ IBUPROFEN % [L-18+IBUPROFEN




2 _RESULTADOS _13¢
5.5 PGE,

A 4¢ hora se evidencia un aumento significativo de los

niveles en orina de FGE; tanto en el grupo control (LPS) como en

los grupos tratados con IL-B murina o con ibuprofén con respecto
al grupo simulado, sin existir diferencias significativas entre
ellos. Sin embargo, en el grupo tratado conjuntamente con IL-18
murina e ibuprofén se produce un descenso significativo de FGE,
con respecto al grupc control y los otros dos grupos tratados,
sin evidenciarse diferencias con el grupo simulado.

A 8% hora sigue existiendo un aumentc significativo de PGE,
tanto en el grupo control como en el tratado con IL-18 murina con
respecto al grupo simulado, sin producirse diferencias
significativas entre estos dos grupos. Sin embargo, a esta hora
se produce un descenso significativo de PGE, en el grupo tratado
con ibuprofén y también en el que esta droga se asocia con IL-1A
murina con respecto al grupo control y al tratado sélo con IL-18
murina, sin existir diferencias significativas entre aquellos
grupos y permaneciendo los valores de PGE, a un nivel similar al
del grupo simulado.

Por idltimo, a la 122 hora los valores de PGE; en orina
permanecen significativamente elevados en todos los grupos
problema con respecto al grupo simulado, sin existir en este
momento diferencias significativas al comparar todos estos grupos

problema entre si.

Tesis Doctoral




NOMBRE

PGE, 42 HORA

ESTADISTICA BASICA

DESV.TIP.

MINIMO

GRUPO 1

196,8277

1800

GRUPO 2

2149,9354

2500

GRUPO 3

2245,9841

3250

H GRUPO 4

2455,7416

2600

ﬂ GRUPO 5

830,1439

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 1

VARIABLE 2

DIFERENCIA

2050

Niv. Sig.

Q TEOR.

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

GRUPO
GRUPCQ
GRUPO
GRUPQ

4342,6
3105

1150

980

p<0,01
Dp<0,01
NO
NO

4,9025
4,6750

3,43
2,8525

3362,6
2125
170
3192,6

4,675
3,43
2,8525
4,3475
1953 2,8525
1237,6 NO 2,8525

GRUPOQ
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

— e

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO 1

1
5
2
4
GRUPO 1
5
2
1
S

NN W WwRa N WA W, hi

3
3
3
3
GRUPO 4
4
4
2
2
5

GRUPO 1= SIMULADO

GRUPQ 2= LFS

GRUPO 3= LPS+IL-18 murina

GRUPO 4= LPS+IBUPROFEN

GRUPO 5= LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN

Alfonso Mansilla Roselléd




PGE, 88 HORA
ESTADISTICA BASICA
NOMBRE

DESV.TIP. MINIMO

GRUPO 1 151, 2907 1850

GRUPO 2 806,1569 5250

GRUPO 3 1411,2248 3750

GRUPO 4

“ GRUPO 5

1037,6255 450

214,9935 1800

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 2

VARIABLE 1

DIFERENCIA | Q EXP. | R | Niv. Sig. | @ TECR. i

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

w

~ o NN W W

GRUPO
GRJPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

SIMULADO
LPS

B kol Uy ol N O =

430

4710
4280
4180
250
4460
4030
3930
530
100

LPS+IL~-18 murina
LPS+IBUPROFEN
LPS+IL-13 murina+IBUPROFEN

17,113
15,551
15,188
0,9083
16,205
14,643
14,279
1,5258
0,3633
1,5224

LS O T R R B |

p<0,01
p<0,01
p<0,01
NO
p<0,01
p<0,01
p<0,01
NO
NO
NO

I

4,902
4,675
4,347
2,852
4,675
4,347
3,812
3,43
2,852
2,852
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PGE, 124 HORA

ESTADISTICA BASICA

NOMBRE DESV.TIP. MINIMO

GRUPO 1 238,9793 1€50

GRUPO 2 2177,2562 2300

GRUPO 3 1269,569 2750

GRUPO 4 1187,5395 1500

GRUPO 5 1139,883 2100

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 1 | VARIABLE 2 | DIFERENCIA | Q EXP.

-

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

GRUPO 1 2520 5,9008
GRUPO 4 1265 2,9621
GRUPO 5 750 1,7562
GRUPO 2 235 0,5502
GRUPO 1 2285 5,3506
GRUPO 4 1030 2,4118
GRUPO 5 315 1,2059
GRUPO GRUPO 1 1770 4,1416
GRUPO GRUIrO 4 515 1,2059

GRUPO GRUPO 1 1255 2,9387
e e e e

GRUPO 1= SIMULADO

GRUPO 2= LPS

GRUPO 3= LPS+IL~1B murina

GRUPO 4= LPS+IBUPROFEN

GRUPO 5= LPS+IL-153 murina+IBUPROFEN

ot W Ww N o NN
N N o Ny o

N
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pg/ml (Miles)
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2_RESULTADOS 139
5.6 SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS.

En cuanto al nimero total de leucocitos/pl a las 24 horas
de inducido el estado séptico experimental, se observa que se
produce una disminucién significativa del mismo tanto en el grupo
coatrol como en los grupos tratados con ibuprofén o cuando éste

se asocia a IL-18 murina con respecto al grupo simulado, sin

evidenciarse diferencias entre estos grupos. Por contra, en el

grupo tratado sélo con IL-18 murina el nimero total de
leucocitos/ul es muy similar al del grupo simulado, siendo a su
vez significativamente mayor que al del grupo control.

Con respecto al nidmero total de linfocitos/ul, se produce
una marcada y significativa disminucién del mismo a las 24 horas
en todos los grupos problema con respecto al grupo simulado. Sin
embargo este descenso es significativamente menor en el grupo
tratado con IL-18 murina con respectoc al grupo control y al
tratado conjuntamente con ambas drogas. No se evidencian
diferencias significativas entre los otros dos grupos tratados
ni al enfrentarse éstos con el grupo control.

Por Gltimo, en el estudioc de la subpoblaciones linfocitarias
a las 24 horas se observa que el porcentaje de linfocitos CD4
aumenta significativamente en todos los grupos problema con
respecto al grupo simulado, sin apreciarse diferencias al
comparar estos grupcs entre si. Sin embargo, en el porcentaje de
linfocitos CD8 se produce un descenso significativo del mismo
tanto en el grupo tratado con IL-18 murina comoc en el gue esta
droga se asocia con ibuprofén, s.n existir diferencias entre

ellos, con respecto al grupo control y al grupo tratado sélo con
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ibuprofén. Dicho descenso en ambos grupos incluso llega a ser

eignificativo al compararlo con el grupo simulado. Por contra,
tanto en el grupo control como en el tratado sélo con ibuprofén,
se produce un incremento significativo de este porcentaje al
comparalo con el grupo simulado, sin apreciarse diferencias entre
ellos mismos. De esta forma, el Indice CD4/CD8 permanece
aumentado de forma significativa tanto en el grupo tratado con
Il-18 murina como en el que ésta se asocia a ibuprofén con
respecto a los otros tres grupos y sin existir diferencias entre

los dos primeros. No existen diferencias significativas en este

indice entre el grupo control y el tratado sélo con ibuprofén,

permaneciendo en valores indiferenciables al del grupo simulado.
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e e e L T

NOMBRE

LEUCOCITOS TOTALES/ul

MEDIA

ESTADISTICA BASICA

DESV.TIP.

TAMANO

MINIMO

GRUPO 1

4220

162,3268

10

3980

GRUPO 2

2415,5556

411,9803

10

1920

GRUPO 3

3505,5556

1074, 4663

10

1930

GRUPO 4

2908,75

871,5739

10

1660

GRUPO 5

VARIABLE 1

2920

616,6239

10

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 2

DIFERENCIA

—————

Q EXP.

]

1960 E

Niv. Sig.

GRUPO 1
GRUPO 1
GRUFO 1
GRUPO 1
GRUPO 3
GRUPO 3
GRUPO 3
GRUPGC 5
GRUPO 5
GRUPO 4

GRUPO 1=
GRUPO 2=
GRUPO 3=
GRUPO 4=
GRUPO 5=

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPC
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO 2

2
4
5
3
2
4
5
2
4

SIMULADO
LPS

1804, 4444
1311,25
1300
714,4444
1090
596,8056
585,5556
504, 4444
11,25
493,1944

LPS+IL-18 murina
LPS+IBUFROFEN
LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN

6,2
4,4081
4,4668
2,4548
4,4314
2,3539
2,3806
2,0508
0,0443

NN WA N Wk

L RSINGN SR ARG, SRR N

p<0,01
p<0,05
p<0,01
NO
p<0,01
NO
NO
NO
NO
NO
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NOMBRE

MEDIA

LINFOCITOS TOTALES/ul

ESTADISTICA BASICA

DESV.TIP.

MINIMO

GRUFPO 1

3024

204,5238

2830

GRUPO 2

432,2222

244,7334

230

GRUPO 3

671,1111

301,1829

200

GRUPO 4

427,5

242,4724

200

GRUPO 5

263,3333 84,8528

180

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

VARIABLE 2

Q EXP.

VARIABLE 1 DIFERENCIA

E

GRUPG
GRUPD
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

GRUPO
GRUPO
GRUPQ
GRUFO
GRUPO
GRUPO
GRUFPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

2760,6667
2596,5
2591,7778
2352,8869
407,7778
243,6111
238,8889
168, 8889
4,7772
164,1667

30,517
28,082
28,650
26,009
5,3335
3,0912
3,1245
2,2090
09,0599
2,0831

NN Wk W Ny W o in

A N N W W W ke ke ke
T NI O N T T Wi N Nt

SIMULADO

LPS

LPS+IL-18 murina
LPS+IBUPROFEN

LPS+IL~-18 murina+IBUPROFEN
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$ LINFOCITOS CD4/pl

ESTADISTICA BASICA

MEDIA

DESV.TIP.

MINIMO

36,2

5,6745

62,425

8,4496

69,0667

9,6395

61,3667

10,2027

GRUPN 3
GRUFC 3
GRUPO
GRUPC
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

GRUPO 1=
GRUPO 2=
GRUPO 3=
GRUPO 4=
GRUPO 5=

§ & o o s bn tn W ol

62,8889

GRUPO
GRUPO
GRUFPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

by I~

s e B BNy B b~ W0 By

SIMULADO
LPS

16,2201

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

= |

s

32,8667
7.7
6,6417
6,1778
26,6889
1,5222
0,46389
26,225
1,0583
25,1667

LPS+IL-18 murina
LPS+ IBUPROFEN
LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN

2,068

1,742
1,6702
6,0983
0,4115
0,1216
5,8629
2,2775

5,7505

NN W N o N W ok n
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I NOMBRE MEDIA

$ LINFOCITOS CD8/nl

ESTADISTICA BASICA

DESV.TIP.

TAMANO

GRUPO 1

10,8

1,9235

1

0

GRUPO 2

15,075

1,6909

1

0

GRUPO 3

7,3889

3,8754

1

0

GRUPO 4

16,1778

3,5713

1

0

GRUPO 5

5,7222

1,4228

1

ANALISIS ESTADISTICO

0

P Ty

PRUEBA DE NEWMAN-XEULS

VARIABLE 1

VARIABLE 2

DIFERENCIA

C EXP.

3,7

Niv. Sig.

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPC
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

W = = o o B R B R

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

I h W~ Wl N~ W

10,4556
8, 7889
5,3778
1,1028
9,3528
7,6861
4,275
5,0878
3,4111
1,6667

LPS+IL~-18 murina
LPS+IBUPROFEN
LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN

11,227
9,4374
4,8804
1,1488
9,7431
8,0068
3,7958
4,6082
3,0956

1,7896

INNMM&!-&MQAMN

p<0,01
p<0,01
p<0,01
NO
p<0,01
p<0,01
p<0,05
p<0,01
p<P,05
NO
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INDICE CD4/CD8

ESTAPISTICA BASICA

% |
NOMBRE MEDIA DESV.TIPF. TAMANO MINIMO

I GRUPO 1 3,414 0,82673 10 2,72 4,8

GRUPO 2 4,1637 0,66899 10 3,31

GRUPO 3 11,9022 5,784 10 4,55

GRUPO ¢4 4,1122 1,6985 10 2,61

GRUPO 5 11,2378 3,3513 10 6,27 I
e e e === M

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA DE NEWMAN-KEULS

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO

GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPO
GRUPC
GRUPO
GRUPO
GRUPO

8,4682
7,79
7,3585
0,66444
7,8238
7,1256
7,074
0,74975
0,051528
0,69822

(S N R TR U RN R R S

mON Bl W W
NN W Wl W

GRUPO 1= SIMULADO

GRUPO 2= LPS

GRUPO 3= LPS+IL~18 murina

GRUPQ 4= LPS+IBUPROFEN

GRUPO 5= LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN

Alfonso Mansilla Rosell6
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2 RESULTADOS
5.7 MORTALIDAD.

Se observa como en todos los grupos tratados se produce un
descenso significativo de la mortalidad con respecto al grupo
control (LPS).

Esta disminucién del indice de mortalidad es significativa
tanto a las 24 como a las 48 horas en todos los grupos tratados

al ccmpararlos con el grupo controi.

A las 72 horas sigue siendo significativo el descenso de la

mortalidad en los grupos tratados con IL-18 murina y en el gque
ésta se asocia con ibuprofén con respectov al grupo control. En
este momento no ocurre lo mismo con el grupo tratade sélo con
ibuprofén, en el cual no se aprecian diferencias significativas
al compararlo con el grupo control.

Por iltimo, a las 96 horas existe un marcado y significativo
descenso de la mortalidad en todos los grupos con respecto al
grupo control.

En ningiin momento se evidencian diferencias significativas

entre los tres grupos tratados al compararlos entre si.
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NUMERO DE MUERTES/HORAS

T e e e e = m
GRUPO N 96 horas

GRUPO 2 | 10

GRUPO 3 | 10

GRUPO 4 10

GRUPO 5 ! 10

% MORTALIDAD/HORAS

P e e - o
GRUPQ 24 horas | 48 horas | 72 horas | 96 horas

GRUPO 2 40% 30% 10% 20%

GRUPO 3 10 0% 20% 10% 0%

GRUPO 4 10 0% 0% 40% 0%

GRUPO 5 | 10 10% 0%

GRUFO 2= LPS
GRUPQ 3= LPS+IL-1f murina
GRUPO 4= LPS+IBUPROFEN

GRUPO 5= LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN
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'MORTALIDAD A LAS 24 HORAS

ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA EXACTA DE FISHER

VARIABLE 1

VARIABLE 2

N

R.P.

*

Err. Est.”

Niv. Sig.

GRUPO 2

" GRUPO 2

GRUPO 2
GRUPO 3
GRUPO 3
GRUPO 4

GRUPO 3
GRUPO 4
GRUPO 5
GRUPO 4
GRUPO 5
GRUPG 5

10
10
10
10
10
10

0

p<0, 05
p<0,05
p<0,05
NO SIG.
NO SIG.

NO SIG.

MORTALIDAD A LAS 48 HORAS

ANALISIS ESTADISTICO
PRUEBA EXACTA DE FISHER

VARIABLE 1

VARIABLE 2 N

Err. Est.”

*

R.P.

GRUPO 2 GRUPO 10 9,79
10 0

26,45

GRUO 2 GRUPO

GRUPO 2 GRUFPO 10

GRUPO 3 10
10

10

GRUPO

GRUPO 3 GRUPO

GRUPC 4

GRIP? 2= LPS

GRUPCG 3= LPS+IL-18 murina

GRUPO 4= LPS+IBUPROFEN * Razén de Predominio

GRUPO 5= LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN * Error Est&ndar

Alfonso Mansilla Rosellé
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MORTALIDAD A LAS 72 HORAS
ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA EXACTA DE FISHER

VARIABLE 1 | VARIABLE 2 Err. Est.”| Niv. Sig. I

GRUPO GRUPO 9,79 p<0.05

GRUPO GRUFO 6,12 NO SIG.
GRUPO GRUPO 17,88 p<0,01
GRUPO GRUPO 0,70 NO SIG.
GRUPO GRUPO 1,79 NO SIG.
GRUPO GRUPC 2,72 NO SIG.

MORTALIDAD A LAS 96 HORAS
ANALISIS ESTADISTICO

PRUEBA EXACTA DE FISHER

| VARIABLE 1 | VARIABLE 2 . Err. Est.”! Niv. Sig.

GRUPO GRUPO p<0,01
GRUPO GRUPO p<0,01
GRUPO GRUPO p<0,01

GRUPO GRUPO NO SIG.

GRUPO GRUPO NO 5IG.
GRUPO GRUPO NO SIG.

GRUPO 2= LPS
GRUPO 3= LPS+IL~-18 murina
GRUPO 4= LPS+IBUPROFEN * Razén de Predominio

GRUPOD 5= LPS+IL-18 murina+IBUPROFEN ° Error Estéandar

Alfonso Mansilla Roselld




RESULTADOS
SUPERVIVENCIA

% Supervivencia

©LpS AIL-18 ¢ IBUPROFEN ¥ IL-18+IBUPROFEN
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6 _DISCUSION 133

La respuesta inflamatoria e inmunoldgica que se deriva tras

un& agresién endotéxica es el resultade de las interacciones

celulares provocadas por la activacién en cascada de distintos

sistemas intermediarios, entre los cuales destaca el sistema de
las citokinas. Este sistema es altamente eficaz tanto en el
control local como sistémico del proceso infeccioso. Sin embargo,
un estimulo endotéxico intenso y continuado puede sobrepasar los
mecanismos fisiol6gicos de control del mismo, provocando una
estimulacién anérquica y permanente del sistema de citokinas cuya
consecuencia biol6gica final es la destruccién de los sistemas
orgénicos del individuo (Heumann y Baumgardner, 1993).

En el shock endotéxico experimental se reproduce una
situacién de activacién exagerada del sistema de citokinas,
sirviendo actualmente como uno de los modelos para el estudio de
la cinética de estos mediadores en esta situacién.

En el modelo utilizado para la realizacién de esta
experiencia, se ha observado como tras la agresién endotéxica se
produce un aumento de TNFa con un pico miximo en suero a la hora
de provocada dicha agresién, descendiendo progresivamente en las
horas sucesivas. Igualmente, se produce un aumento de IL-la,
aunque m&s tardio que el de la citokina anterior, con un pico
méximo de aparicién en suero a las dos horas de inyeccién del
LPS. Con respectc a la IL-6, se ha observado que su aumento es
progresivo y ascendente durante todas las horas posteriores a la
provocacién del shock endot6xico. Sin embargo, précticamente no
existen variaciones significativas en la determiracién de la IL~2

a las distintas horas en gque se ha medido (Gréfico 1).
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Gréfico 1

SHOCK ENDOTOXICO EXPERIMENTAL
CINETICA DE CITOCINAS

HFHOR.MAS

[ - E.-% mifa —+ IX.-2 % TINI alfa x 10 = J1 -6 x 100
1L.PS E.Coli serotipo 03535:BS

En distintos modelos experimentales de shock, tanto si es
provocade por endotoxina o por LPS, la cinética a nivel de
activacién de citokinas concusrda con la observada en esta
experiencia. Esta cadencia de acontecimientos comienza con un

aumento de la produccién, por parte sobre todo de las células

monocitarias activadas por el LPS de TNFu e IL-1 (Ayala et al.,

1992; Cannon et al., 1990; Coran et al, 1992; Endo et al., 1992;
Freudenberg et al., 1993; Friedlander et al., 1994; Furutani et
al., 1994; Giaten et al., 1991; Heumann y Baumgardner, 1993; Ledn
et al., 1991; Mathison et al., 1988; Natanson et al., 1988; Smith
et al., 1993; Tilders et al., 1994 ). El LPS se liga a los
receptores (D14 y CD!8 de la membrana monocitaria tras lo cual
es ingerido por la célula (Kang et al., 1992), e induce la

sintesis de RNAm de distintas citokinas (IL-1, IL-6, TNF) por
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activacion de la tirosina proteinkinasa (Geng et al., 1993). El

aumento de produccidén de TNPu tras la estimulacién de la célula
monocitaria por el LPS comienza a ser detectado en suero a los
30 minutosg, alcanzando un pico miximo a entre la 14 y 2# hora,
tras las cuales comienza a descender progresivamente hasta ser
casi indetectable a las 4-6 horas de inducido el estado séptico
experimental (Heumann y Baumgardner, 1993; Kelly et al., 1992;
Lebn et al., 1991; Mathison et al., 1988; Natanson et al., 1988).
En mocdelos de shock séptico inducido en cerdos por Pseudomona
aeruginosa (Walsh et al., 1992) o por LPS (Klosterhalfen et al.,
1992) se obtiene igualmente un pico miéximo de TNFau a los 60
minutos de inducida la sepsis. Tr-as la sepsis inducida en ratén
por ligadura y puncién cecal el miximo nivel de TNFu es més
tardio gue tras la inyeccién intraperitoneal de LPS, apareciendo
el pico a las 8 horas (Eskandari et al., 1992). Resultados
similares a los obtenidos con LPS se producen en voluntarios
sanos tras la administracién intavenosa de endotoxina de E, coli
(Spinas et al., 1991). Los niveles de TNFa en suero se han
correlacionadc con el peor pronéstico y mayor mortalidad de los
pacientes en estado de shock séptico (Cannon et al., 1990; Damas
et al., 1989; Marks et al., 1990). Sir embargo, el peor
prondstico se debe, no a niveles elevados de esta citokina en un
momento dadn, s8irno a su cinética a lo largo de las horas, puesto
que en aquellos pacientes que sobreviven a la sepsis los valores
de TNFu descienden répidamente hasta niveles ncrmales, mientras
gue en los que mueren permanecen elevados a lo largo del tiempo

(Calandra et al., 1990; Endo et al., 1992; Eskandari et al.,
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1992).

El papel de la IL-la en el shock endotéxico hay que verlo
de forma integrada con el del TNFa, puesto gque el macrdfago
activado sintetiza conjuntamente ambas citokinas y sus cinéticas
siguen cursos paralelos (Dinarello, 1991). En el shock
experimental la IlL-la comienza a aparecer en suero mis
tardiamente que el TNFa, comenzando a detectarse a partir de la

12 hora de preovocaca la infeccién y alcanzando sus miximos

niveles entre la 24 y 34 hora, tras las cuales comienza a

descender (Dinarello, 1991; Heumann y Baumgardner, 1993). Este
incremento de IL-la se debe, al igual que en el caso anterior,
al aumento de produccidén y excrecién de la misma por parte del
macréfago estimulado y activado directamente por el
lipopolisacdrido de la membrana bacteriana por los mecanismos
comentados anteriormente (Geng et al., 1993; Kang et al., 1952),
como se ha demostrado tanto in vivo en modelos de experimentacidn
animal y en voluntarios sanos tras administrar endotoxina por via
intravenosa (Ayala et al., 1992; Cannon et al., 1990; Cavaillon,
1993; Dinarello, 1991) como in vitro al estimular macréfagos ccon
LPS (Ayala et al., 1992; Cavaillon, 1993). Al contrario de lo que
ocurre con el TNFa, el aumento en suero de los niveles de IL-1
se correlacionan con un mejor prondstico de los pacientes en
estado séptico (Cannon et al., 1990; Luger et al., 1986). Los
distintos momentos de aparicién en suero de los niveles méximos
de TNFo y de IL-la observados en nuestra experiencia coinciden
con los previamente publicados por otros autores utilizando

modelos similares de shock endotéxico (Cannon et al., 1990; Hesse
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et al., 1988; Heumann y Baumgardner, 1993; Ledn et al., 1992;

Michie et al., 1988).

Con respecto a la IL-6, en este estudio experimental se ha

observado como sus niveles en suero aumentan de forma progresiva
y continuada durante todas las horas posteriores a la induccidn
del estado séptico, alcanzando su mdximo valor a las 4 horas.
Distintos estudios muestran resultados muy similares, encontrando
un aumento progresivo de esta citokina con pico m&ximo a las 4
horas en modelos murinos de shock séptico (Ayala et al., 1992;
Leén et al., 1992). Del mismo modo se han descrito niveles
circulantes elevados de IL-6 con valores miximos entre las 2 y
4 horas en voluntarios sanos tras la administracién iIntravenosa
de endotoxina (Fong et al., i989) y valores séricos igualmente
elevados de esta citokina en pacientes con sepsis (Helfgott et
al., 1989; Muiioz et al., 1991; Yoshimoto et al., 1992; Waage et
al., 1989). E1 aumento de IL-6 durante las primeras fases del
shock endotéxico estd mediado e inducido por el LPS y la
secrecién previa tanto de TNF como de IL-1 (Kelly y Cross, 1992;
Schutt y Schumann, 1993; Smith et al., 1993; Starnes et al.,
1990; Wright et al., 1993) que inducen la expresién del gen que
codifica la sintesis de esta citokina (Ng et al., 1994; Vannier
y Dinarello, 1994). A su vez, la IL-1 tiene capacidad de
estimular a los linfocitos T CD4 y CD8 para sintetizar IL-6
(Lorre et al., 1994). El papel gue juega esta citokina tanto en
procesos inflamatorios como infecciosos estd todavia por definir,
pero parece ser que la IL-6 tiene un protagonismo critico en el

desarrollo y evolucién de los mismos, como lo demuestra el hecho
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de que el tratamientc con anticuerpos monoclonales contra la IL-6

en ratones infectados con LPS de E, coli produce un aumento en

la supervivencia de los mismos (Starnes et al., 1990). La IL-6

es el principal regulador en la produccién de proteinas de fase
aguda por el hepatocito durante en las fases iniciales de la
respuesta del huesped ante la infeccién (Fong et al., 1989;
Gauldie et al., 1987; Gauldie et al., 1990; Ramadori et al.,
1986; Waage y Steinshamn, 1993) y juega un papel fundamental en
la diferenciacién final y activacién de los linfocitos T durante
la respuesta inmunitaria (Wright et al., 1993). Actuaimente se
considera que la elevacién de la IL-6 es (til como marcador de
mal pronéstico en pacientes portadores de sepsis por gérmenes
Gram -~ (Calandra et al., 1991; Calandra et al., 198%; Casey et
al., 1993; Hack et al., 1989; Leén et al., 1992; Libert et ai.,
1992; Pinsky et al., 1993).

Con respecto a la Il-2, los resultados obtenidos en este
estudio muestran que sus niveles séricos no se modifican durante
las fases iniciales del shock endotéxico. La iL-2 es producida
exclusivamente por los linfocitos T estimulados por distintos
antigenos, y tiene como funcién primordial el promover la
proliferacién clonal de los linfocitos T activados facilitando
su crecimiento y diferenciacién hacia células maduras e
inmunolégicamente activas, principalmente linfocitos CD4 y
células NK, por lo gue juega un papel fundamental en la respuesta
inmunolégica del huesped ante una agresién antigénica {Chouaib
et al., 1984; Jankovic, 1993; Stephen y Lowry, 1993). Se ha

- demostrado in vitro que la administracidén exdégena de IL~2 a
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células esplénicas de ratén provoca un aumentc en la produccién

de anticuerpos por las células T en respuesta a la estimulacidn
con LPS (Delaney y Kaminski, 1993). La produccién de IL-2 por el
linfocito T precisa la previa estimulacidn de esta célula por el
antigeno que se ve facilitada por los efectos coestimuladores de
la IL-1 e IL-6 (Jankovic, 1993; Maizel et al., 1981; Smith et
al., 1980). Con el estimulo antigénico se induce la sintesis por
parte del linfocito de ARNm especifico de IL-2, detectdndose los
méximos niveles de ambas sustancias a las 24 horas de provocado
dicho estimulo (Jankovic, 1993). lo que explicaria el por qué no
se modifican sus niveles séricos durante las primeras horas de
provocado el shock séptico experimental.

En esta experiencia también se demuestra que tras una
agresién endotéxica se produce un incremento de los niveles
urinarios de PGE,. Dichos niveles urinarios son fiel reflejo de
los niveles de PGE, en plasma, sin embargo su presencia en crina
se demora varias horas desde que se detecta en plasma debido a
que tiene que ser sometida previamente a los procesos de
filtracién y excrecién renal, motivo por el cual en este estudio
las mediciones de dicha prostaglandina se han hecho a horas mis
tardias que las de las distintas citokinas. En distintos modelos
experimentales se ha demostrado este incremento de los niveles
plasmiticos de PGE, durante el estado de shock séptico (Anderson
et al., 1975; Kessler et al., 1973; Tilders et al., 1994). Este
incremento en plasma de PGE; es debido a& un aumento en la

sintesis y excrecién de esta prostanglandina por parte de los
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macréfagos activados, en nuestrc caso por LPS (Friedlander et

al., 1994; Kang et al., 1992; Miller-Graziano et al., 1988;
Tilders et al., 1994). Igualmente, tanto al TNF como la IL-1 scn
potentes agentes estimuladores de la sintesis de PGE; (Fletcher
et al., 1993; Kitahama, 1993; Lorre et al., 19%94). La PGE, tiene
potentes propiedades inmunosupresoras, ya que anula la funcién
presentadora de antigeno por el monocito, disminuye la expresidn
de IL-2 por los linfocitos T helper, inhibe la proliferacién y
maduracién de linfocitos T y B estimulando estas propiedades en
los linfocitos T supresores (Boraschi ot al., 1984; Miller-
Graziano et al., 1988). Estudios previos de shock endotéxico en
perros provocadce mediante la infusién intravenosa de Escherichia
coli muestran una curva en la que se aprecia un aumento
progresivo de los niveles plasmfiticos de PGE, con un picc méximo
a las 2 horas de provocado el estado de sepsis, tras el cual
comienzan a descencer de forma paulatina (Coran et al., 1992).
Dicha curva es equiparable a la observada en este estudio pero
referida en nuestro caso a los niveles de PGE, en orina trss la
agresién endotéxica.

Por dltimo, en esta experiencia se ha observado que a las
24 horas de provocado el shock sépticc en el ratdn se produce un
descenso del nimerc total de leucocitos en sangre periférica.
Esta disminucién de leucocitos circulantes es debida al ferémeno
de marginacién leucocitaria provocada por la agresion endotiéxica
(Car et al., 1994). El1 aumento de TNF inducido por la inyeccién

de LPS prodice por sf mismo marginacién leucocitaria hacia los
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6rganos lesionados (Osborn, 1990), lo que provoca un acimuloc de

PMNs en estos tejidos durante el shock séptico, hecho al que

también contribuye la IL-]1 (Engelberts et al., 1994; Waage y

Steinshamn, 1993). Este fenémeno esta mediado por la capacidad

que tienen tanto el LPS como el TNF de inducir la expresién de
moliéculas de adhesién leucocitaria (ELAM-1, ICAM-1) en las
membranas de las células endoteliales durante una agresién
endotdxica (Engelberts et al., 1994; Vasalli, 1992; Waage y
Steinshamn, 1993), lo que explica la migracién y redistribucién
de lcs leucocitos hacia los distintos 6rganos lesionadc. Tras la
infusién experimental de LPS se produce una rdpida expresién de
estas moléculas en los endotelios, apareciendo a las 2 horas de
provocado el estado séptico y alcanzando su mdxima expresién a
las 4 horas de inducido el mismo (Engelberts et al., 1994).

Sin embargo también se observa que la proporcién CD4/CD8
permanece dentro de los limites de la normalidad, a expensas de
un aumento significativo de ambas subpoblaciones lintocitarias
respecto al grupo normal, lo que indica una estimulacidn
inmunoldégica provocada por la inyeccién del LPS.

En distintos modelos experimentales de inmunosupresion post-
gquemadura en ratones, se evidencia una disminucidén del Indice
CD4/CD8 a expensas de una disminucibén de los linfocitos CD4 con
aumento de los linfocitos (D8 (Zapata-Sirvent y Hansbrough,
1985). Sin embargo esto ocurre sobre el 142 dia de provocada la
quemadura mientras que durante los primercs dias de inducida la
miema este indice permanece dentro de los limites de la

nermalidad, como se observa en nuestro modelo tras la agresiodn

Alfonsc Mansilla Roselld




6§ DISCUSION 162

endotéxica, 1o que indica que el estado de inmunosupresién se

agrava progresivamente -durante el periodo post-quemadura.

El mantenimiento del indice 04/CD8 denitrs de los limites

de la normalidad observado en esta experiencia a las 24 horas de

provocada la agresién endotdxica, consecuencia del aumento de
ambas subpoblaciones linfocitarias, puede deberse a que tras el
pctente estimulo endotdéxico se produce un aumente de produccidn
por parte del macréfago activade de tanto de IL-1 como de PGE;
como se ha comentado anteriormente. Se ha demostrado que la IL-1
produce una estimulacién de la expansién clonal de los linfocitos
CD4 (Lichtman et al., 1988; O’'Riordain et al., 1992). Igualmente
otros estudios demuestran que la PGE, estimula la proliferacion
y maduracién de linfocitos CD8 (Boraschi et al., 1264; Miller-
Graziano et al., 1988; ) e inhibe selectivamente la prolif :racién
de les linfocitos CD4 (watanabe et al., 1954).

En este estudio se ha observado que podemos provocar una
modulacién farmacolégica de la respuesta del huesped ante un
insulto endotéxico. Asi, tantc con el tratamiento con ibuprofén
como con el pretratarientc con IL-18 recombinante murina se
produce una modulacién en la cinética de las distintas citokinas
producidas durante las primeras horas del shock endotdxico.

En los ratones pretratados con IL-1£8 murina y con respecto
a la IL-la, se observa como su presencia en suero se encuentra
dentro de los limites de la normalidad durante las dos primeras
horas tras la agresidn endotéxica, evitando en gran ascenso que
aparece en el grupc control. En la 42 hora se produce un aumento

respecto a las cifras baseles, pero hay que hacer notar que dicho
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incremento no se ha producido de forma brusca, sino de forma

progresiva. El mecanismo por el cual el tratamiento con IL-1
interfiere este ascenso brusco de citokinas observado durante las
primeras horas de una infeccién letal, puede deberse a una
disminucién de la produccién de citokinas, en este caso en
concreto de IL-la, por los macréfagos previamente sensibilizados
por la IL-1B inyectada (Vogels et al., 1994; Wallach et al.,
1988; Ye et al., 1932). Los mecanismos Intimos por los cuales se
produciria este efecto no son bien conocidos todavia, y
actualmente son objeto de investigacidn.

Contrariamente a lo que ocurre con la IL~18, el tratamiento
con ibuprofén produce un aumento de IL-la en las primeras horas
del shock endotéxico pero evitando el gran ascenso que se produce
de esta citokina durante la 22 hora de inducido el mismo en el
grupo contrcl. Estudios experimentales de shock séptico en perros

demuestran que el tratamiento con ibuprofén reduce los efectos

fisiopatolégicos del mismo sin alterar la produccién de citokinas

(Coran et al., 199Z; Spinas et al., 1991). Estudios in vitro
demuestran que el ibuprofén restaura en los macréfagos esplénicos
la capacidad para liberar IL-1 tras producir un shock hemorrigico
al animal de experimentacién (Ertel et al., 1992). Todo ello
estarfia en consonancia con la afirmacién de que el ibuprofén
restaura las funciones inmunolégicas del macréfago haciéndole
recobrar su capacidad para producir y liberar citokinas, en este
caso IL-la, en un grado fisiolbégico, necesaria para que se
produzca una respuesta inmunolégica adecuada (Ertel et al., 1992;

Haupt et al., 1991).
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Sin embargo, cuando se asocian ambas drogas la cinética de

Ja IL-la sigue una curva prdcticamente igual a la obtenida cuando

se administra aisladamente IL-18, lo que indica que los efectos
aislados de ambas drogas no se modifican cuando se administran
conjuntamente, predominando en este caso el efecto de la IL-18
sobre el del ibuprofén.

Igualmente se han observado modificaciones en los niveles
séricos de TNFa con respecto al grupo control en el grupo
pretratado con IL-18. En todas las horas sus valores se
encuentran por encima de los basales. En la 1# hora tras la
inyeccién del LPS los niveles de esta citokina son mayores gue
los que presenta el grupo control a la misma hora, pero la
diferencia observada en este estudio no es significativa. Sin
embargo, otros autores si encuentran significacién en esta
diferencia (Leb6n et al., 1992). Este aumento de TNFa en suero en
la primera hora se puede explicar por una disminucién del nimero
de receptores celulares para el mismo provocado por la IL-1
inyectada previamente (Holtmann y Wallach, 1987; Ye et al.,
1992), 1lo que provocaria una disminucién de sus efectos
biolb6gicos a pesar de estar elevados sus niveles circulantes. Por
otra parte, también se observa en esta experiencia que el
tratamiento con IL-18 produce un descenso de TNFa a la 2% hora
de provocada la infeccién, lo que concuerda con un modelo
experimental muy similar al aqui presentado (Leén et al., 1992).
Ello puede deberse, al igual que ocurre con la IL-la, a una
disminucién de la piroduccién de este mediador por parte del

macréfago en esta situacién, de forma que la administracién
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exégena de IL-18 modularia la actividad de esta célula

sensibilizéndola para producir y liberar TNFa en un grado mis
"fisiol6gico" (Ledn et al., 1992; Vogeis et al., 1994; Wallach
et al., 1988).

Sin embargo el tratamiento con ibuprofén produce durante las
dos primeras horas del shock endotéxico unos niveles circulantes
de TNFa similares al del grupoc control, pero a partir de la 4%
hora sus valores en suero aumentan de forma significativa
respecto a este grupo y al pretratado con IL-18. Estudios de
shock endotéxico en perros y endotoxemia aguda en voluntarios

sanos demuestran que el tratamiento con ibuprofén produce uno

aumento de los niveles circulantes de TNFa durante las primeras

horas de iniciada la agresién endotéxica (Coran et al., 1992;
Spinas et al., 1991). Este efecto del ibuprofén parece deberse
a qgue esta droga disminuye la produccién de PGE,;, la cual se ha
demostrado que es un importante agente regulador de la respuesta
inmunitaria actuandc mediante un mecanismo de " feedback" negativo
a nivel local sobre la respuesta inmunitaria humoral y celular
(Goodwin y Webb, 1980; Morley, 1981; Schultz et al., 1978).
Estudios in vitro demuestran que la PGE, inhibe la liberacién de
TNFa por los macréfagos estimulados por el LPS (Kunkel et al.,
1988; Renz et al., 1988), mientras gue este efecto inhibider de
la PGE, puede ser suprimido mediante la adici6én de drogas
inhibidoras de la ciclo-oxigenasa, como la indometacina o el
ibuprofén, lo que se traduce en un aumento de la liberacién de

TNFa por el macréfago (Kunkel et al., 1988; Sironi et al., 1992;
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Spengler et al., 198%). El que los niveles de TNFu aumenten con

respecto al grupo control a partir de la 42 hora de provocada la

agresién endotéxica, se puede deber a que se necesita un periodo
de tiempo para que el ibuprofén manifieste su efecto inhibitorio
sobre .a sintesis de PGE;, (hecho observado en esta experiencia y
que serd comentado mi&s adelante). La administracidn conjunta de
IL-18 e ibuprofén, produce una curva de niveles séricos de TNFu
muy similar a la obtenida cuando se administra el ibuprofén de
forma aislada, lo que indica que en este caso predomina el efecto
de esta droga sobre el de la IL-18. Por tantc, se puede decir que
en este modelo experimental de shock endotéxico la IL-18 produce
una disminucién de TNFa en las horas mis tardias en que ha sido
determinado, mientras que el ibuprofén, a las mismas horas,
produce un aumento del mismo.

Con respecto a la IL-2, se ha observado que el tratamiento
con IL-1B no provoca alteraciones significativas en los niveles
séricos de esta citokina con respecto al grupo control, a pesar
de que en todas las horas sus valores permanecen més elevados.
La IL-2 precisa del efecto coestimulador de la IL-1 para ser
producida por los linfocitos T activados (Larsson et al., 1980;
Maizel et al., 1981). Se ha comprobado en esta experiencia que
el tratamiento con IL-18 permite que los niveles de IL-1
permanezcan précticamente dentro de los limites de la normalidad
durante las primeras horas del shock endotéxico, lo que
explicaria que durante este periodo no se modifiquen los niveles
de IL-2. Igualmente, como se comentard més adelante, en esta

experiencia se ha observado que durante las primeras horas de la
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agresién endotéxica se produce un gran aumento de los niveles

urinarios de PGE,, incluso en el grupo que se estd comentando.
Estudios experimentales in vitro demuestran que la PGE, ejerce
una accidén inhibidora sobre la produccién de IL-2 por los

linfocitos T (Chouaib y Fradelizi, 1982; Chouaib et al. , 1984),

mecanismo que también contribuiria a explicar el por gué los

niveles séricos de IL-2 no aumenten durante las primeras horas
del shock endotdxico.

Sin embargo, el tratamiento con ibuprofén produce una curva
de niveles séricos de IL-2 cuyos valores son mds altos que en el
grupc control y en el tratado con IL-18, sin llegar a ser
significativos. Este aumento si es significativo a 2# hora
respecto a los valores normales, con tendencia a la significacioén
a 42 hora respecto a los mismos. Se aprecia que dicha curva tiene
una tendencia ascendente, que se puede explicar por el efecto ya
comentado gue esta droga tiene sobre la produccién de PGE,, y a
su vez el que la PGE, tiene sobre la produccién de IL-2 (Chouaib
y Fradelizi, 1982; Chouaib et al., 1984).

El hecho mds llamativo observado en esta experiencia con
respecto a la presencia en suero de IL-2 tras 1; agresion
endotéxica, es que la administracién conjunta de ibuprofén e IL-
18 produce grandes variaciones de los valores de la misma. Asi
se aprecia comc tras producirse un gran aumento de IL-2 a la 12
hora con respecto a los demwds grupos, desciende a la 2¢ hora de
forma brusca hasta igualarse con los otros grupcs problema pero

siendo mayores que les cifras basales, para mds tarde volver a
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aumentar de forma significativa con respecto a todos los grupos.

Parece apreciarse un efecto sumatorio de las accionss que ambas
drogas ejercen de forma aislada. Se ha comentado anteriormente
que el pretratamiento con IL-18 produce una curva sérica de IL-la
muy similar a la provocada por el LPS, y que la IL-1 es un factor

coestimulador para la produccién de IL-2 por parte de los

linfocites T (Larsson et al., 1980; Maizel et al., 1981).

Igualmente se ha comentado gue la inhibicién de la PGE, por el
ibuprofén puede producir un aumento de IL-2 (Chouaib y Fradelizi,
1982; Chouaib et al., 1984). De esta forma parece que el aumento
de la de la IL-la que se produce durante las primeras horas del
shock endotéxice, y que aumentan per encima de las cifras basales
si se trata con IL-18, sumado a la inhibicién que el ibuprofén
produce sobre la sintesios de PGE,, tiene un efecto potenciador
sobre la produccién de IL-2. Sin embargo se aprecia un gran
decenso de esta citokina a la 28 hora cuando ambas drogas se
administran conjuntamente, hasta cifras similares a las de los
restantes grupos problema. Ello podria estar en relacién con el
gran aumento de FPGE, aparecido en orina a la 4# hore, lc¢ gue
produciria un gran efecto inhibitorio transitorio sobre la
produccién de IL-2. Sin embargo, las horas de medicidén de IL-2
en suero y de PGE, en orina nc son simultdneas, por lo ¢ue seria
necesario realizar dichas mediciones en el mismo momento en
futuras experiencias para comprobar esta afirmaciodn.

En este estudio se demuestra que el pretratamiento del shock

endotdxico experimental con bajas dosis de IL-18 reduce los
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niveles circulantes de IL-6, resultados acordes con otras

experiencias similares a la aquf presentada y ya publicadas (Le6n
et al., 1991). El1 tratamiento del shock endctdxico con
anticuerpos monoclonales anti-TNF atenia la produccién de IL-6
{Fong et al., 1989; Tracey y Cerami, 1990), lo que indica que el
TNF es esencial para la amplificacién o iniciacién de la
liberacién de IL-6 durante las primeras fases del shock
endotéxico experimental (Ng et al., 1994; Starnes et al., 1990;

Wright et al., 1993). Igualmente, la IL-1 provoca un aumento de

la sintesis de IL-6 (Tracey y Cerami, 1990). En este trabajo se

demuestra que el tratamiento con IL-18 produce una disminucién
de los niveles séricos tanto de TNFa e IL-la, lo que explicaria
la disminucién de IL-6, lo que estd en consonancia con lo
comentado.

Con respecto a esta citokina, en esta experiencia se ha
observado que el tratamiento con ibuprofén modifica los niveles
séricos de IL-6, de manera que mientras sus valores son gimilares
a los del grupo control durante la 18 hora de provocadc el estado
séptico, &éstos aumentan durante la 29 hora pero permaneciendo por
detajo de los cbtenidos en el grupo control y en el tratado con
IL~18 de forma aisleda, para mds tarde, a la 4# hora seguir
ascendiendo por encima de los valores referidos a estos dos
Gltimos grupos. Estudios de endotoxemia aguda provocada en
voluntarios sanos concluyen que el tratamiento con ibuprofén
eleva los niveles séricos de IL-6 (Spinas et al., 1991),
relacionande este efecto con la disminucién de PGE, inducida por

esta droga, que como se ha comentado anteriormente actida como
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mecanismo de " feedback" negativo sobre la produccién de citokinas

por el macréfago (Sironi et al., 1992). Sin embargo otros
estudicos de shock endotbéxico en perros demuestran gque el

tratamiento con ibuprofén no modifica los niveles de IL-6 a las

3 horas de inducida la sepsis con respecto al grupo control,

aunque a partir de ese momento hay una tendencia al aumento que
ya no ha sido determinada en esa experiencia; y por otra parte,
como ocurre de manera muy similar en el modelo aqui presentado,
este ascenso se inicia de forma mds tardia con respecto al grupo
control tras la infusidén de la endotoxina (Coran et al., 1992).
Este efecto del ibuprofén sobre la cinética de la IL-6 parece
estar mediado por su capacidad para disminuir la sintesis de
PGE,. En este sentido, ya se comentard m&s adelante como en el
grupc tratado con esta droga se produce un importante descenso
de PGE, en orina a la 8¢ hora de inyectado el LPS. Dichos niveles
urinarios reflejan los presentes en suero aungue de forma més
tardia, y probablemente este descenso de PGE, se correlarcione con
el aumento de IL-6 en suero observado a la 42 hora debido, por
un lado al efecto inhibitorio que la PGE, tiene sobre la
produccién de IL-6 (Sironi et al., 1992; Spinas et al., 1991),
y por otro al efecto igualmente inhibitorio gque esta
prostaglandina ejerce sobre la produccién de TNFa (Kunkel et al.,
1988; Renz et al., 1988) y que puede ser suprimido con drogas
antiinflamatorias (Kunkel et al., 1988; Spengler et al., 1989).
Como se ha comentado anteriormente, la IL-6 precisa de la

liberacién previa de TNFa e IL-la para poder ser producida
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(Fischer et al., 1992; Kitahama, 1993; Ng et al., 1994) y en esta

experiencia se observa como el tratamiento con ibuprofén aumenta
la liberacién de estas dos citokinas en fases avanzadas del shock
endotéxico, probablemente por disminucién de la produccidén de

PGE,, lo que puede estar relacionado cor el aumento a ia 4%¢ hora

de la inyeccidén del LPS de los niveles séricos de IL-6. Cuando

se administran de forma conjunta IL-iB con ibuprofén, se observa
como la curva de IL-6 durante la 12 y 282 hora es muy similar a
la obtenida al administrar IL-18 de forma aislada, por lo que
parece predominar el efecto de esta drcga sobre el ibuprofén y
que puede estar relacionadc con la disminucién que la IL-18
produce sobre la produccién de TNFx e IL-la (Fong et al., 1989),
pero a partir de la 42 hora se produce un aumento de IL-6 con
respecto al grupo controcl y al tratado sélo con IL-18, perc menor
que el observado cuando se administra ibuprofén de forma aislada,
lo que parece indicar que aunque en este momento predomina el
efecto de esta tltima droga sobre la produccién de IL-6 por los
mecanismos ya comentados, la IL-183, que como se ha visto es capaz
de disminuir por si sola los niveles séricos de IL-6, puede
contribuir a descender el aumento de IL-6 producido por el
ibuprofén.

Con respecto a 1los niveles urinarios de PGE,, se ha
observado en esta experiencia que el pretratamiento del ratén con
estas dosis de IL-18 antes de la agresién endotéxica, no produce
modificaciones en los mismos durante las primeras horas de
establecido el estado séptico. La inyeccidn intravenosa de dosis

altas de II-1 (5ug/kg) en un animal de experimentacién produce
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un cuadro de shock equiparable al séptico que conduce a la muerte

del animal, pudiendo ser prevenidos estos efectos mediante la
administracién de inhibidores de la ciclo-oxigenasa (Okusawa et
al., 1988). 0Otras experiencias, tanto in vivo comoc jin vitro,
demuestran que la IL-1 a dosis altas puede inducir la sintesis
de PGE, (Albrightson et al., 1985; Coti et al., 1993; Dinarello
et al., 1987; Dinarello, 1393; Farrar y Hume, 1985; Kitahama,
1993; Knudsen et al., 1986). Este hecho demuestra que parte de

los efectos letales de la IL-1 a dosis altas estdn provocados por

productos derivados del metabolismo del scido araquidénico, entre

ellos la PGE,, y que para ser inducidos se precisan unas dosis
apropiadas de IL-1. Sin embargo, en este estudio no se evidencia
gque a dosis subletales la IL-158 eleve los niveles urinarios de
PGE, por encima de los cobservados en el grupo control, lo que
indica que a estas dosis y en el momento en que se ha
administrado no tiene efecto sobre la produccién de PGE, en las
primeras fases del shock endotéxico. Sin embargo, y como era de
esperar, el tratamiento con ibuprofén produce un marcado descenso
de los niveles urinarios de esta prostaglandina a la 8# hora de
iniciada la agresién endotéxica, incluso hasta sus niveles
normales, después de haber estado en la 42 hora en Jas mismas
cifras que el grupo control. Resultados muy similares se obtienen
en el shock endotéxico en perros (Coran et al., 1992) y en ratas
(Fletcher et al., 1993). Hay que destacar que en la 122 hora las
cifras de PGE, en este modelc experimental han aumentado con

respecto a la 82 hora, lo que puede indicar que el efecto del
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ibuprofén parece tener un efecto transitorio ante una agresioén

endotdéxica tan intensa, siendo este tiempo y dosis dependiente
como hemos observado en experiencias previas realizadas en
nuestro laboratorio. A su vez, se ha observado en este modelo gue
en las fases avanzadas tras inyectar el LPS, en el grupo tratado
con ibuprofén se produce un aumento de TNFa y de IL-la, las

cuales estimulan la sintesis de PGE, (Coti et al., 1993;

Dinarelloc, 1993; Fletcher et al., 1993; Kitahama, 1993), lo que

podria explicar el aumento de PGE, en orina a la 8% hora en este
grupco. La reduccién en la produccién de PGE, ©s sobradamente
conocido que es debido a la inhibicién que el ibuprofén ejerce
sobre la ciclo-oxigenasa, interfiriendo de esta manera en la
sintesis de productos derivados del metabolismc del d&cido
araquidénico, entre ellos la PGE, (Coran et al., 1992, Ertel et
al., 1990; Jenkins et al. 1991; Zapata-Sirvent et al., 198%).
Igualmente se ha observado que el tratamiento conjunto con IL-18
mis ibuprofén disminuye los niveles urinarios de esta
prostaglandina, siguiendo una cinética paralela a partir de la
8¢ hora con la curva producida por el tratamiento aislado con
ibuprofén. Sin embargo hay que destacar que a la 4% hora se
produce un marcado descenso de PGE, si se administran de forma
conjunta estas dos drogas con respecto a todcs los grupos
problema. El mecanismo por el gue se produce este efecto no esté
aclarado y serd objeto de futuras investigaciones.

Otra observacién importante a destacar en este estudio, es

que el pretratamiento con IL-18 murina produce un aumento del
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indice CD4/CD8, a expensas de aumentar los linfocitos CD4

manteniendo los linfocitos CD8 por debajo inclusos de sus cifras
normales. Este efecto se debe a que la IL-1 es capaz de inducir
la proliferacién y maduracién de los linfocitos T durante la
respuesta del huesped ante una infeccién (Fasano et al., 1991).
Se ha demostrado_in vitrc que la IL-1 induce la expansién clonal
de los linfocitos T humanos de sangre periférica y su activacidn,
puesta de manifiesto mediante la sintesis y liberacién de IL-2
(Dinarello et al., 1986) y la activacién de lineas celulares T
y B murinas (Iwasaki et al., 1993). Otros estudios demuestran que
esta expansién clonal linfocitaria se produce a expensas
principalmente de los linfocitos T helper (Lichtman et al.,
1988). En ratones quemados se ha demostrado gque el tratamiento
con IL-1 restaura en el macr6fago su capacidad para presentar el
antigenc a las células T helper, lo que favorece la proliferacicén
de estas células hasta sus niveles normales (Kupper et al.,
1985).

Con respecto al grupo tratado de forma aislada con

ibuprofén, en esta experiencia se ha observado que el indice

CD4/CD8 es précticamente indiferenciable del que presenta el

grupo control. Aungque existe un aumento apreciable de los
linfocitos CD4 respecto a sus cifras basales y no se evidencian
diferencias al comparar este porcentaje de células CD4 con los
dem&s grupos problema, el mantenimiento de este indice dentro de
los valeres del grupo control es debido a un aumento simulténeo
en el porcentaje de los linfocitos CD8. De esta forma se puede

afirmar que el tratamiento con ibuprofén en este modelo de shock
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endotéxico experimental no produce modificacién alguna sobre las

subpoblaciones de linfocitos CD4 y CD8, ya que los resultados
aqui obtenidos muestran gque sus valores son prdcticamente iguales
a los obtenidos en el grupo control. En estudios de
subpoblaciones linfocitarias realizados en modelos murinos de
inmunosupresion tras una agresién térmica (Zapata-Sirvent y
Hansbrough, 1985) o traumdtica (Zapata-Sirvent et al., 1986) se
concluye que el ibuprofén, asi como otros  agentes
antiinflamatorios, son capaces de mantener el incice CD4/CD8
dentro de la normalidad a las 24 horas de provocada la agresién.
Dicho efecto es atribuido a que estas drogas bloguean la
producciébn de PGE, y de esta forma se inhibe el efecto
immunosupresor gque esta prostaglandina ejerce a través de la
estimulacién de los linfocitos CD8 (Goodwin y Webb, 1980;
Goodwin, 1981; Zapata-Sirvent et al., 1986). Estos resultados
discordantes con los aqui presentados pueden deberse a que los
modelos utilizados han sido diferentes, y en nuestro caso una
agresién endotéxica letal debe provocar un mayor estado de
inmunosupresién que una quemadura o una agresién traumdtica que
no produce la muerte del animal de experimentacién con tanta
rapidez, y obviamente la respuesta inmunolégica del huesped ante
la agresién debe ser mucho mis dificil de modular
farmacolbgicamente. Por otro lado, se ha comentadc la influencia
que puede ejercer la PGE, sobre la disminucién del Indice
CD4/CD8. En este modelo se aprecia comc el ibuprofén tiene un

efectc transitorio sobre los niveles urinarios de la PGE,,
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situdndose éstos a partir de la 124 hora en los mismos valores

del grupo control, lo gque podria expiicar que a partir de ese
momento esta prostaglandina comenzase a a&jercer su efecto

estimulador sobre los linfocitos CD8. Seria necesario realizar

mediciones de PGE, a partir de esta 12828 hora y comprobar si

efectivamente sus valores siguen la misma cinética que en el
grupo control. Sin embargo, la administracién conjunta de IL-18
e ibuprofén si produce una modificacién importante del indice
CD4/CD8, aumentdndolo de forma marcada respacto al grupo conirol
y al tratado con ibuprofén aisladamente, situdndose en los mismos
valores que el grupo tratado solamente con IL-18 y debido
exactamente a los mismos motivos comentados para este udltimo
grupo, que no van por tanto a ser nuevamente expuestos, por 1o
que se puede afirmar que ambas drogas no ejercen ninguna
influencia entre si con respecto a la modificacién de las
subpoblaciones linfocitarias en este modelo experimental de shock
endotéxico.

Por iltimo, los resultados mds sorprendentes observados en
esta experiencia estdn referidos al aumento de supervivencia del
animal de experimentaci6én que se puede provocar mediante la el
tratamiento con estas drogas. Asi, la administracién al ratén de
§0 ng de IL-18 24 horas antes de provocar una agresién endotéxica
letal produce un llamativo aumento de la supervivencia al
compararlo con el grupo control (70% en el grupo tratadoc versus
0% en el contrcl a las 96 horas). Con la misma dosis Yy
administrada en el misme momento que en esta experiencia se

cbtienen resultados muy similares en ratones granulocitopénicos
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a los que se les ha prcvocado una infeccién letal con Pseudomonas

aeruginosa (Van der Meer et al., 1988; Vogels et al., 1994). El
pretratamiento de ratones infectados con una dosis letz! de LPS
de Escherichia coli con 2" ug/kg de IL-la recombinante humana
durante tres dias, también provoca un aumento apreciable de la
supervivencia respecto al grupo control, aunque menor que en los
casos anteriores (Le6n et al., 1991). Los mecanismos por los
cuales la administracién de IL-1 previa a la provocacién de una
infeccién ietal se traducen en un aumentoc de la tolerancia a la
agresién endotéxica manifestados por un llamativo incremento de
la supervivencia no estdn todavia aclarados. Como se ha comentado
anteriormente, la IL-1 restauvra en el macréfago su capacidad para
presentar el antigeno a los linfocitos T, favoreciendo su

proliferacién y activacidn, con lo que se mejora la respuesta

inmunolégica (Kupper et al., 1985), activa directamente los

mecanismos de defensa celulares antibacterianos (Czuprynski et
al., 1988), se ha demostrado in vitro que posee un efecto
antibacteriano directo (Van de Meer et al.,1568), disminuye el
nimero de receptores para el TNF (Sheppard y Norton, 1991),
aumenta la capacidad bactericida de los PMNs (Shi et al., 1994),
e induce la secrecién por parte del hepatocito de proteinas de
fase aguda que tienen efectos antitéxicos (Vogels et al., 1993).
Todos estos efectos se traducen en una potenciacién de la
respuesta inmune inespecifica que provoca una atenuacién de la
severidad de la infeccién.

Se cree que su capacidad para disminuir los niveles de

citocinemia presentes durante las primeras horas del shock
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endotéxico, hecho observado en esta experiencia, parece tener una

trascencente relacién con la mayor supervivencia (0'Riordain et
al., 1992), sobre todo si se refiere a la modulacién de la
secrecién de IlL-6 (Leén et al., 1992), como también se aprecia

en este estudio. El tratamiento con IL-1 produce hipoferremia,

lo cual se ha ccmprobado que tiene un efecto antimicrobiano (Van

der Meer, 1988). Igualmente este tratamiento produce una
disminucién apreciable de las lesiones anatomopatolégicas en el
higado, bazo, pulmén y cerebro de los ratones infectados con
Listeria monocytogenes, al parecer debido a un aumento de la
liberacién del factor estimulador de colonias (CSF) que acelera
la respuesta protectora del huesped ante la infeccién (Czuprynski
et al., 1988). Otros autores creen gue la explicacién mas
plausible del efecto protector de la IL-1 es a través de su
capacidad para producir modificaciones humorales, sobre todo
produciendo protefinas de fase aguda capaces de ligar la
endotoxina (Tobias et al., 1386; Van de Meer et al., 1988), lo
que explica el hecho de que el tiempo requeridc para la IL-1
tenga un efecto 6ptimo coincide con el necesario para que se
sinteticen la mayoria de estas proteinas (Van de Meer et al.,
1988).

Sea por uno u otro mecanismo, o por varios de ellos a la
vez, estd suficientemente comprobado que la IL-1 produce un
efecto de tolerancia a la endotoxina que clinicamente se traduce
en un aumento de la supervivencia, afirmacién apoyada por los
resultados de esta experiencia.

Igualmente, el tratamiento con ibuprofén se ha traducido en
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un gran aumento de la supervivencia al comparalo con el grupo

control (60% en el grupo tratado versus 0% en el grupo control
a las 96 horas). Este efecto puede puede deberse a que durante
las primeras fases del shock endotéxico se ha demostrado que el
tratamiento con ibuprofén es capaz de impedir las alteraciones
hemodinémicas y metabélicas producidas por este tipo de agresidn,
manteniendo el gasto cardiaco y la presién arterial por encima
de los valores observados en sus respectivos contro.les (Coran et
al., 1992; Northover y Subramanian, 1982; Pinsky, 1992; Yamanaka
et al., 1993; Young y Passmore, 1990), y evitando la lesién
tisular expresada por el descenso en plasma de los productos
derivados de la peroxidacién lipidica (Coran et al., 1992;
Rockwell y Ehrlich, 1990). Sin embargo no aprecian grandes
variaciones en la produccién de citokinas, por lo que su efecto
sobre la supervivencia parece estar mediado por sus acciones
comentadas anteriormente (Coran et al., 1992). En modelos de
shock hemorrigico en ratén el bloqueo de la produccidn de PGE,
con ibuprofén ha demostrado que es capaz de restaurar las
funciones alteradas del macréfago, estimuldndolo a producir
citokinas en un grado mds fisiolégico (Ochalski et al., 1993),
hecho observado en esta experiencia, con lo que se produce una
mejora de la respuesta inmunclégica con una mayor resistencia a
la infeccién bacteriana (Ertel et al., 1990).

Finalmente, el tratamiento conjunto con I[L-1B e ibuprofén
ha producido, con respecto a la supervivencia, unos resultados
similares a los obtenidos cuando estas drogas se administran

separadamente (80% en el grupo tratado versus 0% en el grupo
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control a las 96 horas), sin existir diferencias significativas

entre los tres grupos, a pesar de existir una mayor supervivencia
en el grupo que se estd comentando con respecto a los otros dos
tratados. Los mecanismos por lo que se produce este efecto son
los comentados anteriormente para cada droga por separado, ¥y
aunque en algunos aspectos se ha observado gue su administracidn

conjunta provoca un& potenciacién de alguno de los efectos

observados cuando se administran de forma aislada (p.e. un

aumento de los niveles séricos de IL-2, o una disminucién de la
PGE, en orina a las 4 horas de la agresién endotdxica), se puede
afirmar que con respecto a la supervivencia la administracién
conjunta de IL-18 e ibuprofén no produce un aumento de la misma,
por lo que no existe en este modelo una potenciacibén de los
efectos terapéuticos que cada droga tiene por separado y que los

mismos en general son inducidos por distintas vies.
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l.- La administracién de IL-18 y de Ibuprofén, tanto de forma
aislada como ccnjuntamente, provoca una modificacién de la
respuesta inmunolégica en el shock endotéxico experimental. Dicha
modulacidn, ya observeda en otros estudios, se debe, en el caso
de la IL-18, a un cambio en la cinética de produccién de las
distintas citokinas aquf estudiadas durante las primeras horas
de inducido el estado sépiico, asfi como a un aumento del indice
CD4/CD8, sin afectar la produccién de PGE, durante este periocdo.
Sin embargo, el mecanismo de actuacién del Ibuprofén se basa en
su capacidad para disminuir la sintesis de PGE,, sin afectar, en
general, los niveles de citokinas en suero durante este mismo

periodo.

2.- A pesar de haberse demostrado que ambos fdrmacos provocan una
modulacién de la respuesta inmunol6gica por mecanismos
diferentes, no se ha observado que existan diferencias
terapeuticas entre ellos mismos, como lo demuestra el hecho de
Gue ambos, administrados separadamente, producen los mismos

Indices de supervivencia.

3.~ La administracién conjunta de IL-18 y de Ibuprofén no provoca
una potenciacién de sus efectos terapéuticos, puestc que el

indice de supervivencia consecuencia de dicha administracién, es

indistinguible del producido por ambos fdrmacos cuando se

administran de forma separada.
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4.- El idnico hecho observado derivado de la administracién

conjunta de ambos f4rmacos ha sido un aumento de los niveles

séricos de IL-2 a la cuarta hora de inducido el estado séptico,

asi como una disminucién de los niveles urinarios de PGE, a la

cuarta hora de provocada dicha agresién endotéxica.
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