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Abreviaturas

ADN: Acido desoxirribunucleico.

APC: Célula presentadora de antigenos.

ARDS: Sindrome de distrés respiratorio del adulto.
ARNm: Acido ribonucleico mensajero.

ATP: Adenosin trifosfato.

BSA: Albtimina de suero bovino.

CARS: Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria Compensatoria.
cDNA: Acido desoxirribonucleico complementario.
CLP: Puncidn cecal y ligadura.

CTLs: Células T citotdxicas.

DED: Dominio de muerte.

DHA: Acido dihidroascérbico.

DNA-PK: Protein-quinasa del 4cido desoxirribonucleico.
EDTA: Acido etilendiaminotetracético.

EGFP: Proteina verde fluorescente mejorada.

ELAM: Molécula de adhesion endotelial leucocitaria.
FADD: Factor asociado a dominios de muerte.

FasL.: Ligando de Fas.

FITC: Isotiocianato de fluoresceina.

FLICE: Enzima convertidora de IL-1 similar al FAAD.
FMLP: Formil-metionil-leucil-fenilalanina.

G-CSF: Factor estimulador de colonias de granulocitos.
GM-CSF: Factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos.
GPX: Glutation peroxidasa.

GR: Glutation reductasa.

GRO: Proteina (oncogen) relacionada con el crecimiento.
GSH: Glutation reducido.

H,0,: Perdxido de hidrégeno.

ICAM: Molécula de adhesion intercelular.

IFN-y: Interferén gamma.

Ig: Inmunoglobulina.

IL: Interleuquina.

IL-1R: Receptor de interleuquina-1.

IL-1 RAcP:  Proteina accesoria del receptor de interleuquina-1
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Abreviaturas

IL-1ra:
IMF:

Kd:
KDa:
LPS:
MadCAM:
MARS:
M-CSF:
MDA:
MIF:
MODS:
M-PRM:
NAC:
NaCl:
NADPH:
NK:
NF-«p:
NO:
HO:
PaCO,:
PAF:
PaO,/FiO;:
PARP:
PBS:
PCR:
PDGF:
PE:
PECAM-1:
PI:

Pm:
PMN:ss:
PS:

PT:
ROS:

Antagonista del receptor de interleuquina-1.
Intensidad media de fluorescencia.
Constante de disociacion.
KiloDaltons.
Lipopolisacarido.
Molécula de adhesidn celular de mucosas.
Sindrome de Respuesta Inflamatoria Antagonista Mixta.
Factor estimulador de colonias de macréfagos.
Malondialdehido.
Factor inhibidor de la migraciéon de macrdfagos.
Sindrome de Disfuncién Orgédnica Multiple.
Mono-poly resolving médium: Medio de separacion Ficoll-Hypaque.
N-acetilcisteina.
Cloruro sédico.
Nicotinamida Adenina Dinucleotido Fosfato.
Células natural killer.
Factor de transcripcion kappa B.
Oxido nitrico.
Radical hidroxilo.
Presion parcial de CO,.

Factor activador de plaquetas.

Indice presion arterial de oxigeno/ concentracién de oxigeno inspirado.

Poli adenosina-difosfato-ribosa polimerasa.
Tampon fosfato salino pH 7,4.

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas.
Ficoeritrina.

Molécula de adhesion endotelio-plaquetaria 1.
Yoduro de propidio.

Peso molecular.

Leucocitos polimorfonucleares neutréfilos.
Fosfatidilserina.

Poro de transicién.

Especies reactivas de Oxigeno.
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Abreviaturas

sFas: Molécula soluble de Fas.

sFasL.: Molécula soluble del ligando de Fas.

sICAM: Molécula de adhesion intercelular soluble.

SIRS: Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica.

SNC: Sistema nervioso central.

SOD: Superéxido dismutasa.

SOFA: Puntuacién para la Evaluacién del Fallo Secuencial de Organos
SREBP: Proteina de unién al elemento de respuesta a los esteroles.
Th: Linfocitos T-colaboradores

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa.

TNF-R: Receptor de TNF-a.

TRAIL: Ligando de induccién de apoptosis relacionado con TNF.
TWEAK: Inductor débil de apoptosis similar a TNF.

UCI: Unidad de cuidados intensivos.

UV: Ultravioleta.

U/L: Unidades/litro

VCAM: Molécula de adhesion vascular celular.
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Introduccion 2

1.1.-FISIOLOGIA DE LA INFLAMACION

El dafio de tejidos o la infeccién de los mismos producen la activacion de la respuesta
inflamatoria. Para que se produzca un proceso inflamatorio, deben existir previamente
estimulos que lo produzcan; tales estimulos pueden ser microorganismos, endotoxinas-
exotoxinas, tejidos necroticos, proceso de isquemia-reperfusion o lesiones de tejidos
blandos (1). Entre estas udltimas, se incluyen las lesiones de los tejidos por una incision
quirtrgica, asi como las producidas por traumatismos o quemaduras que actian como
estimulos no especificos que activan la respuesta inflamatoria. La magnitud e intensidad
de la respuesta inflamatoria es un reflejo bioldgico de la intensidad y magnitud de la
agresion, de forma que una herida quirdrgica limpia provoca una respuesta inflamatoria
local modesta mientras que infecciones sistémicas o las heridas producidas por

traumatismos, estimulan una respuesta inflamatoria méas severa.

1.1.1.-Fases de la inflamacion

La respuesta inflamatoria puede estructurarse en 2 fases:

Fase 1: Iniciada tras producirse el estimulo inflamatorio, es la fase de los iniciadores:
En ella se produce la activacion de la coagulacién, activacion de plaquetas, activacion
de mastocitos (que producen histamina que actda como vasodilatador), activacién del
sistema de contacto (por el cual se produce, via prekalicreina-kalicreina-bradiquinina, el
oxido nitrico (NO), que al igual que la histamina produce vasodilatacién), y por ultimo
la cascada del complemento (cuya activacidn origina una serie de proteinas que pueden
lisar gérmenes patdgenos y que tienen funciones vasoactivas y de quimioatraccion,
ademads de estimular la activacion de los otros cuatro iniciadores) (2).

Fase II: Respuesta fagocitica o fase efectora; como consecuencia de la activaciéon de
los iniciadores, se produce un ambiente procoagulante. Los leucocitos
polimorfonucleares neutr6filos (PMNs) contribuyen a este ambiente en la
microcirculacion, activando la agregacién plaquetaria, la cascada de coagulacién e
inhibiendo la fibrinolisis (2). Ademas se disminuye o cesa el flujo en la zona afectada.
Este proceso puede formar parte de la estrategia normal de contencidn, en respuesta a
una lesién o infeccién local, puesto que elimina las vias de entrada de bacterias, toxinas
y quimioatrayentes a la circulacion sistémica. Para llegar a la Fase II, es necesario que
se supere un umbral de concentracién de quimioatrayentes que se ve favorecido por la

vasodilatacién, disminucién de la velocidad del flujo sanguineo, aumento de la
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Introduccion 3

permeabilidad, edema, etc., originados en la Fase 1. Estos quimioatrayentes difunden del
foco local y actian sobre células endoteliales capilares, PMNs y monocitos al
interaccionar sobre receptores de membrana, activindolos. El factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-0) y la interleuquina 1 (IL-1) son considerados mediadores proinflamatorios
primarios que inducen otros mediadores proinflamatorios secundarios denominados
quimioquinas. Hay dos grupos principales de quimioquinas: la subfamilia CXC

quimiotictica para los PMNs, y la subfamilia CC quimiotictica para los monocitos (3).

1.1.2.-Células y mediadores implicados en el proceso inflamatorio
1.1.2.1.-PMNs

Los PMNs son las primeras células en llegar al lugar de la lesion, y los eventos que se
producen como consecuencia o acompafiando a esta llegada, tales como la migracion de
monocitos y la generacion de edema, pueden depender de esta acumulacion inicial de
PMNs (4). Ademas, los constituyentes de los PMNs no son sélo citotéxicos, sino que
también se pueden liberar proteinas de la matriz en forma de fragmentos quimiotacticos
amplificando asi la respuesta inflamatoria (4). Los PMNs son atraidos por un gradiente
quimiotactico, incrementando su adherencia al endotelio de los O6rganos diana
interaccionando con él a través de receptores celulares y siendo secuestrados en su
parénquima (5-7). De este modo, son reclutados de forma temprana en el lugar de la
lesion donde se origina un proceso ordenado de fagocitosis liberando especies reactivas
de oxigeno (ROS) y enzimas proteoliticas. Los ROS actian produciendo oxidacién de
proteinas o peroxidacion lipidica de las membranas celulares, mientras que las enzimas
granulares presentes en los PMNs actian por procesos independientes del oxigeno que
permiten la digestion directa de las bacterias (8). Debido a la actividad fagocitica y la
liberacién de estas sustancias, se produce una licuefacciéon formada por células
necrdticas del individuo y PMNs muertos en un ambiente proteico, que constituye el
pus. Por otro lado, la liberacioén por parte de los PMNs de ROS, hidrolasas 4cidas y
otros productos lisosémicos, produce dafio endotelial y estimulacidn adicional de la

microcirculacién que conduce a una activacion adicional de la cascada inflamatoria (9).

1.1.2.2.-Monocitos
La segunda poblacién celular critica que participa en la Fase II de la inflamacién son
los monocitos, que son atraidos por mecanismos similares a los de los PMNs, estando

su respuesta modulada por la intensidad de la sefial de los quimioatrayentes. Por tanto,
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Introduccion 4

los PMNs son los primeros en llegar al foco inflamatorio seguidos de los monocitos,
que, debido a su mayor tamafio, tienen mds dificil y lenta su diapédesis, es decir, su
paso a través de las paredes de los vasos. Entre los principales activadores de los
monocitos se encuentran los lipopolisacaridos de la membrana bacteriana (LPS), IL-1 y
el factor activador del complemento C5a. Los monocitos, que son atraidos al foco de la
lesién y se diferencian a macréfagos, estimulan una gran respuesta proinflamatoria,
liberdndose gran cantidad de citoquinas diferentes, involucradas en la inflamacién y
defensa del organismo. La activacién de los macrdéfagos de los tejidos conlleva la
generacion de ROS, oxidacién del 4cido araquidénico por la via de la lipoxigenasa y
cicloxigenasa generdndose leucotrienos, prostaglandinas y tromboxanos (10). Estos
ultimos se consideran, junto con el NO, mediadores secundarios. Todos estos
mediadores ejercen efectos autocrinos, paracrinos y endocrinos que activan
completamente la respuesta fagocitica, siendo importante su actividad para la funcién
fagocitica de los PMNs. Ademads, los monocitos presentan los antigenos a los linfocitos
T y B que ayudan a erradicar los microorganismos y son, junto con las células

endoteliales, los principales productores de mediadores inflamatorios.

1.1.2.3.-Moléculas de adhesion

El ambiente de citoquinas (especialmente TNF-a e IL-1) y otros mediadores
moleculares quimioatrayentes como los factores activadores del complemento (C3a y
C5a), formil péptidos (como la formil-metionil-leucil-fenilalanina: FMLP y formil-
neoleucil-leucil-fenilalanina: FNLP), asi como la histamina, que se producen por la
activaciéon de PMNs y macrofagos, actian sobre el endotelio, el cual se activa y
comienza la expresion de diversas moléculas y receptores en su superficie, necesarios
para que se produzca la adhesion y el paso de los leucocitos a través de los endotelios
vasculares (migracion transendotelial), asi como la sintesis y secrecidon de citoquinas
adicionales y mediadores inflamatorios secundarios incluyendo prostaglandinas,
leucotrienos, tromboxanos, factor activador de plaquetas (PAF), ROS, NO y proteasas
(catepsina y elastasa) (8, 11).

Tanto los leucocitos como las células endoteliales presentan moléculas de adhesién en
sus membranas, de forma que al activarse, las células interaccionan entre si a través de
estas moléculas y sus ligandos correspondientes. Hay diferentes tipos de moléculas de
adhesion entre las que encontramos las selectinas y las integrinas. Las P-, E-, y L-

selectinas son glicoproteinas responsables de la adherencia inicial y desplazamiento de
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los leucocitos sobre el endotelio activado, en un proceso denominado “rolling”.
Destacan las moléculas de adhesion leucocitaria endotelial (ELAM) implicadas en el
asentamiento leucocitario en Organos y tejidos. Por su parte, las integrinas son
glicoproteinas entre las que destacan las P2-integrinas denominadas CD11x/CD18;
donde la “x” se sustituye por otra letra en funcién de la célula en que la encontramos: la
“a” en leucocitos de origen linfoide, “b” en mieloides, “c” y “d” en monocitos y
macrdfagos. Las integrinas permiten una adhesion més fuerte de leucocitos con sus
ligandos endoteliales correspondientes, las inmunoglobulinas del endotelio, entre las
que se encuentran las moléculas de adhesioén celular vascular (VCAM), moléculas de

adhesion intercelular (ICAM), moléculas de adhesion endotelio-plaquetaria (PECAM-1)
y moléculas de adhesion celular de la mucosa (MadCAM-1) (12, 13).

1.1.3.-Citoquinas

1.1.3.1.-Introduccion

La citoquinas son proteinas producidas por diversos tipos de células que actian como
mediadores intercelulares y que ejercen sus efectos a través de la interaccién con
receptores de membrana especificos (14). Desempefian funciones muy diversas en el
organismo tanto a nivel local como sistémico y tienen acciones pleiotrdpicas, es decir,
que ejercen multiples efectos en diferentes células diana. Entre sus funciones destaca el
desarrollo de los procesos inflamatorios y su resolucidn, asi como un papel fundamental
en la proliferaciéon y apoptosis celular. A nivel sistémico actdan sobre el eje
hipotaldmico-adrenal y producen la activacion del sistema nervioso simpético
estimulando la gluconeogénesis hepdtica, lipdlisis periférica y degradacion de proteinas.
De este modo, el organismo dispone de aminodcidos para la demanda metabdlica que

genera el proceso inflamatorio (15).

1.1.3.2.-Clasificacion

A través de experimentos in vitro con clones de linfocitos T de ratén, las citoquinas
mds importantes implicadas en la inflamacién se han clasificado clasicamente como
Thl y Th2 en funcién del tipo celular que las produce de forma predominante (16).
Entre las Thl se encuentran la interleuquina 2 (IL-2) e interferon gamma (IFN-y), que
inducen la respuesta inmune humoral e inmunidad mediada por células. Las células

Th2 producen interleuquina 4 (IL-4), interleuquina 5 (IL-5) y probablemente
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interleuquina 6 (IL-6) e interleuquina 10 (IL-10), ayudando a la respuesta inmune
humoral. Adema4s el factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-
CSF) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) son sintetizadas por ambos tipos de
clones aunque en mayor cantidad (5 veces mds) por las Thl (16, 17). El fenotipo de
secrecion de citoquinas no estd ligado a una especificidad particular del receptor de un
antigeno y depende probablemente del estado de diferenciacion de las células. Ademas,
la respuesta apropiada puede ser Th1 o Th2 segun el agente infeccioso (16).

Las citoquinas también se pueden clasificar en proinflamatorias y anti-inflamatorias:
Entre las proinflamatorias destacan IL-1, IL-6 y TNF-a y en menor medida IL-2, IL-8,
IL-12, IL-18 e IFN-y. Las principales citoquinas anti-inflamatorias son IL-4, IL-10, IL-
11, IL-13 y destaca ademas el papel anti-inflamatorio del receptor soluble de la IL-1

(IL-1RII soluble) (18).

1.1.3.3.-Caracteristicas de las citoquinas
Interleuquina-1 (IL-1):

Esta citoquina activa PMNs, regula la expresion de moléculas de adhesion y
promueve la quimiotaxis. IL-1 es producida principalmente por monocitos Yy
macrdfagos, pero también por células NK, células endoteliales, PMNs y células T, y
estimula a otras células para que produzcan mas citoquinas (efecto endocrino, paracrino
y autocrino) (19, 20).

Posee propiedades fisioldgicas similares a las de TNF-a pero menos capacidad para
producir shock. Al igual que TNF-q, es importante en la reparacién de las lesiones y su
adecuada actividad es esencial para mantener una correcta inmunidad a largo plazo. Es
un potente inductor de los factores estimuladores de colonias de
granulocitos/macréfagos (GM-CSF) y macréfagos (M-CSF), y de la sintesis de
proteinas de la fase aguda. Una liberacion elevada de IL-1 produce una excesiva
marginacién de PMNs activados a la pared vascular, estimula la actividad procoagulante
del endotelio y la unién de leucocitos. A diferencia de TNF-a, su administracién no es
letal, pero produce muchos de los fenémenos hematoldgicos y metabdlicos agudos que
se asocian con la sepsis (21).

Se distinguen dos tipos de IL-1: alfa y beta. La IL-1a se encuentra predominantemente
asociada a membrana y ejerce sus efectos por contacto celular. La IL-1pB es mas facil de
detectar en la circulacion donde produce efectos o alteraciones similares al TNF-a,

siendo sus efectos sinérgicos. La vida media de IL-1 es atin mds corta que la del TNF
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(6-10 min.), lo cual hace atin mas dificil su deteccion en los procesos agudos en los
cuales se libera. IL-1 produce el clasico efecto de respuesta febril, por la estimulacion
local de la actividad de las prostaglandinas en el hipotdlamo anterior (22).

La actividad de IL-1 se encuentra mediada por receptores, destacando IL-1RI que
necesita de una proteina accesoria (IL-1 RAcP) para interaccionar con él, de forma que
la sefial produce la activacién de la trascripcion mediada por NF-kf} (23). Al igual que el
TNF-q, la IL-1 tiene receptores solubles, destacando la forma soluble de IL-RI que
aumenta la actividad de la IL-1 al retirar al antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra). El
receptor IL-1RII, por el contrario, suprime, tanto en su forma de membrana como

soluble, la actividad de IL-1, al tratarse de un receptor “sefiuelo” (24).

Interleuquina-2 (IL-2):

Se trata de una citoquina de origen linfoide que pertenece al grupo de los mediadores
proinflamatorios (25). Es el principal promotor de la proliferacion y diferenciacion de
linfocitos T, produccién de inmunoglobulinas y mantenimiento de la integridad
inmunoldgica del sistema digestivo o “barrera intestinal”’. También estimula la
produccion de una cascada de interleuquinas, interferones, y TNF-a (25). Es dificil de
detectar, en agresiones agudas, debido a su corta vida media. La disminucién en la
expresion de actividad IL-2 se encuentra asociada a una disminucién de la competencia
inmunoldgica, y existen evidencias que sugieren que la apoptosis de linfocitos

contribuye a dicha inmuno-competencia (25).

Interleuquina-4 (IL-4)

Es producida principalmente por células T, mastocitos y basdfilos. Sus efectos mas
destacados incluyen la proliferacion de linfocitos B e inmunidad mediada por
inmunoglubolina E (Ig-E). Se ha demostrado su efecto inhibitorio sobre la produccién
de citoquinas proinflamatorias por parte de los macréfagos, incluyendo IL-1, TNF-a e
IL-6, y ademds promueve la produccion de IL-lra (26). Parece ser que como
consecuencia de lesiones graves y sepsis puede producirse un fenotipo inmune definido
por la produccién de IL-4 por parte de células T CD4 *(26).

Incrementa de forma sinérgica la expresion de antigenos de las células endoteliales
inducida por TNF-a e IL-1, pero inhibe el incremento que éstos y el IFN-y producen en

la expresion de moléculas de adhesion (9, 26).
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Interleuquina-6 (IL-6):

Es wuna familia de al menos seis fosfoglicoproteinas. Es producida por
monocitos/macréfagos, células endoteliales y también por los linfocitos T y B,
fibroblastos, queratinocitos y otros tipos celulares (12). La fuente de IL-6 tras las
agresiones no se conoce bien, pero el intestino y las heridas parecen producirla en
respuesta a las lesiones. Se ha sugerido el intestino como una fuente de IL-6 tras la
cirugia y traumatismos (27), lo cual se ha confirmado en modelos experimentales
animales (28, 29). Por otra parte, IL-6 parece ser producida en lugares alejados de forma
posterior a la agresion, incluyendo el pulmén (30). Ejerce sus acciones al unirse a un
receptor de membrana compuesto por una subunidad de unién de 80 KDa y una
glicoproteina encargada de la transduccion de la sefial, de 130 KDa (12).

TNF-a e IL-1 son potentes inductores de la produccién de IL-6 en diversos tipos de
tejidos, incluido el tubo digestivo. Los niveles de IL-6 permanecen elevados durante
mds tiempo que las citoquinas antes mencionadas, por lo que son mds facilmente
detectables, siendo sus niveles proporcionales a la extension del tejido dafiado durante
la intervencién mds que a la duracién del propio proceso quirdrgico (30).

La inflamacién sistémica y una respuesta procoagulante a la infeccidén se encuentran
estrechamente relacionadas. Las citoquinas inflamatorias, como IL-6, son capaces de
activar la coagulacién e inhibir la fibrinolisis (12). Asi mismo, IL-6 actia como factor
estimulador de células B, factor de crecimiento de hibridoma/plasmocitoma, factor
estimulador de hepatocitos y factor de diferenciacion de células T citotoxicas. Actda
sinérgicamente con IL-1 en la proliferacién de timocitos, y en combinacién con TNF-a
aumenta la proliferacién de células T y promueve la activaciéon y acumulacién de
PMNs. La administracion de IL-6 no ocasiona compromiso hemodinamico (31).

IL-6 es también un importante mediador en la producciéon de proteinas de la fase
aguda de origen hepdtico, durante la agresion y la convalecencia, esenciales para la
respuesta inmune, la coagulacion y la respuesta metabdlica. Ademads, causa fiebre y
activa el eje hipotdlamo-hipofisario-adrenal (32).

La produccion y secrecion de IL-6 puede ser inducida por una amplia variedad de
estimulos incluyendo bacterias Gram positivas y Gram negativas, virus, LPS, TNF-q,
IL-1B, IFN-y y factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), si bien durante

la sepsis, se encuentra inducida por endotoxina, TNF-a o IL-10 (12).
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Interleuquina-10 (IL-10):

Fue descubierta en 1989 como un producto de las células Th2, que suprimia la
produccién de IFN-y producido por las Thl. Es liberada por macréfagos y células T en
respuesta a diversos estimulos incluyendo las endotoxinas, si bien su produccién se
encuentra retrasada respecto a la de citoquinas proinflamatorias como IL-1 y TNF-q,
siendo la expresion de IL-10 inducida por éstas e inhibida por si misma de modo
autocrino (33-35).

Se trata de una citoquina anti-inflamatoria, efecto que ejerce frente a varios tipos
celulares entre los que se encuentran macréfagos y células endoteliales. Concretamente
la IL-10 media, en parte, en la expresion génica de la sintesis de citoquinas produciendo
una inhibicién en la produccién de IL-la, IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8 por parte de
monocitos y PMNs estimulados con endotoxina (36). Ademds promueve la liberacion
de receptores de TNF (pS5 y p75) y la expresion de IL-1ra (receptor de IL-1 con accién
antagonista) e inhibe la translocacién de NK-«B.

IL-10 es, por tanto, un componente normal del proceso inflamatorio y actia
disminuyendo su duracién y magnitud. Esta afirmacion se consolida por el hecho de que
ratones carentes de IL-10 (“ratones knockout”) y ratones normales tratados con
anticuerpos anti-IL-10 presentan una respuesta inflamatoria muy acentuada en respuesta
a endotoxina o peritonitis (37, 38). Asi mismo, se ha demostrado que la neutralizacion
de IL-10 durante una endotoxemia, incrementa la produccién de TNF-a por los
monocitos y la tasa de mortalidad, mientras que su restitucion reduce los niveles de
TNF-a y los efectos negativos asociados a este factor (36, 39).

IL-10 es una de las citoquinas mas frecuentemente encontrada en la circulacion; la
modulacién de su actividad puede tener efectos beneficiosos pero también adversos en
el desenlace. De forma endégena y administrada exdgenamente, principalmente en
modelos de shock endotoxémico y bacteriémico, reduce la magnitud de la respuesta
inflamatoria y mejora el desenlace. Sin embargo, puede exacerbar la disfuncién de
células T, macréfagos y células NK (33), alterar su apoptosis, su funcién antimicrobiana
e incrementar la mortalidad en otros modelos menos agudos de sepsis. Las propiedades
anti-inflamatorias potenciales de IL-10 deben ser sopesadas cuidadosamente por su
posible efecto inmunosupresor al considerar su uso en pacientes con inflamaciones
agudas y sindrome séptico (40). El fenémeno anti-inflamatorio de IL-10 no puede
separarse del efecto de inmunosupresidén, y hay evidencias que muestran que la

inmunosupresion que se observa tras la sepsis o en lesiones térmicas, estd asociada
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frecuentemente a una disminucién de las respuestas mitdgenas de linfocitos T y una

apoptosis incrementada de los mismos (40).

Interferén-y (IFN- y)

Es una citoquina producida principalmente por linfocitos T y macréfagos. Puede
actuar sinérgicamente con TNF-a para producir actividad citotoxica y citostatica; de
forma sinérgica incrementa la liberaciéon de TNF-a promovida por IL-2 y facilita la
produccidn de anticuerpos por las células B. IFN-y aumenta la adhesion de linfocitos a
las células endoteliales, induce cambios morfolégicos en éstas y estimula la activacién y
acumulacién de PMNs. Asi mismo, aumenta la capacidad fagocitica de éstos y la
funcién antimicrobiana de los macréfagos promoviendo su maduracion e incrementando
su actividad (41).

IFN-y produce ademds, un aumento de la proliferacion de linfocitos e incrementa la
produccion de IL-1, IL-6 y TNF-a y la expresion de moléculas de adhesion y receptores
celulares del TNF-a (41). Es esencial para la supervivencia en algunos casos de
agresiones por bacterias y hongos. La administracion de IFN-y a pacientes sépticos
puede mejorar algunos aspectos de la funcién inmune de las células (42) aunque otros
estudios no han mostrado una disminucién de las infecciones o mortalidad en pacientes

quemados (43).

Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-a):

TNF-a es la primera y mas potente citoquina en responder en el individuo tras
producirse una lesién o infeccién aguda. Las principales fuentes de produccién de TNF-
o son monocitos/macréfagos y también linfocitos T, abundantes en la zona peritoneal y
esplénica (destacando las células de Kupffer) (9, 21).

La vida media del TNF-a circulante es de 14-18 minutos, y es degradado en diversos
organos incluyendo higado, piel, tracto gastrointestinal y rifién (21).

TNF-a se encuentra involucrado en el reclutamiento y maduracién de monocitos,
macrdfagos y PMNSs, produciendo un efecto paracrino que permite la recuperacién de
las lesiones. Entre estos efectos paracrinos se encuentra la hemostasis, el incremento de
la permeabilidad y proliferacion vascular y la sintesis de coldgeno (44). Por otra parte,
promueve procesos metabdlicos que contribuyen a mejorar la produccién de nutrientes

y proteinas de la fase aguda (19).
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Entre los efectos negativos de TNF-a se encuentran el colapso circulatorio y el dafio
de organos sdlidos. Estos efectos dependen de miltiples factores; el efecto
procoagulante del TNF-a favorece los fendmenos trombdticos de la microcirculacion,
que puede llevar a la necrosis celular y a un aumento de la permeabilidad. Ademads, el
TNF-a contribuye a producir una depresion miocardica y al acimulo de macréfagos y
PMNss activados en los lugares de inflamacidon o lesién (45).

TNF-a ejerce sus efectos a través de los receptores especificos de membrana TNFR-1
y TNFR-2. En condiciones fisioldgicas a través de TNFR-1 se producen los principales
efectos bioldgicos del TNF-a, incluyendo las respuestas inflamatorias, activacién de
NF-kB y apoptosis. También se apunta a este receptor como responsable de la actividad
toxica de TNF-a (41).

Los receptores solubles del TNF-a (sTNFR) se encuentran también elevados en las
inflamaciones agudas, compitiendo asi con la unién del TNF-a a sus receptores de
membrana. Esto supone una regulaciéon endégena a una posible respuesta inflamatoria
exagerada, pero ademds de este efecto antagonista, los sSTNFRs pueden servir como
transportadores o reservorios de TNF-a en la circulacién.

Altos niveles de TNF parecen tener un papel importante en la disfuncién orgénica y
en la mortalidad en modelos experimentales de shock endotéxico e infecciones
bacterianas, pero no parece tener un papel importante en la mortalidad tras un modelo
de sepsis inducida por puncién del ciego tras su ligadura (CLP), tal y como observaron
Ayala y col. en 1996 e Hiramatsu y col. en 1997 en sus experimentos, bloqueando el
TNF-a. en ratones (46, 47). Por tanto, otros mediadores deben contribuir a los cambios

que se producen en la apoptosis y la inflamacién tras CLP.

1.1.4.-Estrés oxidativo: Especies reactivas de oxigeno (ROS)

La definicion clasica de radical libre lo describe como cualquier especie quimica que
existe de forma independiente, que contiene uno o més electrones desapareados. Dichos
electrones desapareados confieren a la molécula una alta reactividad con otras
moléculas para aparear dicho electrén, generando un producto més estable (48). Entre
las moléculas denominadas de forma genérica radicales libres, se incluyen las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y algunos 6xidos de nitrégeno. Los ROS son oxidantes
producidos tanto en individuos sanos como en situaciones de enfermedad, y tienen

funciones de defensa, intervienen como sefiales celulares y participan en la inflamacidn.
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Las principales fuentes de ROS son los leucocitos y las células endoteliales. Su
liberacién se produce principalmente a través de la accion enzimatica de NADPH
oxidasa, xantin-oxidasa, citocromo p450 reductasa, lipoxigenasa y prostaglandina
sintetasa entre otras (49). Entre las situaciones en que se producen, se encuentra la
respiracion aerdbica de la mitocondria y metabolismo del dcido araquidonico, los
procesos de isquemia y reperfusion y el “estallido respiratorio” de los leucocitos, como
se denomina a una serie de eventos que incluyen un aumento del consumo de oxigeno,
aumento de la actividad de la via de las hexosas monofosfato y aumento de la
produccion de diversas sustancias con propiedades antimicrobianas que derivan del
metabolismo del oxigeno como por ejemplo el peroxido de hidrogeno y el radical
superoxido. Estas situaciones incluyen el shock producido en la revascularizacion de
miembros, intestino o corazén isquémicos, asi como pancreatitis, transplante de drganos
e inflamaciones sistémicas (48, 50). Ademds, como consecuencia de los procesos
inflamatorios, se produce la activacion de las células del sistema inmune,
principalmente PMNs y células endoteliales, que son las principales fuentes de ROS, los
cuales, una vez liberados, intervienen como mediadores a través de la generacién de
sustancias quimiotdcticas y la induccién de la expresion de moléculas de adhesion (48).
Ademds, producen dafio tisular directo y, al actuar promoviendo la generacién de
citoquinas estimulan las células endoteliales que producen més citoquinas amplificando
la sefial inflamatoria y finalmente produciendo dafio adicional en los tejidos, que pueden
estar alejados del lugar del dafio primario (49).

Por otra parte, los ROS de los PMNs modifican sus propias membranas celulares
quedando asi marcados para su retirada por los macréfagos (51).

De este modo, cuando el equilibrio se rompe por una produccidn excesiva de agentes
oxidantes o por una disminucién de la capacidad antioxidante del organismo, se pueden

producir dafios oxidativos en un proceso conocido como “estrés oxidativo” (48).

1.1.4.1.-Sistemas antioxidantes del organismo

Hay una serie de mecanismos enddgenos que sirven para proteger el organismo de la
accion de los agentes oxidantes, entre los que se encuentran antioxidantes circulantes
como la albiimina, intracelulares como el glutation reducido (GSH), y actividades
enzimdticas especificas como superdxido dismutasa (SOD). Asi pues, frente a los ROS

hay mecanismos de defensa antioxidante enziméticos y no enziméticos. Entre los no
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enzimdticos se incluyen las vitaminas E y C, el 4cido a-lipoico, la vitamina A (-
carotenos) y el GSH. Entre los sistemas enzimdticos se encuentran la SOD, catalasa y
glutation peroxidasa (GPX). Estas enzimas requieren metales como cofactores: hierro
para la catalasa, selenio para la GPX y cobre, zinc 0 manganeso para la SOD, por lo que
las trazas de metales se pueden considerar con accién antioxidante en cuanto que

forman parte de los centros activos de estos sistemas enzimadticos (52).

1.2.-APOPTOSIS E INFLAMACION

1.2.1.-Introduccion

El término apoptosis o muerte celular programada define un programa codificado
genéticamente, cuyas caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y moleculares son
diferentes de las de la necrosis (53). Igualmente, son diferentes desde el punto de vista
de su mecanismo de accién ya que la necrosis es simplemente el resultado pasivo de una
agresion a la célula, mientras que la apoptosis forma parte integral de sus procesos
fisioldégicos normales (53), es mds, se trata de un proceso esencial para la vida,
interviniendo en la gestacién y el desarrollo del organismo (54). Del mismo modo, la
apoptosis tiene lugar como proceso normal en la renovacion de células de los tejidos
(regeneracion del epitelio intestinal y descamacion de las células de la piel lesionada por
el sol, entre otros), en la involucién de 6rganos por la falta de hormonas tréficas, en la
muerte celular tras la deprivacion de factores de crecimiento o estimulos especificos y
en células que han sufrido dafios subletales (55). Ademas, la apoptosis se encuentra
relacionada con diversas situaciones patoldgicas: asi, la apoptosis de ciertas neuronas
del cerebro contribuye a enfermedades como el Alzheimer y el Parkinson, mientras que
el fallo para iniciar la apoptosis por dafios severos de su ADN, en las células que se
dividen, contribuye al céncer (56). Alteraciones en las sefiales de muerte celular, en
receptores citoplasmaticos o de membrana y en los genes que controlan la apoptosis se
encuentran involucradas en la patogénesis de malformaciones congénitas (57).

Entre los cambios morfolégicos que se observan en la célula durante la apoptosis, y
que permiten su diferenciacion de la necrosis, se incluyen la fragmentacién del ADN
por accién de las endonucleasas, formandose fragmentos de 180-200 KDa (58),
condensacion de la cromatina, compactaciéon de las organelas (citoconcentracion),
dilatacion del reticulo endopldsmico, alteraciones de la membrana y disminucién del

tamafio de la célula y del reticulo endopldsmico, que se transforma en vesiculas
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(cuerpos apoptdticos). Otros eventos producidos durante la apoptosis son la elevacion
de los niveles citosélicos de Ca** y una perdida de la regulacién del pH que provoca una
acidificacion intracelular (53). La apoptosis, in vivo, culmina con la retirada de los
cuerpos apoptéticos por otras células, evitando las complicaciones derivadas de la
liberacién del contenido celular. No provoca una respuesta inflamatoria, es decir, que
los componentes residuales de la célula muerta son ingeridos por las células fagociticas
sin la intervencion de los neutréfilos. Estos cambios morfoldgicos pueden ocurrir en una
secuencia predecible y reproducible, que puede completarse en 30-60 minutos (59)

La necrosis, por el contrario, es una respuesta patolégica que implica un incremento
dramatico del volumen de la célula, que finalmente lleva a la lisis. Es un tipo de muerte
celular inducida por la exposicién a compuestos o tratamientos nocivos (60, 61). Asi, se
produce la liberacion del contenido celular, incluyendo proteasas y lisosomas al espacio
extracelular, produciendo mas activacion de las células inflamatorias y alteraciones de
la inflamacién (51).

La apoptosis se produce como consecuencia de sefiales bioldgicas codificadas
genéticamente en todas las células eucaridticas conocidas. Las células se mantienen
vivas por una serie de sefiales como son factores de crecimiento, hormonas, citoquinas,
contacto con otras células etc., de manera que contienen a la célula para que ésta no
entre en apoptosis, mientras que otras células no podrin competir con sus células
vecinas, y entrardn en apoptosis debido a la falta de factores de supervivencia (54). Las
sefales de supervivencia del ambiente en que se encuentra la célula y sus sensores
internos de la integridad celular, normalmente mantienen el control de la maquinaria de
la apoptosis de la célula. Cuando esta célula pierde el contacto con las que la rodean o
sufren un dafio irreparable interno, la célula inicia la apoptosis. Igualmente, en una
célula que simultaneamente recibe sefiales contradictorias para estimular o atenuar su

ciclo de division, también se dispara la apoptosis (62, 63).

1.2.2.-Mecanismos y componentes de la apoptosis celular

La apoptosis esta regulada por dos vias principales: la primera implica a los miembros
de la superfamilia de los receptores de TNF, y la segunda estd bajo el control de los
miembros de la familia de genes de Bcl-2, que incluye miembros pro y antiapoptéticos
(64). La primera de estas vias se produce a través de receptores de membrana,

denominados receptores de muerte, que al interaccionar con sus ligandos
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correspondientes originan sefiales intracelulares que activan proteinas que por diferentes
mecanismos ejecutan la apoptosis de la célula. Esta via se inicia principalmente por los
receptores de TNF-a (TNFRs) y por otro tipo de receptor de la familia de TNF
denominado Fas (CD95), que pueden directamente activar una cascada de proteasas
denominadas caspasas, siendo la caspasa-8 la caspasa iniciadora (62). La segunda es la
denominada la via intrinseca de la apoptosis, implica a la mitocondria y a los miembros
de la familia Bcl-2, y lleva a la actuacién de una cascada de caspasas, por la activacion
de caspasa-9 como caspasa iniciadora aunque en esta via existen mecanismos de
apoptosis independientes de las caspasas (59). Por tanto, estas dos vias no son

independientes y pueden converger en la activacién de la cascada de las caspasas.

1.2.2.1.-Via extrinseca: Apoptosis por factores y receptores de muerte

En la definicién clasica de apoptosis, las células estdn programadas para morir de
forma auténoma. Sin embargo, la identificacién de factores y receptores de muerte
celular que regulan la apoptosis indican que ésta puede estar también controlada por un
“factor” externo en algunas circunstancias (65).

Esta via se basa por tanto, en la interacciéon de receptores de membrana con sus
ligandos correspondientes ya sean solubles o asociados a membranas celulares.
Destacan el receptor Fas (también denominado CD95 o Apo-1) y su ligando FasL
(CDO95L) (61, 66). Ademads, existen otros ligandos y receptores que también pertenecen
a la superfamilia del TNF. Entre los ligandos se encuentran las linfotoxinas, el ligando
de CD30, el ligando de 4-1BB, el ligando de CD40, el ligando de CD27, y TRAIL
(ligando de induccién de apoptosis relacionado con TNF) y entre los receptores se
encuentran TNF-RI, TNFRII, el receptor de la linfotoxina-p, CD40, CD30, CD27 y
otros identificados posteriormente, destacando DR-3, Apo-3 (cuyo ligando es el

TWEAK), DR4 y DRS (con el mismo ligando: TRAIL), DR6 y CAR1 (65, 66).

1.2.2.1.1-Fas (CD95)

La proteina Fas, también denominada CD95 o Apo-1 es el receptor del ligando FasL.
Se trata de una proteina de membrana tipo I de 48 KDa, compuesta de 319-335
aminoacidos, caracterizada por tener dominios extracelulares ricos en cisteina (67). Se
encuentra expresada en varios tejidos y células, incluidos el timo, higado, corazoén,
riidn, ovarios y pulmones (67, 68), en células NK (69), células T y B activadas y

células T y B malignas (61).
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La unién de FasL y Fas o la unién a Fas de anticuerpos agonistas anti-Fas, induce la
apoptosis de células que expresan Fas en su superficie (68). Parece ser que al igual que
ocurre con el TNF y sus receptores, la unién de FasL produce la unién de los tres
dominios del receptor Fas (trimerizacion de Fas), y su region citoplasmaética trimerizada
produce entonces la transduccién de la sefial (65). Una vez producida la trimerizacion,
se origina el ligamiento de otras partes del receptor, denominadas dominios de muerte
(DED). A continuacién, una proteina citoplasmatica, FADD (Factor asociado a
dominios de muerte, también denominado MORT1), se une a través de su propio DED,
a los DED ya ligados del receptor (62). Las sefiales que se originan a continuacién se
producen a través de una molécula denominada FLICE, que en realidad es caspasa-8
(70, 71). Esta proteina tiene dos dominios DED en la zona N-terminal, mediante los
cuales se une a FADD. Parece que FADD interacciona con la procaspasa-8, que por
autoprocesamiento se activa pasando a caspasa-8 (72), que activa caspasas efectoras
posteriores como la caspasa-9 o caspasa-3 produciéndose la apoptosis (62, 72). La
figura 1 muestra los diferentes componentes que participan en la transduccion de la
sefal, producida por la interacciéon de los receptores de muerte con sus ligandos
correspondientes.

Figura 1.-Cascada de activacion de las caspasas por interaccion con receptores
de la familia TNF.
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1.2.2.1.2.-FasL (CD95L)

Es el principal ligando de la familia de TNF. Es una proteina de membrana tipo II, de
40 KDa, que tiene un extremo N-terminal en el citoplasma y uno C-terminal que se
extiende por el espacio extracelular y que es similar al de los otros miembros de la
familia (62). CD95L es una molécula homotrimérica. Cada trimero de CD95L se une a
3 receptores de CD95, e induce su trimerizacion para traducir la sefial (73, 74).

FasL se encuentra expresado en linfocitos T activados y células NK, y de forma
constitutiva en células endoteliales, en tejidos como los testiculos y los ojos y en PMNs
(75-79). Los o6rganos linfoides (timo, nédulos linfaticos, bazo), pulmones e intestino
delgado expresan pequefios niveles de ARN mensajero (ARNm) de FasL, sugiriendo un
papel de FasL en el sistema inmune en general y en la inmunidad de mucosas (75).

La accién de Fas y FasL se representa esquemdticamente en la figura 2. Fas y FasL
juegan un importante papel principalmente en 3 tipos de apoptosis fisioldgica:

A.-Eliminacién periférica de células T maduras activadas al final de la respuesta
inmune.

B.-Eliminaciéon de células diana como aquellas infectadas por virus o células
cancerigenas mediante células T citotoxicas y células NK.

C.- Eliminacién de células inflamatorias en lugares “inmunoprivilegiados” como el
ojo y los testiculos (62, 80).

Ademads, el FasL presente en células endoteliales puede ejercer un efecto
ateroprotector por su habilidad para inducir la apoptosis de células mononucleares que
intentan invadir la pared del vaso en ausencia de un estimulo inflamatorio (81). Por
tanto, Fas actda produciendo la apoptosis de las propias células inflamatorias y como
mecanismo para eliminar otras células por parte de las células T citotéxicas (CTLs). La
identificacion de FasL. como molécula citotoxica viene a completar el mecanismo de
lisis enzimatica (sistema perforina/granzima B) utilizado por los CTLs y células NK
para eliminar las células diana, siendo ambos los principales mecanismos para la
citotoxicidad mediada por CTLs (66). Los linfocitos T CD8" y NK emplean ambos
sistemas mientras que los linfocitos T CD4" usan preferentemente el sistema del FasL.
También es posible que las CTLs utilicen otro factor/es de muerte como TNF-a o

TRALIL en el caso de estar bloqueados los otros dos sistemas (66).
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Figura 2.- Apoptosis mediada por linfocitos T, via Fas/FasL.
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1.2.2.1.3.-Fas y FasL solubles

Del mismo modo que la proteolisis del TNF asociado a la membrana produce TNF
soluble, el FasL. asociado a la membrana, por accién de una metaloproteasa, sufre una
liberacién proteolitica para originar una citoquina soluble de 26-29 kD que tiene una
estructura trimérica, denominada FasL soluble (sFasL) (82). sFasL es funcional, aunque
parece que FasL actda de forma local por interaccién célula-célula en situaciones
fisiologicas, mientras que la forma soluble se libera para atenuar el proceso (83).
Schneider y col., en 1998 (84), observaron que en contraste con la forma unida a la
membrana, el ligando soluble es pobremente activo, sugiriendo un modelo en el que la
actividad apoptética del Fasl. de membrana es disminuida por su procesado y
liberacidn, asegurando que el sFasL no causaba dafio tisular (84), al contrario de lo que
se pensd en un principio (61, 74). Sin embargo, no se puede excluir que elevados
niveles locales de sFasL, en conjuncidn con otros agentes citotéxicos, puedan producir
la muerte celular (84). Ademds sFasL puede mediar el “suicidio” autocrino de células T

y este mecanismo puede ser responsable de la supresion de la respuesta inmune y la
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tolerancia periférica por perdida de células T (85). Algunos trabajos muestran que la
forma soluble de FasL en humanos induce la apoptosis de forma eficiente en algunas
células que expresan Fas. Suda y col., en 1996, (86) observaron que la forma soluble de
FasL. eliminaba las células de forma selectiva; los linfocitos T de sangre periférica
potencialmente ttiles no son eliminados mientras que si lo son las peligrosas células T
senescentes activadas. Kim y col., en el afio 2000, observaron que sFasL producido por
PMNs asi como el TNF-a, incrementaban de forma significativa la apoptosis y la
activacion de caspasa-3 de células del epitelio géstrico infectadas con H. pylori (87).

Por otro lado, niveles elevados de sFasL se han detectado en el suero de pacientes que
padecen diferentes enfermedades inflamatorias tales como lupus eritematoso, artritis
reumatoide y sindrome de Sjogren (88) y en otras enfermedades como leucemia (82),
linfohistiocitosis, miocarditis (89, 90), enfermedad hepatica de los alcohdlicos (91),
fallo cardiaco congestivo (81) y en suero de pacientes con leucemia linfocitica y
linfomas de células NK (82). También se ha demostrado que sFasL actia como factor
quimiotictico para los PMNs humanos en ensayos de migracion in vitro aunque por vias
de sefalizacion diferentes a las de la apoptosis (73).

Existe asimismo, una forma soluble de la molécula Fas, denominada Fas soluble
(sFas) (92). La hipétesis mds extendida es que sFas bloquea la apoptosis al competir con
Fas por la unién a FasL., bloqueando asi la apoptosis inducida por éste (92).

Al igual que ocurria con ciertas citoquinas, niveles elevados de sFas se han
relacionado con el fallo de 6rganos y la supervivencia (93, 94) y han sido detectados en
el plasma de pacientes con procesos inflamatorios generalizados (95, 96). Ademas,
pueden modular la actividad apoptética de PMNSs, inhibiéndola o retrasdndola durante el

estado inflamatorio (97).

1.2.2.1.4-Caspasas
1.2.2.1.4.1.-Introduccion

Son proteasas con cisteina en su estructura, que actian sobre los grupos de 4cido
aspartico de las proteinas. Las caspasas son sintetizadas en forma de proenzimas
inactivas que presentan tres dominios (uno amino terminal, una subunidad grande y una
subunidad pequeiia), que se activan de forma especifica y secuencial. Dicha activacién
puede producirse por la interaccién con otras caspasas, pero también pueden regular su
propia activaciéon al actuar directa o indirectamente sobre su propio precursor,

origindndose una activacion exponencial. Ademds, hay inhibidores, que pueden actuar
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sobre las procaspasas, o proteinas implicadas en la activacion de las caspasas, o pueden
estar inhibidas por su confinamiento en lugares especificos. Sus reacciones proteoliticas
son muy especificas, actuando sobre una serie de sustratos concretos (98).

Hay que tener en cuenta que las vias en las que estdn implicadas las diferentes
caspasas son diferentes en funcién tanto del tipo de estimulo como del tipo de célula
donde se producen; por ejemplo, la caspasa-9 es importante para la activacion de la
caspasa-3 inducida por radiacién UV en células del SNC, mientras que en el caso de
timocitos y esplenocitos, la caspasa-9 y la caspasa-3 parecen tener vias independientes
al ser activadas por radiacién UV. Por tanto, hay células o estimulos en los que la
muerte celular incluye la participacion de ambas caspasas, ninguna de ellas, o alguna de

forma independiente (99, 100).

1.2.2.1.4.2.-Caspasa 3 y sus sustratos

La caspasa-3, también denominada CPP32, APOPAIN o YAMA, es una de las
caspasas efectoras mds importantes y mejor caracterizada. La enzima activa es un
heterodimero con subunidades de 17 y 12 KDa derivados de una proenzima de 32 KDa
(101). Se encuentra ampliamente distribuida, con una alta expresion en lineas celulares
de origen linfocitico, lo cual sugiere que tiene un importante papel en la apoptosis en el
sistema inmune.

Es uno de los ejecutores clave de la apoptosis, y una vez activada actia sobre otras
caspasas, siendo la responsable parcial o total de la rotura proteolitica de muchos
sustratos que presentan una regién similar a la encontrada en su sustrato mas estudiado,
la poly ADP-ribosa polimerasa (PARP) (102). Entre los sustratos de caspasa-3 se
encuentran ademds del PARP, la DNA protein-quinasa (DNA-PK: enzima reparadora
del ADN), U1-70 KDa y las ribonucleoproteinas heteronucleares C1 y C2 (proteinas
nucleares implicadas en las modificaciones postranscripcionales del ARNm), proteinas
reguladoras de esteroles (SREBP), el inhibidor de la disociacion del D4-GDP
(reguladora de las GTPasas que controlan los cambios morfoldgicos de citoesqueleto y
membranas de células linfoides y mieloides), la proteina denominada “huntingtin”
(producto génico de la enfermedad de Huntington, en la que hay una alteracion de la
apoptosis) y proteinas de retinoblastoma (Rb: proteina reguladora del ciclo celular, con
una conocida funcién antiapoptética) (103-109).

Por tanto, una de las funciones centrales de la caspasa-3, u homoélogos similares, en la

apoptosis es la induccién de la degradacion del DNA (104) y la condensacion de la
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cromatina al producirse la interaccion de FasL o TNF-a (99). Para la apoptosis nuclear,
es necesaria la intervencién de uno o mas componentes citoplasmaticos, ademads de las
caspasas mencionadas, que ayudan a la caspasa-3 a entrar en el nicleo, donde actda
sobre sustratos, aunque también es posible que sea el sustrato de la caspasa-3, situado
en el citoplasma, el que cause la degradacion del ADN al ser activado por caspasa-3 y
entrar en el niicleo (110).

Ademéds de en el niicleo, la caspasa-3 también se une a sustratos del citoplasma, como
la citoqueratina 18, aunque debe haber otros factores implicados como demuestran
experimentos realizados en ratones deficientes en caspasa-3 (111).

En células que sobreexpresan caspasa-3 se ha demostrado en experimentos in vitro,
que la proteina antiapoptotica Bcl-2 puede ser un sustrato de esta caspasa-3, en la
apoptosis inducida por Fas o por déficit de 1L-3, dispardndose la apoptosis. Ademads, la
interaccion con Bcl-2 puede producir un fragmento que promueve la apoptosis,
activindose caspasas que ocupan un lugar anterior en la cascada, contribuyendo a su

amplificacion (112-114).

El sustrato de la caspasa-3, PARP, es una proteina nuclear implicada en
modificaciones postranscripcionales fundamentales en muchos procesos como son la
reparacion del ADN, estabilidad de la cromatina, proliferacion celular y muerte celular
(115). Kaufmann y col., en 1993 (103) observaron que esta proteina de 116 KDa era
procesada especificamente liberdndose un fragmento de 85 KDa, y otro de 25 KDa, en
muchas formas de apoptosis, incluyendo la inducida por quimioterdpicos en lineas
celulares y por dexametasona en timocitos. Se comprobé ademads, que tanto los
receptores de TNF-a como Fas, provocaban esta misma liberacién. En experimentos in
vitro, se ha observado que las caspasas-2, -4, -6, -8, -9 y -10, afadidas en altas
concentraciones, pueden disociar el PARP aunque parece que caspasa-3 y-7 son
responsables principales de la segmentacién del PARP durante la apoptosis (102). De
este modo, el PARP liberado puede utilizarse como marcador de la actividad caspasa y

la apoptosis.

1.2.2.2.-Via intrinseca de la apoptosis
1.2.2.2.1.-Mitocondria y apoptosis
Ademds de la cascada proteolitica de las caspasas que se ha mencionado

anteriormente, otro evento implicado a continuacion de la activacion de la caspasa-8 es
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la liberacion de citocromo c de la mitocondria. La activacion de caspasa-8 produce su
interaccion con la proteina Bid, una proteina proapoptética de la familia Bcl-2,
produciéndose la liberacién de citocromo ¢ (116-118). Se cree que una vez que el
citocromo c es liberado, la muerte celular puede producirse por dos mecanismos:

1.-Un mecanismo apoptético rapido que implica la activacidn de caspasas por la unién
del citocromo c a la proteina adaptadora Apaf-1, induciendo la asociacién de ésta con la
procaspasa-9, la cual procesa y activa otras caspasas (59).

2.-Un mecanismo mads lento ocasionado por el colapso del transporte de electrones.
Este segundo mecanismo tiene lugar por la deplecion del citocromo c de la mitocondria
debido a la ruptura de ésta, lo que conlleva la pérdida del gradiente electroquimico de la
membrana interna (A¥m), produciéndose una serie de consecuencias deletéreas para la
célula que incluyen la generacion de ROS y la disminucién de la produccién de ATP
(59). Otros mediadores de la apoptosis también son liberados de la mitocondria, como
es la procaspasa-3, liberada al citosol durante la apoptosis, aunque no estd claro si es
activada después de su liberacion (59). En ocasiones, durante la apoptosis se puede
producir un colapso del potencial de la membrana interna de la mitocondria, resultando
en la formacién de un gran canal conocido como poro de transicién de permeabilidad
(PT). La apertura de este poro produce la expansién del espacio de la matriz
mitocondrial, que puede provocar la ruptura de la membrana externa, liberando al
citosol proteinas activadoras de las caspasas, que estaban localizadas en el espacio
intermembrana.

En la figura 3 se representa la maquinaria de la apoptosis mediada por factores de
muerte y la implicacion de la mitocondria y la liberacion de citocromo c. El citocromo ¢
parece ser importante en la apoptosis iniciada por estimulos como el dafio del DNA o
los glucocorticoides; sin embargo su importancia para la apoptosis inducida por
ligandos de muerte es controvertida. En experimentos in vitro se ha observado que la
mitocondria, citocromo c¢ y Bid no tienen obligatoriamente un papel en la apoptosis
mediada por FasL, aunque debe contribuir a esta funcién en algin contexto (72). La
unidén a Fas de anticuerpos agonistas anti-Fas, ademas de un incremento en PMNs de la
actividad de caspasa-3 y caspasa-8, produce un incremento de la permeabilidad
mitocondrial. Estudios con inhibidores farmacolégicos de la actividad caspasa muestran
que la actividad de la caspasa-8 tiene lugar antes, y la activacion de caspasa-3 después

de la disrupcién de la mitocondria (119).
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Figura 3.- Interaccion entre la apoptosis por factores de muerte y la mitocondria.
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1.2.2.2.2.-Familia de proteinas Bcl-2

Son una familia de proteinas localizadas principalmente en la mitocondria, que tienen
un papel fundamental en la regulacion de la apoptosis celular. Se han identificado en
mamiferos varios miembros de la familia Bcl-2 (homélogos de CED-9): Bcl-2, Bel-xL,
Bcl-w, y Mcl-1 que inhiben la apoptosis, mientras otros como Bax, Bik, Bak, Bad y
Bcl-xs, activan la apoptosis (120-122). Los productos de ambos tipos de genes forman
homo y heterodimeros, y el efecto que se produce viene determinado por las cantidades
relativas de ambos (122, 123). De esta forma se cree que la razén Bcl-2/Bax determina
la supervivencia o muerte de algunos tipos de células tras un estimulo apoptético.

Bcl-2 es el miembro antiapoptdtico mds estudiado. Se encuentra en la cara externa de
la membrana mitocondrial, en el reticulo endopldsmico (ER) y en la cubierta nuclear
(59, 124). Previene la apoptosis inducida en diferentes tipos de células por un amplio

rango de estimulos nocivos, incluyendo hipoxia, falta de suero, glucosa, citoquinas y
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factores de crecimiento, peroxidacion de la membrana, radiacién ionizante,
glucocorticoides, ionéforos del calcio, anti-CD3, dexametasona, estaurosporina, drogas
citotoxicas y en algunos casos por ROS (120-122, 125-127). Ademéds, la
sobreregulaciéon de Bcl-2 parece ser un mecanismo de seleccion positiva para el
desarrollo de linfocitos, y su continua expresion es critica para la supervivencia de las
células T y B periféricas maduras.

Bcl-2 ejerce su efecto antiapoptético manteniendo la integridad de la mitocondria,
previniendo de este modo la liberacion al espacio intermembrana, de moléculas
proapoptdticas, como proteinas activadoras de las caspasas y factor inductor de la
apoptosis (AIF) (128). Bcl-2 previene de forma directa o indirecta la liberacion de
citocromo c, que puede facilitar un cambio en la estructura del Apaf-1 que permite la
actuacion sobre la procaspasa-9 (129). Ademas, se piensa que Bcl-2 forma un complejo
con Apaf-1 y caspasa-9, manteniendo a esta dltima inactiva, de forma que el estimulo
apoptdtico causa la disociacidon de Bcl-2, permitiendo la activacion de la caspasa-9 y la
muerte por apoptosis (130). Por otro lado, las células en apoptosis pueden mostrar una
reduccion del potencial transmembrana mitocondrial debido a la apertura de poros PT
inducidos por varios agentes, incluyendo Ca®™, H,0, ¢ hidroperéxido ter-butilico y las
propias caspasas. Bcl-2 puede prevenir la aparicion del poro PT mientras que Bax
induce tanto PT como la apoptosis (131, 132). En células hematopoyéticas, la apoptosis
se ha relacionado con una disminucién de la cantidad de Ca>* en el citosol, siendo estas
alteraciones del Ca®* inhibidas por la sobreexpresion de Bcl-2 (133), aunque parece que
su diana funcional es mantener el potencial de la membrana mitocondrial regulando el
trasporte de iones aumentando el flujo de H" (133). Precisamente en los lugares donde
estd localizado Bcl-2, es donde se generan ROS. Bcl-2 no parece influir en la
generacion de éstos, pero tiene funciones antioxidantes (51), y parece prevenir el dafio
oxidativo de los contituyentes celulares, incluyendo los lipidos de las membranas
(125).

Las propiedades antiapoptéticas de Bel-2 no tienen por qué implicar una inhibicién de
las caspasas, de modo que Bcl-2 podria ser inefectivo en la inhibicidon de apoptosis
mediada por receptores tipo TNF (102). Las sefales a través de Fas no regulan
negativamente Bcl-2, ni inducen sus antagonistas Bax y Bcl-xS.; es posible que Bcl-2 y
Fas regulen diferentes vias al menos en linfocitos (134). Asi, Bcl-2 protege debilmente
frente a la apoptosis en linfocitos inducida por la unién de ligandos al receptor CD95

(134). Sin embargo, CD95 puede disparar vias alternativas ya que Bcl-2 puede proteger
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frente a la muerte inducida por CD95 en ciertos tipos de células (135-138), aunque no
inhibe la apoptosis en la mayoria de éstas, puesto que las caspasas ya han sido liberadas
con anterioridad y se producird la apoptosis de todas formas (139). Bcl-2 si tiene efecto
en la inhibicién de la apoptosis producida por otras causas, como es la inducida por
prooxidantes, debido a que en este caso, la disrupcion de la mitocondria ocurre con
anterioridad a la activaciéon de la caspasa-3, exposicion de fosfatidilserina (PS) y
alteraciones del nicleo.

En cualquier caso, Bcl-2 muestra un efecto protector en la apoptosis celular, que
puede traducirse en un efecto beneficioso para el individuo en determinadas situaciones.
Asi, Bcl-2 en la sepsis, produce dicho efecto protector al prevenir la muerte de
linfocitos, si bien, tinicamente se ha demostrado en experimentos con ratones (140). Si
se ha comprobado en la sepsis humana, que los niveles de Bcl-2 estan disminuidos en
las células mononucleares, en los pacientes sépticos respecto a los criticos no sépticos y
que dichos niveles en los pacientes que no sobrevivieron eran del orden de 10 veces
menores que los de aquellos que sobrevivieron (64). Ademads, aunque no habia cambios
en la expresion de Bax, la razén Bax/Bcl-2 estaba afectada por la disminucién de Bcl-2,

lo cual se ha descrito previamente como un reostato que dispara la apoptosis (125, 140).

1.2.2.3.-Fosfatidilserina (PS) como marcador de la apoptosis: Anexina V

Entre las alteraciones que tienen lugar durante la apoptosis se encuentra la disrupcién
de los componentes del citoesqueleto que puede estar facilitando la redistribucion de los
fosfolipidos de membrana. Cuando la célula es viable mantiene una asimetria entre
ambos lados de la membrana plasmaética, mientras que durante la apoptosis se produce
la exposicion del fosfolipido PS en el exterior de la misma (141).

Este evento fue observado primero en plaquetas (142) y en eritrocitos senescentes
(143). Fadok y colaboradores, en 1992, fueron los primeros en demostrar que la
exposicion de PS en la superficie tenia lugar en las células nucleadas durante la
apoptosis (144,145). Por otro lado, la sobreexpresién de represores conocidos de la
apoptosis, como el Bcl-2 y Abl, inhibe la externalizacion de la PS (123). Estos cambios
en la asimetria de la membrana preceden al dafio que puede llevar a la liberacién de
enzimas de la célula que son perjudiciales para los tejidos vecinos (58), tienen lugar
antes de los cambios morfoldgicos asociados a la apoptosis y se produce con
posterioridad a la cascada proteolitica de las caspasas, pero posiblemente antes de la

condensacion nuclear y rotura de los constituyentes del citoesqueleto intracelular y la
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matriz nuclear (145). La exposicion de la PS en las células apoptoticas tiene otras
implicaciones: participa en el reconocimiento y eliminacidn especificas por parte de los
macréfagos (145).

Las anexinas son una familia de proteinas implicadas en multiples aspectos de la
biologia celular incluyendo la regulacién del transporte a través de la membrana. La
Anexina V fue inicialmente descrita por Bohn y colaboradores (146), que en 1984, la
aislaron de la placenta de humanos y la llamaron proteina de placenta 4 (PP4).
Posteriormente, Reutelingsperger y col. (147) la aislaron de cordén umbilical por su
actividad anticoagulante y fue Illamada anticoagulante-vascular-a (171). Estas
observaciones llevaron al estudio de la interacciéon de PS con Anexina V en células
apoptéticas por el conocimiento de que la Anexina V se une, en presencia de iones de
Ca™, especificamente a la membrana cuando PS estd presente (148). La uni6n de la
Anexina V a la PS es calciodependiente, reversible y se produce con una constante de
disociacion (Kd) de aproximadamente 5 x 10" M. En el caso de las células necréticas,
la uni6n de la Anexina V se debe a la ruptura de la integridad de la membrana
plasmatica, por la entrada de la Anexina V y su unién a la PS de la cara interna de la
membrana (141). Asi, la Anexina V es un potente discriminador entre células viables y
apoptdticas. Anexina V conjugada con FITC y en combinacién con yoduro de propidio

(PI), puede ser utilizada para distinguir células viables, en apoptosis y necréticas (53).

1.3.-AGRESION Y RESPUESTA INFLAMATORIA
1.3.1.-SIRS, CARS y sus posibles consecuencias.

Las citoquinas dirigen la respuesta inflamatoria al lugar donde se ha producido una
agresion o una inflamacién y son necesarias para una correcta recuperacion de las
lesiones. Sin embargo, una excesiva produccion de citoquinas proinflamatorias desde el
lugar de la agresion, puede ocasionar inestabilidad sistémica y hemodindmica. Dicha
situacion es conocida como Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SIRS). El
SIRS representa, por tanto, la situacion clinica en la cual la funcién de continencia de la
inflamaciéon ha fallado. Se puede definir como un cuadro subclinico o clinico
progresivo caracterizado por una respuesta inflamatoria generalizada, asociado a una
agresion orgdnica, independientemente de su causa. Cuando el SIRS es resultado de un
proceso infeccioso confirmado, es denominado sepsis. En este caso, el término sepsis

representa la respuesta inflamatoria sistémica de la infeccion presente (149). Parece ser
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que una respuesta similar o incluso idéntica, puede producirse en ausencia de una
infeccidn, es decir, que la activacién de células inflamatorias y la liberacion de
citoquinas pueden producir un sindrome pricticamente indistinguible de la respuesta
sistémica a una infeccién grave (150). De este modo, Bone y colaboradores, en 1992,
propusieron el término SIRS para describir este proceso inflamatorio
independientemente de su causa, que puede ser infeccioso pero también puede ser no
infeccioso como es el caso de los SIRS producidos como consecuencia de pancreatitis,
quemaduras y traumatismos severos entre otros (151). En la figura 4 se representa la

relacién entre SIRS, sepsis e infeccion.

Criterios del SIRS:

El SIRS puede producirse tras una amplia serie de lesiones e incluye al menos dos de
las siguientes manifestaciones clinicas aunque no estd limitada a ellas:

1.-Temperatura corporal mayor de 38°C o menor de 36°C.

2.-Frecuencia cardiaca mayor de 90 pulsaciones por minuto.

3.-Taquipnea, caracterizada por una frecuencia respiratoria superior a 20 inspiraciones
por minuto, o hiperventilacidn, indicada por una presion parcial de CO, (PaCO;) inferior
a 36 mm Hg.

4.-Una alteracion en los niveles de leucocitos, tanto por encima de 12000 células/pl
como por debajo de 4000 células /pl, o la presencia de mas de un 10% de neutrofilos

inmaduros.

Figura 4.- Esquema de la relacion entre la sepsis, infeccion y SIRS.

Parasitemia
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Al producirse el SIRS, simultineamente se induce la produccién de citoquinas anti-
inflamatorias contra él. Los mediadores pro y anti-inflamatorios interaccionan
inicialmente en el microambiente de la inflamacién y, si se produce un balance, se
restaura la homeostasis. Es decir, que en una inflamacién normal la restauracion de las
condiciones pasa por la produccién de citoquinas anti-inflamatorias que contrarregulan
el proceso inflamatorio. Por tanto, se cree que tienen la funcién de inhibir la inflamacién
una vez ésta ha cumplido su propdsito. De esta forma, la presencia de citoquinas anti-
inflamatorias podria servir para atenuar algunas de estas respuestas exageradas. Sin
embargo, un exceso de actividad anti-inflamatoria podria ser perjudicial. Esta situacion
en que las citoquinas anti-inflamatorias se producen en exceso, y se hacen
sistémicamente dominantes, se denomina Sindrome de Respuesta Anti-inflamatoria
Compensatoria (CARS) (152). Si esta reaccién es muy severa, puede manifestarse
clinicamente como anergia o inmunosupresién, comprometiendo la recuperacién del
paciente, con una susceptibilidad a las infecciones aumentada, lo cual se debe a que en
el CARS los mediadores anti-inflamatorios que se liberan, especialmente las citoquinas,
tienen un efecto importante sobre la funcién de los monocitos, incluyendo la actividad
de presentacion de antigenos (153). De este modo, en un amplio nimero de pacientes,
las manifestaciones clinicas de la sepsis no se corresponden con una respuesta
inflamatoria sistémica por citoquinas, sino que se deben a esta respuesta anti-
inflamatoria refractaria. Asi, la idea del CARS, lleva a una respuesta anti-inflamatoria
exagerada, del mismo modo que una respuesta proinflamatoria exagerada lleva al SIRS
).

Ademads de los sindromes descritos (SIRS y CARS), se ha propuesto que en funcién
de la relacién temporal de las sefiales pro y anti-inflamatorias se puede producir un
Sindrome de Respuesta Inflamatoria Antagonista Mixta (MARS). Es decir, que puede
haber multiples fluctuaciones de SIRS y CARS, pudiendo algunos pacientes sufrir un
sindrome mixto (153).

Por tanto, la respuesta del organismo a un dafio inicial de cualquier tipo (infeccioso,
trauma, quemadura) serd una respuesta inflamatoria, pudiendo producirse como
resultado el SIRS, CARS 6 MARS segtin predomine la respuesta proinflamatoria, anti-
inflamatoria o mixta. El espectro de consecuencias derivadas de estas respuestas,
denominado CHAOS (compromiso o shock Cardiovascular, Homeostasis, Apoptosis,
disfuncion Orgédnica y Supresion del sistema inmune), se encuentra recogido en la

figura 5, donde queda reflejado que las respuestas inflamatorias sistémicas pueden tener
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consecuencias deletéreas diversas que afecten al sistema cardiovascular, la apoptosis, la

funcién de sistemas orgénicos y al propio sistema inmune.

Figura 5.- Espectro de consecuencias derivados de las diferentes respuestas
inflamatorias sistémicas.
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Este nuevo concepto sugiere ademds, que la estrategia terapéutica serd diferente;
terapia convencional de anti-mediadores o antagonistas serdn efectivos en un
predominio del SIRS, mientras que si el CARS es el predominante, la terapia requerird

una nueva estrategia que deberia reforzar la capacidad inmunolégica del paciente (9).

1.4.-Sindrome de Disfunciéon Organica Multiple (MODS)

Una de las principales consecuencias negativas que puede producirse como
consecuencia del desarrollo de SIRS es la disfuncién organica. Cuando dicha disfuncion
es grave y afecta a mds de un 6rgano se habla de fracaso multiorgdnico (FMO), que
representa el desenlace mas severo del SIRS y puede denominarse Sindrome de
Disfuncién Organica Mudltiple (MODS).

En contraste con el SIRS, cuyos criterios definen una respuesta fisiol6gica apropiada
y adaptada, el desarrollo de la disfuncion orginica es siempre perjudicial para el
paciente. Por tanto, es apropiado considerar el MODS como un sindrome y no una

enfermedad a ser tratada, pero cuyo desarrollo debe ser prevenido. El MODS,
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invariablemente supone una amenaza para la vida que evoca a los cambios fisioldgicos
de la inflamacién sistémica. El MODS puede entenderse como una recuperacion
inadecuada de la inflamacién sistémica, un sindrome que refleja las consecuencias
adversas de una respuesta que es potencialmente preservadora de la vida (154).

Aunque el SIRS estd presente de forma mds frecuente en pacientes que desarrollan
MODS, son muchos los pacientes con SIRS que no llegan a desarrollarlo. Inicialmente
se mostré que el uso de los criterios del SIRS para predecir la apariciéon del MODS o
infecciones en pacientes con trauma no era muy fiable (150). Sin embargo,
posteriormente, Gando y col., en 1997 (155), estudiaron 40 pacientes con trauma y
vieron que la duracién del SIRS esta relacionada con el MODS, de forma que el SIRS
tal y como estd definido actualmente, es bastante sensible para discriminar aquellos
pacientes que desarrollan MODS de aquéllos que no lo desarrollan.

Si bien existen diversas teorias sobre el desarrollo del MODS, todas confluyen en la
transicion del SIRS al MODS que se puede resumir del siguiente modo: a diferencia de
lo que sucede en el proceso normal tras una lesidon o herida, en el caso del SIRS, se
produce un fendmeno sistémico de activacion de factores iniciadores 'y
quimioatrayentes, que conduce al contacto de éstos con todos los PMNs que haya en la
circulacion y también de todas las células endoteliales. Del mismo modo, estas sefiales
son reconocidas también por los monocitos circulantes, que en vez de ser dirigidos a un
lugar especifico lesionado, se encuentran rodeados por quimioatrayentes que inducen la
produccién de citoquinas proinflamatorias, las cuales, son vertidas al fluido extracelular.
Asi, los PMNs, a diferencia de lo que sucede en un proceso de lesién localizada, no
disponen de un gradiente de quimioatraccién para migrar, sino que se produce la
interaccion con el endotelio a lo largo de toda la circulacidn, si bien, hay un predominio
de acumulacién de PMNs en los tejidos viscerales, coincidiendo con aquellos que se
encuentran finalmente afectados en el desarrollo del MODS, es decir, pulmones, higado
e intestino, donde aparece el mayor grado de PMNs extravasados. Asi, se produce un
ambiente procoagulante y una vasoconstriccion que da lugar a una trombosis
microcirculatoria. Este proceso, que forma parte de la estrategia normal de contencién
en respuesta a una lesién o infeccion local, cuando se produce de forma sistémica o
descontrolada, puede ser perjudicial al producirse una pérdida progresiva de la
oxigenacion y disponibilidad de sustratos en los tejidos. Asi, como consecuencia de la
vasoconstriccion y la trombosis, se produce una disminucién de la perfusion que da

como resultado en una necrosis focal (156, 157).
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Por lo general los sistemas mas afectados en el MODS son el respiratorio, el
cardiovascular (suelen ser los primeros en fallar), el higado y el rifién (149) aunque en
esta secuencia hay diferencias segin los trabajos consultados (150). Ademads, hay un
incremento lineal en la mortalidad en funcién del nimero de sistemas orgdnicos que
fallan (150, 158, 159-161) e influye ademads el grado de disfuncién y el tiempo que dura
este fallo (150).

Un importante avance ha sido el desarrollo de sistemas de puntuacion para el MODS,
como el “Multiple Organ Dysfunction Score”, el “SOFA (Sequential Organ Failure
Assessment score)” y el “Logistic Organ Dysfunction System”, que aportan métodos
para comparar resultados de los numerosos ensayos realizados y permite identificar los

pacientes de alto riesgo (161-164).

1.5.-EPIDEMIOLOGIA DEL SIRS/MODS

La prevalencia del MODS se ha visto incrementada como resultado no sélo de las
mejoras en las tecnologias de soporte vital (tanto medicacién como dispositivos) sino
también por la aplicacién de estas tecnologias a una mayor poblacion de pacientes de
alto riesgo. En la incidencia del MODS hay un predominio en los subgrupos
poblacionales de ancianos, cirugia de urgencia, cirugia de abdomen séptico y politrauma
(149).

En cirugia gastrointestinal, cerca del 84% de los pacientes desarrollan SIRS después
de la intervencion quirdrgica; sin embargo, el 99% de los pacientes con SIRS pero sin
sepsis se recuperaban sin desarrollar disfunciones organicas graves (165). La incidencia
de sepsis se ha visto incrementada en los dltimos 60 afios y es la causa de muerte por
MODS mds comin en UCI en EEUU y Europa (9). Mientras que casi todos los
pacientes con sepsis desarrollan la disfuncién de un sistema organico, la disfuncién de
multiples 6rganos tiene lugar en el 24-30% de los pacientes con sepsis y el 33% de estos
pacientes fallecia a pesar de las medidas de soporte de cuidados intensivos (165).

El MODS puede identificarse en el 30% de los pacientes con trauma, 24% de aquellos
con pancreatitis aguda y cerca del 40% de pacientes quemados (9).

La duracién del SIRS o su nimero de criterios positivos tras la cirugia se correlaciona
con los pardmetros de estrés quirdrgico (como la perdida de sangre y la duracién de la
intervencién). Asi, en 1997, en un trabajo de Haga y colaboradores (165), cinco de seis
pacientes que cumplieron los criterios de SIRS durante mas de 30 dias desarrollaron

MODS severo y tres de ellos fallecieron. Aunque la presencia de SIRS por si solo no
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fue til para la predicciéon del desarrollo del MODS, si lo es para el reconocimiento de
las complicaciones postquirtirgicas y disfunciones orgénicas finales. La recuperacion

temprana del SIRS puede impedir la progresion de la disfuncién organica (165).

1.6.-CITOQUINAS Y SU RELACION CON EL SIRS/MODS

Las citoquinas IL-1, IL-6 y TNF-a, han sido consideradas como la “triada
inflamatoria” mediando en las respuestas tanto local como sistémica. La persistencia de
citoquinas proinflamatorias en la circulacidn, que reflejan un SIRS, estd asociada con el
MODS y muerte por enfermedades criticas (166). Los niveles circulantes de IL-6 se
encuentran incrementados tanto en las bacteriemias agudas como en enfermedades
cronicas asi como en situaciones asociadas a la inflamacién incluyendo la cirugia (167,
168). Asimismo, se han detectado niveles elevados de IL-6 hasta en un 80% de los
pacientes con sepsis 0 ARDS (169). En general, IL-6 es considerada como un mediador
integral de la respuesta a lesiones de la fase aguda.

IL-6 es ttil en investigacion quirdrgica como un indice de la magnitud de la
inflamacién sistémica, correlaciondndose con el prondstico, siendo mds elevados los
niveles en los individuos que no sobrevivian respecto a los supervivientes (170), siendo
un factor predictivo potencial de la evolucion clinica de los pacientes quirdrgicos (171).
Reinhart y col., en el afio 2002, observaron que concentraciones plasméticas de IL-6 por
encima de 1000 pg/ml eran altamente predictivos de un riesgo elevado de muerte (12).

Segin otros trabajos, aunque los niveles absolutos de TNF-a e IL-6 no son buenos
predictores de la muerte en shock séptico, su persistencia en suero es altamente
predictivo del desarrollo de MODS y de muerte (169).

Niveles plasmaticos elevados de IL-1f y TNF-a en el momento de admisién en UCI,
y de IL-6 a partir del segundo dia en el postoperatorio temprano o tras traumatismos, se
encuentran asociados con la mortalidad y con un mayor riesgo de un subsiguiente
MODS. Estos datos apoyan la idea de que el MODS es causado por una respuesta
inflamatoria autodestructiva excesiva (172).

Hay que tener en cuenta que las elevaciones de los niveles de IL-6, que se producen
de forma tardia en los pacientes criticos, pueden deberse a infecciones nosocomiales o
indicar una infeccion mas que el fallo de 6rganos (173). Asimismo hay que considerar
las transfusiones sanguineas, que pueden elevar los niveles de citoquinas como IL-6 e

IL-8 (173).
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En el caso de la sepsis, la utilidad de los valores de IL-6 para el diagndstico esta
limitada en pacientes criticos, por la elevacién inespecifica causada por la inflamacién
independiente de la infeccién (12). TNF-a e IL-6 se han detectado en pacientes
quemados con y sin infeccién. Niveles elevados de citoquinas se han encontrado en
estados inflamatorios y no inflamatorios en ausencia de infeccién (150, 174).

Niveles elevados de TNF-a en plasma se correlacionan bien con la severidad de las
enfermedades y la mortalidad pero no con cultivos sanguineos positivos, niveles de
endotoxina o shock séptico subsecuentes. Casey y col., en 1993, observaron niveles
detectables de TNF-a en el 54% de los pacientes sépticos (169). En el trabajo de
Bilbault y col., en 2004, en las primeras 12 horas tras aparecer la fiebre, en los pacientes
que adquieren sepsis grave, se observé un incremento significativo de TNF-a en
comparacion con los pacientes criticos no sépticos (64).

La concentracion plasmdtica de IL-1P, el otro gran iniciador de la respuesta
inflamatoria, se ha visto que estd también aumentada en pacientes con sepsis (en el 37%
de éstos) o shock séptico (169).

Por otra parte, IL-10 es un potente inhibidor de la produccién de citoquinas
proinflamatorias por parte de los monocitos/macréfagos. Si bien los niveles plasmaticos
de IL-10 se encuentran mds elevados en el shock séptico, no puede equilibrar el
aumento de mediadores moleculares producidos en esta situacion. Asi pues, los niveles
de IL-10 estan relacionados con la severidad de la inflamacién y el desarrollo del
MODS en el shock séptico (175, 176).

Munster y col., en el afio 2000 (156), refieren que al igual que en el caso de IL-6,
aunque IL-10 se encuentra incrementada respecto a los controles sanos, su
concentracion no era diferente entre los pacientes sépticos y no sépticos criticos. Sin
embargo, la razén IL-10/TNF-q, en las primeras 12 horas estaba incrementada en los
pacientes sépticos y ademds era mds elevada en aquéllos que posteriormente fallecieron
(156).

Torre y col., en el afio 2000 (26), observaron que los niveles plasmaticos de IL-4 se
encontraban elevados en pacientes con SIRS en el momento de su diagndstico y durante
los siguientes 5 dias, y se correlacionaban con la mortalidad. Ademas los niveles de IL-
4 eran mas altos en los SIRS con infeccién que en los no infecciosos, algo que no

ocurria con IL-10 (26).
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1.7.-ESTRES OXIDATIVO Y SU RELACION CON EL SIRS/MODS

Durante la cirugia, los cambios en la perfusién de 6érganos y tejidos, asi como el grado
de oxigenacién pueden afectar el “equilibrio oxidativo” (177), y originarse una
sobreproduccién de ROS que puede contribuir al desarrollo de procesos patolégicos
como el SIRS y la sepsis (50, 178). Los efectos destructivos de la inflamacion sobre los
tejidos parecen estar mediados principalmente por los ROS y las potentes enzimas
leucocitarias. Las células clave que contribuyen en el SIRS a través de los ROS son los
PMNs, que se han infiltrado en dichos tejidos, aunque hay otras células fagociticas
implicadas en la generacién de ROS como son los macréfagos (49).

En pacientes criticos, con SIRS o en los pacientes sépticos se produce estrés
oxidativo determinado por un elevado indice de peroxidacion lipidica y altas
concentraciones plasmaticas de nitritos/nitratos asi como una mayor activacion
leucocitaria. Ademads, estos pacientes presentan una menor capacidad total antioxidante
en el plasma (179, 180). Pascual y col., en 1998, observaron que los niveles de actividad
antioxidante eran bajos en pacientes sépticos y elevados en pacientes con shock séptico
(181). Aunque la produccién oxidante en general estaba aumentada, parece que la
funcién fagocitica estd disminuida en pacientes sépticos, y se piensa que la mayor
produccion de oxidantes en general se debe a un aumento del nimero de leucocitos y
quizas a la pérdida de mecanismos antioxidantes (180).

Los indices de peroxidacién lipidica estan relacionados con el SIRS y su duracién y
con el MODS y su gravedad (6, 179-183). Se piensa que el proceso de estrés oxidativo
en conexién con el SIRS continuado puede promover el desarrollo del MODS (180,

184).

1.8.-APOPTOSIS Y SU RELACION CON EL SIRS/MODS

La muerte celular programada de las células del sistema inmune y quizds de las
células del parénquima de Organos sélidos podria dirigir la duracién e incluso la
magnitud de las respuestas producidas tras las lesiones o agresiones al organismo,
incluyendo los procedimientos quirtirgicos. Un proceso correcto y eficiente de apoptosis
regula la eliminacion sistemadtica de las células senescentes y no funcionales tras la
activaciéon y proliferacion que se produce como respuesta a una agresion. En las
respuestas inflamatorias sistémicas (SIRS/Sepsis), puede producirse una desregulacion

del proceso de apoptosis, que contribuye al desarrollo de enfermedades o sindromes

Ignacio Ferréon Celma Tesis Doctoral



Introduccion 35

como el MODS. Las células del sistema inmune, en especial los PMNs, sufren dicha
desregulacion en la apoptosis debido al proceso inflamatorio, permaneciendo maés
tiempo activados y en circulacidn, ejerciendo sus efectos lesivos sobre el endotelio y los
tejidos (185, 186). De este modo se produce a una apoptosis excesiva de células
endoteliales y de organos parenquimatosos, que podria estar contribuyendo a la
disfuncién de 6rganos (187). En el caso de los linfocitos también se produce una
afectacion, que se traduce en una perdida de su funcionalidad, dificultando la
recuperacion del proceso inflamatorio y por tanto agravando la situacién (60, 187). En
situaciones como el SIRS/Sepsis y en los pacientes quirtrgicos, en que se origina una
respuesta inflamatoria exagerada, se produce una disminucion del nimero de linfocitos
y un gran incremento de los PMNs circulantes que se deben, al menos en parte, a una

alteracién en la apoptosis (60, 188).

1.9.-ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS DEL SIRS/MODS

En los estudios clinicos para el tratamiento del SIRS y MODS ha habido siempre
resultados poco acertados por las dificultades que aparecen al tratar de modificar la
respuesta bioldgica de los pacientes criticos, por cuatro factores principalmente: 1) la
respuesta fisiolégica de los pacientes criticos es compleja, produciéndose la
acumulacién de factores que no permite una tnica intervencién para producir una
respuesta clinica, 2) la poblacién de pacientes es heterogénea y hay factores como la
edad, co-morbilidad, lesién que origina el proceso etc., que alteran la efectividad de la
terapia, 3) es dificil estandarizar los tiempos en que se realiza la intervencion terapéutica
y 4) la presencia de polimorfismos genéticos en la poblacién, que ha identificado grupos
de individuos que pueden tener respuestas fisioldgicas diferentes a situaciones de estrés
similares (189). Asi, por ejemplo, en cuanto a las variaciones genéticas de los
individuos cabe destacar el caso de las proteinas de la familia Bcl-2, implicadas en la
apoptosis celular. Se ha visto que esta familia de genes estd disminuida en las células
mononucleares de algunos pacientes sépticos graves y se corresponde con una mala
evolucion. En estos casos, la intervencion terapéutica solo seria beneficiosa si se llevara
a cabo durante un periodo concreto, de modo que diversas técnicas de biologia
molecular como los microarrays de cDNA y PCR en tiempo real (RT-PCR) permitirian
identificar de forma rdpida y temprana, en el curso de la infeccion, a aquellos pacientes

con alto riesgo de mortalidad, abriendo asi el camino para tratarlos con farmacos como
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la proteina C activada, que influyan en la sobreexpresiéon de estos genes de Bcl-2 (64,
190).

Entre las estrategias terapéuticas frente al SIRS y el MODS que se han utilizado, se
encuentra la actuacion sobre los principales efectores y mediadores del daiio tisular:

-PMNs: previniendo o limitando las interacciones leucocito-endotelio, mediante
bloqueadores de selectinas o CD11/CD18 integrinas y limitando la accién de los PMNs
mediante el bloqueo de las ciclooxigenasas y antagonistas de los canales del calcio y
con tratamientos anticoagulantes (150, 191, 192).

También se pueden considerar en este apartado las terapias dirigidas a los oxidantes,
entre ellos los producidos por las actividades enzimaticas xantin-oxidasa y NADPH
oxidasa, y las proteasas (150).

Por otro lado, también se han utilizado tratamientos para combatir la
inmunosupresion, administrando IFN-y y estimuladores de colonias de granulocitos
(CSF-G), y en el caso de los linfocitos se ha tratado de inhibir su apoptosis (150).

-Citoquinas y otros mediadores: mediante la administracion de citoquinas y otros
mediadores o sus antagonistas, y actuando sobre sus receptores: inhibicion de TNF-a,
IL-1, PAF, prostaglandinas, tromboxanos, ROS, NO o bradiquinina. Asi, por ejemplo,
anticuerpos anti-TNF han demostrado su efectividad en pacientes con infecciones gram-
positivas y estados inflamatorios no bacterianos asociados a la sobreactivacion de
macrdfagos, asi como en pacientes con infecciones gram-negativas, si bien, deben ser
administrados antes o de forma temprana al dafio para ser efectivos (9, 150). También se
han administrado receptores solubles de citoquinas, antagonistas de receptores (como
los antagonistas de los receptores de la IL-1: IL-1ra, que se unen a receptores de IL-1y
han sido efectivos en disminuir la respuesta a procesos inflamatorios e infecciosos).
Otros tratamientos empleados son la proteina C reactiva recombinante, anticuerpos
frente al factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF) y bloqueo de las
proteinas del complemento y sus receptores (C5a y C5aR) (190, 193).

Durante los afios 80 se administraron glucocorticoides para combatir la inflamacién
generalizada y recientemente se ha administrado metilprednisolona para tratar la
inflamacion sistémica en pacientes con sindrome de distrés respiratorio del adulto
(ARDS) (193).

Hay que tener en cuenta que las citoquinas tienen también efectos beneficiosos en la
curaciéon de las heridas, erradicacion de bacterias y mantenimiento de homeostasis.

Ademds su administracion a bajas dosis mejora la supervivencia de ratones tras
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agresiones endotoxicas e induccién de sepsis como se ha visto en trabajos utilizando IL-
la, IL-2 y TNF (194-196). En este contexto, nuestro grupo de investigacién ha
comprobado que el tratamiento con IL-1B, en ratones a los que se induce una
endotoxemia, reduce los niveles séricos de las fases solubles de las moléculas de
adhesion ICAM-1, ELAM-1 y VCAM-1 (197) y de las citoquinas IL-1a, TNF-a e IL-6
(198) que se habfan incrementado tras la agresion, dismuinuyendo la infiltracién
leucocitaria y el dafo tisular (199) y mejorando la inmunosupresién inducida y la
supervivencia (200).

-Endotoxinas: tratando de neutralizarlas, administrando antibidticos, se ha observado
una mejora en la supervivencia de algunos pacientes con sepsis gram-negativa al

controlar la respuesta séptica (9, 150, 193).

Todos los resultados han sido bastante contradictorios segtn el tipo, lugar y severidad
de las lesiones. Es cominmente aceptado que la mejor estrategia para combatir el
MODS es la prevencion del mismo, impidiendo la evolucién de la inflamacién
sistémica:

-Una de estas estrategias considerada dentro de la prevencién es el tratamiento
inmediato de todas las lesiones o heridas que sean tratables, de forma que queda
limitada la respuesta inflamatoria para poder restaurar el estado fisiol6gico normal. Del
mismo modo, intervenciones quirdrgicas iniciales que sean definitivas, reintervenciones
para eliminar tejidos necréticos, drenaje de abscesos, y control de la peritonitis pueden
ser efectivos (150).

-Por otra parte, es importante una nutriciéon adecuada, destacando que la alimentacién
enteral, cuando sea posible, dentro de las 24 h de la lesién o cirugia del paciente, es
Optima y permite una reducciéon de las complicaciones sépticas y los mecanismos de
defensa inmunolégicos (201). La nutricidn enteral es beneficiosa para el mantenimiento
de la barrera de la mucosa intestinal y funcién inmune del paciente (150). Ademads, es
importante la administraciéon de aminodcidos como la glutamina y suplementos
vitaminicos (vitamina E, C y betacarotenos), fortalecidos con arginina, 4cidos grasos
omega-3, nucleétidos, zinc y fibra (149). Son importantes pues, tanto el soporte
nutricional de todo el organismo como el de los 6rganos de forma especifica; los
pacientes que desarrollan MODS tienen un requerimiento mayor de sustratos

energéticos (calorias), asi como de proteinas (150).
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-Es también importante garantizar una correcta monitorizacioén del oxigeno en todos
los pacientes criticos, lo cual se consigue controlando el gasto cardiaco, oxigenacion y
su consumo, manteniéndolos en valores adecuados (150).

-Asi mismo, se han estudiado los efectos beneficiosos de farmacos como la
dexametasona que induce la glutamin-sintetasa de la mucosa yeyunal. La antitrombina-
III que ejerce un efecto terapéutico, de forma independiente de su accién anticoagulante,
por inhibicién de la activacion leucocitaria al estimular la prostaciclina y prevenir el

aumento continuo de SICAM-1 plasmaéticas y asi disminuir las E-selectinas.

1.9.1.-Modulacion de la respuesta inflamatoria y la apoptosis

leucocitaria mediante la administracion de vitamina C o de NAC

Entre los tratamientos para la modulacion de la respuesta inflamatoria y la apoptosis

leucocitaria se encuentra la administracion de vitamina C o de N-acetilcisteina:

1.9.1.1.-Vitamina C

Es un antioxidante hidrosoluble que se encuentra principalmente en las frutas citricas
y es capaz de actuar a modo de barredor de especies reactivas de oxigeno; reduce los
radicales superdxido, hidroxilo (HO") y H,O, formando 4cido dihidroascérbico (DHA)
(50). Otra accién importante de la vitamina C es la regeneracién de la vitamina E a
partir del radical tocoferol. Asi, la administracion de suplementos de vitaminas A, C y
E, estdn asociados a una mejora de las defensas antioxidantes (202). Igualmente, se ha
demostrado una mejora de la funcidn respiratoria en pacientes mayores hospitalizados,
tratados con vitamina C (203). Ademads, en pacientes criticos, con sepsis y ARDS se ha
detectado una disminucién de los niveles plasmaticos de vitamina E y vitamina C (204,
205) y se ha sugerido que niveles plasmadticos bajos de vitamina C son predictivos del
desarrollo de MODS en poblaciones de riesgo (206).

Sin embargo, la vitamina C en estudios clinicos no ha sido muy utilizada, debido a su
posible efecto pro-oxidante bajo ciertas circunstancias (52): por ejemplo, catalizando la
conversién de Fe’* a Fe* puede producirse la reaccion de Fenton con la formacién del
radical HO', y al combinarse con el hierro, puede acelerar la peroxidacién lipidica,
produciendo dafio de las membranas celulares (207, 208).

Por otro lado, la vitamina C juega un papel importante en muchas funciones de los
PMNs incluyendo un incremento de la quimiotaxis, incremento de la ingestion de

particulas, aumento de la actividad de lisozimas para eliminaciéon de células y
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proteccion frente a los efectos toxicos del radical superéxido (209).

Relacion de la vitamina C con la produccion de citoquinas y la apoptosis:

La vitamina C puede producir una disminucion de la produccién de citoquinas como
IL-1B, IL-2, IL-6, IL-10 y TNF-a en diferentes ensayos realizados in vitro (210, 211) e
in vivo (212, 213), aunque otros autores han demostrado un incremento de la produccién
de IL-1B y TNF-a por células mononucleares de sangre periférica incubadas con
vitamina C (214).

En monocitos, la vitamina C parece tener un efecto inhibidor de la apoptosis: se
asocia con una reduccién de la apoptosis via Fas y de la actividad de la Caspasa-3, -8 y -
10 y con una preservacion de la integridad de la mitocondria (215).

En linfocitos T humanos y células T Jurkat se ha observado un aumento de la
expresion del receptor Fas y de su susceptibilidad a la apoptosis por dicha via, por
efecto del DHA (216, 217). Ademas, se ha descrito que la vitamina C puede producir la
descomposicién de hidroperéxidos lipidicos generando toxinas que pueden reaccionar
con el ADN de la célula promoviendo la apoptosis (218). Sin embargo, en linfocitos T
de ratones se ha observado que la vitamina C produce resistencia a la induccién de
apoptosis (219).

En el caso de los PMNs, a pesar de haberse observado un efecto proapoptético de los
ROS (220, 221), la vitamina C ha sido asociada con un aumento de la apoptosis de estas

células (211, 222, 223).

1.9.1.2.-N-acetilcisteina (NAC)

Es convertida, in vivo, en L-cisteina, que repone los depdsitos intracelulares de GSH.
Su grupo tiol le confiere también actividad antioxidante directa a la molécula. GSH
puede actuar directamente como barredor de ROS o enzimdticamente a través de la via
de la enzima GPX (52). Ademas, el GSH es importante en el mantenimiento de enzimas
y otros componentes celulares en su estado reducido, produce una inhibicién de la
funcién de PMNs y monocitos y regeneracion de NO y tiene efectos en la produccién de
citoquinas (224, 225).

Es una molécula muy interesante para estudios clinicos ya que se conoce ampliamente
su seguridad por haber sido utilizada durante muchos afios en humanos, para el

tratamiento de la intoxicacién con paracetamol y como mucolitico en pacientes con
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enfermedades pulmonares obstructivas (226). En la patogénesis de MODS, es
importante la hipoxia tisular y la capacidad de obtener el oxigeno (227). Hay estudios
en animales de experimentacion que sugieren que la NAC puede mejorar la oxigenacién
de tejidos (228). Sin embargo, Agusti y col., en 1997, (227) no observaron ninguna
mejora en la oxigenacion de tejidos en pacientes con MODS e hipoxia esplénica
tratados con NAC y no observaron que en los pacientes con MODS hubiera un
empeoramiento en los mecanismos que controlan la extraccién de oxigeno (227). Otros
autores han observado una mejora de la funcién hepdtica y respiratoria, efectos
hemodindmicas positivos, una disminucién de las complicaciones infecciosas y
disfuncién orgdnica y aumento de la fagocitosis en pacientes con SIRS/Sepsis, shock
séptico, ARDS o en pacientes traumatizados tratados con NAC (101, 229-231). Sin
embargo, no se observaron diferencias en la mortalidad o en el desenlace de los
pacientes con MODS en unidades de cuidados intensivos aunque si en los pacientes con
shock séptico que respondian al tratamiento y en pacientes con ARDS (232, 233).
Tampoco se observaron diferencias en la capacidad antioxidante total, al administrarse
NAC de forma temprana, e incluso podia ser perjudicial si se administraba de forma
tardia (232, 234, 235). Otro estudio, sin embargo, encontré que los pacientes sépticos
tratados con NAC presentaban una atenuacién del estrés oxidativo determinado por la
peroxidacion lipidica (malondialdehido y filtracién de eritrocitos) y una mejora de sus

parametros clinicos (disminucién de complemento activado C5a) (236).

Relacion de la NAC con la produccion de citoquinas y la apoptosis:

La NAC inhibe, in vitro, la activacién del factor NF-kf}, que regula la expresion de
mediadores inflamatorios a nivel transcripcional; Paterson y col., en el afio 2003 (237)
trataron a pacientes sépticos con NAC y observaron una disminucion de la activacion
del factor NF-xf y de la IL-8 respecto a los pacientes sépticos no tratados. Se han
observado disminuciones de los niveles de TNF-a, IL-4 e IFN-y en experimentos in
vitro y modelos animales (238, 239). Sin embargo, en otros estudios no se observé la
disminucion de TNF-o u otros mediadores como la IL-6, IL-1, IL-10, corticoesteroides
y sICAM, tanto en animales de experimentacion como en diferentes tipos de pacientes
tratados con NAC (229, 238, 240, 241).

La activacién de los PMNs produce una resistencia a la apoptosis inducida via Fas, y
dicha resistencia se corresponde con un aumento de los depdsitos intracelulares de

GSH. Ademds, la administracion de GSH exdgeno o NAC disminuye la apoptosis
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inducida por agonistas de Fas (119, 220, 242). LPS, GM-CSF y el GSH estabilizan la
mitocondria e inhiben la activacion de la caspasa-3 y -8 y la apoptosis de PMNs via Fas
(119).

Los agentes que disminuyen el GSH, alterando el ambiente redox, predisponen a la
apoptosis, de forma que una caida en los niveles de GSH y subsiguiente incremento de
ROS puede contribuir a la iniciacién de la apoptosis espontdnea (220, 242).

Por otra parte, se ha observado un efecto proapoptético de la NAC en otras lineas
celulares como la linea hibridoma 3DO, de origen linfoide, en la que el aumento de los
niveles intracelulares de GSH incrementa la apoptosis inducida por ROS y por el

tratamiento con anticuerpos anti-Fas (243).
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La presente Tesis Doctoral postula la siguiente hipétesis de trabajo:

“La administracién de antioxidantes (N-acetilcisteina o vitamina C) en los pacientes
quirtdrgicos de alto riesgo con sepsis produce una atenuaciéon de la respuesta
inflamatoria sistémica reflejada por la disminuciéon de los niveles plasmaticos de

citoquinas y la modulacién de la apoptosis leucocitaria”.

Para corroborar dicha hipétesis se han planteado los siguientes objetivos:
Objetivo principal:
-Estudiar la influencia de la administracién de NAC o vitamina C sobre la respuesta
inflamatoria sistémica en los pacientes quirdrgicos sépticos.
Objetivos secundarios:
-Determinar los niveles plasmadticos de las principales citoquinas relacionadas con la
inflamacion (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y y TNF-a), en pacientes quirdrgicos de alto
riesgo con sepsis, durante la primera semana del postoperatorio, comparando los
resultados del grupo de pacientes no tratados y los de aquellos modulados con NAC o
vitamina C.
-Determinar la expresiéon de receptores de muerte celular, la apoptosis y los niveles
leucocitarios de caspasa-3, PARP y Bcl-2, en pacientes quirurgicos de alto riesgo con
sepsis, durante la primera semana del postoperatorio, comparando los resultados del

grupo de pacientes no tratados y los de aquellos modulados con NAC o vitamina C.

Ignacio Ferréon Celma Tesis Doctoral



3- MATERIAL Y METODOS




Material y Métodos 45

3.1.-TIPO DE ESTUDIO

Estudio prospectivo controlado a doble ciego en el que los pacientes se clasificaron de
forma aleatoria en 3 grupos (A, B y C) que reciben tratamientos diferentes. La
aleatorizacion se realizO por asignacién al paciente de un ndmero consecutivo
ascendente siguiendo una secuencia aleatoria obtenida a través de un programa

informatico.

3.2.-SUJETOS DE ESTUDIO

Los sujetos de estudio son pacientes ingresados en el Servicio de Cirugia General y
del Aparato Digestivo del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada que
se han sometido a una intervencion quiridrgica electiva o urgente por un cuadro séptico
de origen abdominal.

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de dicho hospital y se ha realizado en la
Unidad de Investigacién Cirugia Experimental del mismo centro.

A todos los participantes se les solicitd la firma del correspondiente consentimiento
informado para entrar a formar parte del estudio informandoles previamente de las

caracteristicas e implicaciones del mismo segin se recoge en el Anexo 1 de esta Tesis.

3.2.1.-Criterios de inclusion

Los pacientes quirdrgicos de alto riesgo incluidos en el estudio son pacientes que
presentan al menos dos de los criterios de SIRS y datos clinicos de foco séptico
abdominal por etiologias diversas y un riesgo de mortalidad en el postoperatorio
superior al 30% cuantificado segtn la escala POSSUM (“Physiological and Operative
Severity Score for the enUmeration of Mortality and Morbidity”) (244), que hayan sido
sometidos a una intervencién quirurgica abdominal. La estimacion del riesgo de
mortalidad se realizé inmediatamente después de finalizada la intervencion quirdrgica.
Con la escala POSSUM, se evalian 12 pardmetros fisiolégicos y 6 quirdrgicos,
recogidos en el Anexo 2 de esta Tesis, a partir de los cuales, se obtiene una puntuacién
fisioldgica y otra quirdrgica. La suma de ambas puntuaciones determina el riesgo de
mortalidad expresado como porcentaje. Si la suma de ambas puntuaciones supone un
riesgo de muerte en el postoperatorio superior al 30%, el paciente es susceptible de

entrar en el estudio.
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3.2.2.-Criterios de exclusion
Edad menor de 18 afios, embarazo, enfermedad terminal médica o quirtrgica y

negativa a participar en el estudio.

3.3.-Administracion de N-acetilcisteina o vitamina C

Los tratamientos son suministrados por el Servicio de Farmacia del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves de Granada y se administran cada 8 horas por via
intravenosa comenzando a las 12 horas después de finalizar la intervencion quirtrgica y
durante los primeros seis dias posteriores a la intervencién quirdrgica. Las dosis

utilizadas son las previamente descritas por otros autores (236, 245).

Todos los grupos reciben el tratamiento estdndar de su cuadro clinico, al que se afiade:
A) Placebo: 250 ml de suero glucosalino cada 8 horas.

B) NAC: 75 mg/Kg/dia: 25 mg/Kg diluidos en 250 ml de suero glucosalino cada 8 h.
C) Vitamina C: 450 mg/dia: 150 mg diluidos en 250 ml de suero glucosalino cada 8 h.

3.4.-Toma de muestras

Las muestras de sangre periférica comienzan a extraerse a las 36 horas de finalizar la
intervencién quirdrgica y cada 24 horas durante los siguientes 6 dias, es decir, un total
de 6 extracciones (Tiempos T1 a T6), tal y como se muestra en la figura 6. De este
modo, la primera muestra (T1) es extraida 24 horas después de administrarse la primera
dosis de fairmaco que tenia lugar a las 12 horas después de finalizar la intervencién
quirtdrgica. Una vez extraida la primera muestra, se administra una nueva dosis de
farmaco y la siguiente extraccidén tendrd lugar a las 24 horas para posteriormente

administrar de nuevo la dosis de fadrmaco y asi sucesivamente.

De forma paralela, se analizan todos los pardmetros de estudio en 10 individuos sanos
con edades similares a las de los grupos de estudio considerados como los niveles

basales de la poblacién.
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Figura 6.-Administracion del tratamiento y extraccion de muestras.

Administracion de  Extraccion  Administracion de
farmaco 1°Dosis  de sangre ~ farmaco 2°Dosis

@ Administracion de farmaco
Periodo de estudio (T1-T6)

@ Extraccion de sangre

Q (0] (0] (0] (0] (0] 0]
12h 36h 60 h 84 h 108 h 132 h 156 h
T T2 T3 T4 T5 Té

3.5.-OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras para el estudio se obtienen a partir de sangre periférica extraida por
puncién venosa en los tiempos previamente descritos. En cada extraccion se recogen 3
tubos: tubo de hemograma (con EDTA como anticoagulante), tubo de bioquimica (que
contiene un filtro para separar el suero) y tubo de coagulacién (con citrato como
anticoagulante), de los cuales se obtendran diferentes tipos de muestras donde realizar

las determinaciones:

3.5.1.-Plasma y lisado de células sanguineas

El plasma se obtiene a partir de la muestra de sangre periférica contenida en tubos de
hemograma de 3 ml con EDTA como anticoagulante. Este tubo es centrifugado a 400 x
g durante 15 minutos, transcurridos los cuales, se obtiene un sobrenadante (plasma) y un
precipitado de células. El plasma obtenido se retira con una pipeta estéril y se almacena
en tubos eppendorf a -20°C hasta su posterior andlisis.

El lisado de células sanguineas se obtiene a partir del precipitado de células que

habia quedado en el fondo del tubo de hemograma tras la centrifugacion. De este
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precipitado se realiza una dilucién 1/100 con tamp6n fosfato potasico 50 mM pH 7.8.
Esta dilucién se deposita en tubos de 1,5 ml y se almacena a -20°C hasta su utilizacién

posterior.

3.5.2.-Suero

Se obtiene a partir de la sangre periférica extraida por puncién venosa, que ha sido
depositada en tubos estériles de bioquimica. Los tubos son centrifugados a 1000 x g
durante 15 minutos. A continuacion se separa el suero, que queda en la parte superior
del tubo, utilizando una pipeta pasteur de pléstico estéril. El suero obtenido se almacena

en tubos de plastico a -80°C hasta su utilizacién posterior.

3.5.3.-Tubos de coagulacion
Son utilizados tnicamente para el aislamiento de leucocitos por centrifugacién en
gradiente de ficoll, para determinar el grado de apoptosis que se describird mads

adelante.

3.6.-EVALUACION DEL MODS: ESCALA DE BRUSELAS

Para determinar el desarrollo del MODS se utiliza el sistema de puntuacién de
Bruselas o “escala de Bruselas” (164) que se recoge en el anexo 3. Los datos clinicos y
bioquimicos obtenidos a lo largo del seguimiento de cada paciente aportan informacién
acerca de la funcionalidad de los distintos sistemas orgdnicos: funcién cardiaca (presién
sistolica), funcién pulmonar (presién parcial de oxigeno: PaO,/FiO,), funcionalidad del
sistema nervioso central (Glasgow), hemostasia (plaquetas), funcién renal (creatinina) y
funcién hepidtica (bilirrubina). De este modo se puede determinar la presencia o no de

MODS asi como el grado de disfuncién de cada sistema en particular.

3.7.-DETERMINACION DEL HEMOGRAMA Y FORMULA
LEUCOCITARIA

Se realizan las siguientes determinaciones: nimero total de eritrocitos, hemoglobina,
hematocrito, plaquetas y formula leucocitaria.
Estas determinaciones nos aportan informacién sobre el estado hematoldgico del

individuo, destacando los niveles leucocitarios y las proporciones de los diferentes tipos
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de leucocitos, de gran interés para conocer la evolucion del estado inflamatorio y de las

infecciones.

Figura 7.-Hemograma y formula leucocitaria.
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3.7.1.-Materiales y reactivos

Materiales:

e (Contador de células Sysmex KX 21N (Roche, Espaiia).

Reactivos

¢ Son los utilizados por el analizador Sysmex KX 21N (Roche, Espaiia).

3.7.2.-Procedimiento

Las determinaciones se realizan en sangre periférica, obtenida por puncidén venosa en

tubos de hemograma con EDTA.

Las cuantificaciones son realizadas de forma automatica por el contador de células

Sysmex KX 21N (Roche, Espaia).

3.7.3.-Expresion de resultados

Se expresan como porcentaje de los diferentes tipos de células en el caso de la férmula

leucocitaria, y en células/uL. de sangre total en el caso del nimero de leucocitos,

plaquetas y hematies.

Ignacio Ferréon Celma

Tesis Doctoral



Material y Métodos 50

La hemoglobina y su concentracién corpuscular media se expresan en g/dL, el
hematocrito en porcentaje, y la hemoglobina corpuscular media en picogramos (pg).

El volumen corpuscular medio se expresa en femtolitros (fL). En la figura 7 se puede
observar el formato en que se obtienen los datos de hemograma y férmula leucocitaria

de una muestra de sangre periférica.

3.8.-PARAMETROS BIOQUIMICOS PARA LA DETERMINACION
DEL RIESGO DE MORTALIDAD Y EL DESARROLLO DE MODS

Para la estimacién del riesgo de mortalidad mediante la escala POSSUM, ademas
de los datos obtenidos del hemograma, férmula leucocitaria y los pardmetros clinicos y
quirdrgicos que se recogen en el anexo 2, es necesario conocer los niveles serolégicos
de urea e iones sodio y potasio determinados mediante un analizador automdtico de
bioquimica. Del mismo modo, para evaluar la funcionalidad de los sistemas renal y
hepético incluidos en la Escala de Bruselas, se determinan los niveles seroldgicos de

creatinina y bilirrubina.

3.8.1.-Materiales y reactivos
Materiales
¢ Analizador automdtico para bioquimica Hitachi 912 (Roche, Espaiia).
Reactivos
o Los utilizados por el analizador espectrofotométrico computerizado y

proporcionados por los Laboratorios Roche (Espaiia).

3.8.2.-Procedimiento
Las determinaciones se realizan en suero, obtenido del modo anteriormente descrito.
Las cuantificaciones son realizadas de forma automdtica por el analizador

espectrofotométrico Hitachi 912 (Roche).

3.8.3.- Expresion de resultados
Las unidades en las que se expresan los datos bioquimicos son mEq/L para los iones

sodio y potasio y mg/dL para el resto de las determinaciones bioquimicas.
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3.9.-CITOMETRIA DE FLUJO: FUNDAMENTO

Para la determinacién de los niveles plasmaticos de citoquinas, la apoptosis
leucocitaria y el estudio de expresion de receptores y proteinas relacionadas con la
apoptosis, se emplean diferentes técnicas de citometria de flujo. Para ello se utiliza un
citometro de flujo FACScan (Becton Dickinson), instalado en la Unidad de
Investigacion Cirugia Experimental del Hospital Universitario Virgen de las Nieves de
Granada.

El citémetro dispone de un l4ser de argdén de 488 nm de longitud de onda que incide
sobre las células o particulas y permite por tanto, diferenciar unas de otras por su
tamafio y complejidad segiin como sea desviada la trayectoria de la luz laser. Para esto,
se utilizan dos pardmetros: 1) el FSC (forward-angle light scatter) que se relaciona con
el didmetro celular y 2) el SSC (side-angle light scatter) que hace referencia a la
conformacioén de las estructuras internas de la célula (53). Ademas de estos pardmetros,
para la deteccion de las células o particulas de interés, pueden ser marcadas con una
sustancia fluorescente de modo que se detecta la intensidad de dicha fluorescencia, es
decir, el espectro de emision de esta sustancia tras haber sido excitada por la luz laser.
En la figura 8 se muestra una imagen del citémetro FACScan (Becton Dickinson)

empleado en las determinaciones.

Figura 8.-Citometro de flujo FACScan
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3.10.-CITOQUINAS
3.10.1.-DETERMINACION DE CITOQUINAS: IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10, IFN-y y TNF-a
3.10.1.1.-Fundamento

Se han determinado por citometria de flujo mediante la técnica de CBA (cytometric
beads array) (Becton Dickinson). Utilizando un citometro de flujo FACScan (Becton
Dickinson) y kits comerciales de deteccion de citoquinas humanas Th1/Th2 (Becton
Dickinson). Esta técnica CBA conjuga la especificidad de la técnica de inmunoensayo
de ELISA con la citometria de flujo. Para la técnica CBA se dispone de seis tipos de
particulas, revestidas con anticuerpos especificos para las proteinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IFN-y y TNF-a. Los seis tipos de particulas pueden diferenciarse por su intensidad
de fluorescencia en un rango o canal de longitud de onda concreto del citémetro de flujo
(FL3). De este modo, tras una incubacién, las particulas mencionadas se unirdn de
forma especifica con las citoquinas presentes en el plasma problema o en los liofilizados
empleados para elaborar una curva patrén. Posteriormente se adicionan anticuerpos
conjugados con un marcador fluorescente (ficoeritrina) y se analizan los niveles de
citoquinas en funcién de la fluorescencia emitida, que es captada en el citometro de
flujo. Los valores de fluorescencia obtenidos de los liofilizados de concentraciones
conocidas, nos permiten extrapolar las concentraciones de las muestras problema en una

curva patrén de concentraciones conocidas.

3.10.1.2.-Materiales y reactivos
e Tubos de poliestireno de Sml Falcon (Beckton-Dickinson, USA.).
¢ Centrifuga Medifriger (Selecta, Espafia).
¢ Pipetas automadticas de rango entre 10 pl- 1000 pl.
¢ Puntas para las pipetas de los calibres referidos.
e Citémetro de flujo FacScan (Beckton-Dickinson, Espafia).

e Kit de deteccién de citoquinas por citometria de flujo; Human Thl1/Th2

Cytokine CBA-II (BD-Pharmingen, San Diego, USA).
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3.10.1.3.-Procedimiento

El andlisis se realiza siguiendo las recomendaciones del fabricante del Kit Human
Th1/Th2 (Beckton-Dickinson): a partir del plasma obtenido como se ha descrito
anteriormente, se preparan diluciones seriadas de un liofilizado proporcionado por la
casa comercial, para realizar una curva estdndar a partir de la cual se extrapolan los
resultados de las muestras problema.

Se utilizan 50 pl de muestra de plasma problema o estdndar que se incuban durante 3
horas, protegidos de la luz, con 50 pl de una mezcla de los seis tipos de particulas y 50
pl de reactivo de deteccidn (ficoeritrina).

Después de la incubacion se adiciona 1 ml de una solucién de lavado y se centrifuga a
200 x g durante 5 minutos descartdndose el sobrenadante.

Finalmente se adicionan 300 pl de solucién de lavado, se resuspenden las particulas
por agitacién en vortex, y se comienza su andlisis en el citémetro.

Una vez fijadas las condiciones del citometro para poder detectar las particulas
fluorescentes en funcién de su tamafio, y una vez ajustadas las fluorescencias para evitar
solapamientos, se analizan 2500 particulas de cada tubo (muestra o estdndar), agitando
previamente en vortex cada muestra a analizar.

A partir de las fluorescencias obtenidas de los estdndares de concentraciones
conocidas, se pueden conocer las concentraciones de las citoquinas extrapolando las
medidas de fluorescencia que originan las muestras problema.

El rango de sensibilidad para el andlisis de la concentracion de citoquinas en el plasma
es el siguiente: de 2,6 a 5000 pg/ml para IL-2, de 2,6 a 15.000 pg/ml para IL-4, de 3,0 a
15.000 pg/ml para IL-6, de 2,8 a 5000 pg/ml para IL.-10, de 2,8 a 27 pg/ml para TNF-a
y de 7,1 a 5000 pg/ml para IFN-y.

3.10.1.4.-Expresion de resultados

Se realiza una curva estindar a partir de los valores de la media geométrica de la
intensidad de fluorescencia, que es detectada por el citdmetro, y las concentraciones
conocidas de citoquinas de las diluciones seriadas. La tabla 1 recoge las concentraciones
de la curva estandar en funcién de las diluciones realizadas.

Los valores de concentracién, de los seis tipos de citoquinas, de las muestras
problema se obtienen por extrapolaciéon a partir de sus valores de fluorescencia y la

curva estandar.
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Tabla 1.-Concentraciones (pg/ml) de las citoquinas de interés de la curva estdndar
(patron) en funcion de las diluciones realizadas.

Top Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Blanco
estandar | dilucién | dilucién | dilucién | dilucién | dilucién | dilucién | dilucién | dilucién de

1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 reaccion
IL-2 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0
IL-4 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0
IL-6 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0
IL-10 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0
TNF-a 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0
IFN-y 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 0

3.11.-APOPTOSIS

3.11.1.-DETERMINACION DE Fas (CD95)
3.11.1.1.-Fundamento

La cuantificacién de la expresion de la proteina Fas (CD95) en la superficie de
linfocitos y PMNs, pone de manifiesto la capacidad de estas células para entrar en
apoptosis en presencia de estimulos proapoptéticos. Para medir de forma especifica la
expresion de CD95 en PMNs y linfocitos, se utiliza el anticuerpo anti-CD95
conjuntamente con anticuerpos anti-CD3 y anti-CD15 que se encuentran presentes en
linfocitos T y en granulocitos (incluyendo PMNs y eosindfilos) respectivamente, y que
permiten identificar estas poblaciones celulares. Es decir, una vez identificadas las
células (linfocitos y granulocitos), a través de sus receptores de membrana especificos
(CD3" y CD15"), se detecta la expresién del receptor CD95.

El método se basa en la reaccion especifica antigeno-anticuerpo mediante la cual, se
afladen a la sangre obtenida de los sujetos de estudio, contenida en tubos de citrato,
anticuerpos monoclonales anti-receptores CD3, CD15 y CD95. Dichos anticuerpos
estdn marcados con un fluorocromo cuya fluorescencia es detectada en el citometro de
fluyjo  (inmunofluorescencia directa). Como control negativo se utilizan
inmunoglobulinas irrelevantes del mismo isotipo y con los mismos fluorocromos que la

proteina a cuantificar (CD95).

Ignacio Ferréon Celma Tesis Doctoral



Material y Métodos 55

3.11.1.2.-Materiales y reactivos

Materiales:

Tubos de poliestireno de Sml Falcon (Beckton-Dickinson, USA.).
Pipetas automaticas de entre 5 pl- 1000 pl.
Puntas para las pipetas de los calibres referidos.

Centrifuga Medifriger (Selecta, Espafia).

Reactivos:

Anti CD95-PE: anticuerpo monoclonal de ratén anti-humano conjugado con
ficoeritrina (Pharmingen-BD, San Diego, USA).

Anti CD15-FITC: anticuerpo monoclonal de ratén anti-humano conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (Pharmingen-BD, San Diego, USA.)

Anti CD3-FITC: anticuerpo monoclonal de ratén anti-humano conjugado con
isotiocianato de fluoresceina (Pharmingen-BD, San Diego, USA).

Reactivo de lisis eritrocitaria de cloruro de amonio PharM Lyse (BD, USA).
Anti CD3-PE: anticuerpo monoclonal de raton anti-humano conjugado con
ficoeritrina (Pharmingen-BD, San Diego, USA).

Anti CD15-PE: anticuerpo monoclonal de raton anti-humano conjugado con

ficoeritrina (Pharmingen-BD, San Diego, USA)

3.11.1.3.-Procedimiento

Inmediatamente después de la extraccién de sangre de los sujetos de estudio, se

realiza el marcaje con los diferentes anticuerpos monoclonales:

-Determinacion de CD95 en linfocitos:

Se utilizan dos tubos Falcon. En cada uno se vierten 50 pl de la sangre recién
extraida. En uno de los tubos se adicionan 5 pl de anticuerpo anti-CD3-FITC y 5
pl del anticuerpo anti-CD15-PE, mientras que al segundo tubo se le adicionan 5
pl de anti-CD3-FITC y 5 pl de anti-CD95-PE.

A continuacién se agitan intensamente durante 2-3 segundos con vortex y se
incuban durante 15 minutos, a temperatura ambiente y protegidos de la luz.
Después de la incubacién se adicionan a ambos tubos 1 ml de reactivo de lisis
eritrocitaria, dejando que actie durante 7 minutos, transcurridos los cuales se

realiza la adquisicion de las células en el citometro de flujo.

Para realizar la adquisicion de las células, previamente se establecen las condiciones

necesarias para localizar la poblacion de linfocitos, por sus caracteristicas de tamafio y
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complejidad, en el gréfico (“dot plot”). Deben fijarse ademas, los pardmetros referentes
a las fluorescencias de los dos marcadores utilizados (compensaciones), de manera que
no haya solapamientos. Una vez fijadas estas condiciones se delimita la regién, donde
aparecen los linfocitos, en el grafico (“dot plot”) (figura 9). Ademaés de este grafico, se
utiliza otro, en el que se pueda diferenciar, en funcién de la fluorescencia del FITC
(FL1), la poblacién CD3 positiva, es decir, los linfocitos T (figura 10). Una vez
delimitadas las células de interés, se realiza un histograma en el que medimos la
fluorescencia en FL2 (CD95 positiva) que emiten las células anteriormente identificadas
por su fluorescencia en FLI1. Para ello se adquieren un total de 5000 células CD3

positivas (figura 11).

Figura 9.-Grdfico (“dot plot”): localizacion de las poblaciones de granulocitos (RI) y
linfocitos (R2) por sus caracteristicas de tamaiio (FSC) y complejidad (SSC).
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Figura 10.-Grdfico (“dot plot”): delimitacion de la region que corresponde a linfocitos
T CD3+ (R2) en la que posteriormente se determinard CD95.
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Figura 11.- Histograma: fluorescencia correspondiente a CD95-PE (FL2) en un
control negativo (azul) y su muestra correspondiente (rojo), en linfocitos CD3+
previamente localizados.
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-Determinacion de CD95 en PMNs:

e Se utilizan dos tubos Falcon. En cada uno se vierten 50 pl de la sangre recién
extraida. En uno de los tubos se adicionan 5 pl de anticuerpo anti-CD15-FITC y
5 ul del anticuerpo anti-CD3-PE, mientras que al segundo tubo se le adicionan 5
pl de anti-CD15-FITC y 5 pl de anti-CD95-PE.

® A continuacion se agitan intensamente durante 2-3 segundos con vortex y se
incuban durante 15 minutos, a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

e Después de la incubacioén se adicionan a ambos tubos 1 ml de reactivo de lisis
eritrocitaria, dejando que actie durante 7 minutos, transcurridos los cuales se

realiza la adquisicidn de las células en el citometro de flujo.

Para realizar la adquisicion, previamente se establecen las condiciones necesarias para
localizar la poblacion de granulocitos, por sus caracteristicas de tamafio y complejidad
(FSC y SSC), en el grifico (“dot plot”). Ademas se fijan los pardmetros referentes a las
fluorescencias (compensaciones), de los dos marcadores utilizados, de manera que no se
solapen. Una vez fijadas estas condiciones se delimita en el grafico (“dot plot”), la
region donde aparecen los granulocitos (figura 9). Ademds de este grafico, es necesario
otro, en el que se pueda diferenciar, en funcién de la fluorescencia del FITC (FL1), la
poblacién CD15 positiva, es decir, los polimorfonucleares PMNs (del mismo modo que
se hacia con los linfocitos T CD3+) (Figura 12). Una vez delimitadas las células de
interés, se necesita un grafico (histograma) en el que medimos la fluorescencia en FL.2

(CD95 positiva) que emiten las células anteriormente identificadas por su fluorescencia
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en FLI1. Para ello se adquieren un total de 5000 células CD15 positivas, del mismo

modo que se hacia con los linfocitos T CD3+ (Figura 13).

Figura 12.-Grdfico (“dot plot”): delimitacion de la region que corresponde a
granulocitos CD15+ (R2) en la que posteriormente se determinard CD95.
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Figura 13.- Histograma: fluorescencia correspondiente a CD95-PE (FL2) en un
control negativo (azul) y su muestra correspondiente (rojo), en granulocitos CDI15+
previamente localizados.
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3.11.1.4.-Expresion de resultados

En la determinacién de CD95 se realiza el andlisis de los resultados obtenidos en el
histograma, evaluando dos pardmetros:
-Porcentaje de células fluorescentes en FL2, es decir, CD95 positivas.

-Intensidad media de fluorescencia (IMF) en FL2 (CD95-PE) de la poblacién celular
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Los tubos marcados con anti-CD15-FITC o anti-CD3-FITC maés el anticuerpo
irrelevante del mismo isotipo, no presente en la poblacion estudiada (anti-CD15-PE y
anti-CD3-PE para linfocitos y PMNs respectivamente), sirvieron como controles
negativos para la fluorescencia de CD95, de forma que se elimina la contribucién de la

autofluorescencia celular y las uniones inespecificas.

3.11.2.-DETERMINACION DE LA APOPTOSIS DE PMNS Y
LINFOCITOS
3.11.2.1.-Fundamento

Al iniciarse el proceso de apoptosis, se modifica la disposicion de los fosfolipidos de
la membrana, de forma que el fosfolipido fosfatidilserina (PS) pasa de la cara interna a
la externa de dicha membrana, quedando expuesta al medio externo. La Anexina V es
una proteina que presenta una gran afinidad por PS, de manera que se une a las células
que la externalizan, en una reaccidén dependiente de calcio (148). En la figura 14 se
muestra cémo se modifica la disposicién de los fosfolipidos en el comienzo de la
apoptosis.

Figura 14.-Interaccion de Anexina V con los fosfolipidos de membrana durante la
apoptosis celular.
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La Anexina V se puede conjugar con un fluorocromo, como el EGFP (“Enhanced
green fluorescent protein’) (Clontech®), para identificar mediante citometria de flujo, el
grado de apoptosis de una poblacién celular. La Anexina V se usa conjuntamente con el

yoduro de propidio (PI), que tifie el niicleo celular de las células en necrosis, que tienen
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afectada la integridad de su membrana (246). Puesto que el PI no es excluido por las
células necroéticas, penetra en la célula intercaldndose con el ADN y ocasionando una
fluorescencia roja en los nicleos necréticos. Las células apoptdticas que atin conservan
intacta la membrana excluyen el PI y no son tefiidas (53). Finalmente, las células en
apoptosis mueren pasando de ser PI negativas a PI positivas. Una vez las células
exponen la PS, ésta permanece en la superficie celular y las células que mueren son
pues Anexina V-EGFP positivas, PI positivas. De esta manera podemos distinguir las
células que se encuentran en apoptosis temprana (Anexina V-EGFP positivas, PI
negativas) de aquellas que se encuentran en apoptosis tardia o necrosis (Anexina V-

EGFP positivas, PI positivas). Las células viables serdn negativas para ambos marcajes.

3.11.2.2.-Materiales y Reactivos
Materiales:
e Tubos de poliestireno de Sml Falcon (Becton-Dickinson, USA.).
e Centrifuga Medifriger (Selecta, Espafia).
¢ Centrifuga Biofuge 28RS (Heraeus, Espaiia).
e Pipetas Pasteur estériles de plastico.
e Tubos de plastico estériles de 13 ml.
e Pipetas automaéticas de entre 1 pl-1000 pl.
¢ Puntas para las pipetas de los calibres referidos.
¢ Citometro de flujo FACScan (Becton-Dickinson, Espaiia).
Reactivos:
e FACSFlow (BD, Espafia).
e Tampon fosfato salino PH 7.4 (Sigma, Espaiia).
e Tampén de ligamiento de Anexina V 10x: “Binding buffer” (Clontech, Espafia).
¢ Anexina V-EGFP (Clontech, Espana).
® Yoduro de Propidio (Pharmingen, USA).
¢ Ficoll-Hypaque: Mono-poly Resolving Medium (ICN-Biomedicals, INC, USA).
e Azul tripan (Sigma Chemical Co., St Louis MO, USA).

3.11.2.3-Obtencion y preparacion de las muestras

Para la cuantificacién del porcentaje de diferentes tipos de leucocitos de la sangre

periférica que se encuentran en apoptosis, es necesario separarlos de los eritrocitos, para
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lo cual se procede a realizar su aislamiento mediante gradiente de Ficoll. Dicho
aislamiento se realiza a partir de la sangre contenida en tubos de coagulacién con
citrato. Se usan tubos con citrato y no con EDTA puesto que este tltimo es un agente
quelante y retira iones Ca** necesarios para la unién de la Anexina V a la

fosfatidilserina.

-Mono-poly resolving médium (M-PRM) es una mezcla de un polisacarido (ficoll 400)
y un medio de contraste radio-opaco (hypaque), en una proporcién especifica, para
obtener una densidad de 1,114 + 0,002 g/ml, que permite la separacion de los eritocitos,
de células mononucleares y polimorfonucleares (247).

Debe utilizarse con sangre venosa tratada con anticoagulante, produciéndose una
migracion diferencial durante la centrifugacion, resultando en la formacion de dos

bandas de células y un precipitado de eritrocitos.

-Aislamiento de las células:

Inmediatamente después de la extraccién de la sangre periférica, se procede al
aislamiento de las poblaciones de las células de interés. Para ello se vierten 3ml de
mono-poly resolving medium (M-PRM) en un tubo de plastico estéril, de 13 ml
utilizando una pipeta pasteur estéril de pldstico: posteriormente se adicionan 3,5 ml de
sangre periférica, procedente del tubo de citrato, teniendo especial cuidado de no
mezclar ambos liquidos, de manera que queden uno sobre el otro. A continuacién se
centrifuga a 300 x g durante 30 minutos, si bien, en determinadas ocasiones, debido a
las caracteristicas especiales del individuo del que procede la sangre, pueden ser
necesarios hasta 50 minutos. De esta forma, tras la centrifugacién, obtendremos tres
fracciones diferenciadas en el tubo segiin se recoge en la figura 15: una fraccién o banda
en la interfaz plasma-medio de separacién, que corresponde a los leucocitos
mononucleares, una segunda banda por debajo de la anterior, donde estidn los PMNs, y
en el fondo del tubo se encontrardn los eritrocitos.

A continuacién se extraen ambas bandas de leucocitos con una pipeta pasteur y se
vierten directamente sobre un tubo para citémetro (Tubo Falcon de 5 ml, Becton-

Dickinson).
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Figura 15.- Disposicion de la sangre o poblaciones celulares y el medio de separacion
antes y después de la centrifugacion.

SANGRE
TOTAL

MEDIO M-PRM

_—'—'_'_'__'_
_—ANTES DE \ - -
[ | DESPUES DE CENTRIFUGACION

LN CENTRIFUGACION

L Aspecto de la sangre y el medio antes de la centrifugacién
1L Separacion obtenida con M-PRM.
e FRI (en la interfaz plasma-medio de separacién): banda de leucocitos
mononucleares.
e FR2 (por debajo de la interfaz): banda de leucocitos PMN.

e RBC: precipitado de eritrocitos.

3.11.2.4.-Determinacion de la viabilidad celular

Como paso previo a la determinacién de la apoptosis celular, se ha estudiado la
viavilidad de las células aisladas mediante gradiente de Ficoll. Para ello, con una
pequeiia parte de éstas aisladas se realiza una tincidén con azul tripan: se realiza una
suspension celular, de las células aisladas, con suero salino obteniendo una
concentracion de 3000-5000 células por mililitro en NaCl al 0,9%. Tres gotas de dicha
suspension celular fueron mezcladas con una gota de azul tripan 1%. El nimero de
células tefiidas de un total de 200 fueron cuantificadas en una Camara de Neubauer a los
cinco minutos. De esta manera se comprueba que solamente se tifien, y por lo tanto no
son viables, alrededor del 1% de las células aisladas y nunca mas del 3% (248).

La tincidén con azul tripan sirve ademds, para la cuantificacidon del nimero de células

que son aisladas por gradiente de densidad y fue corroborado por una tincién de
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Giemsa, de forma que pudieron ajustarse las concentraciones optimas de los reactivos

inmunofluorescentes, que se usan a continuacién, en funcion de las células a marcar.

3.11.2.5.-Procedimiento

Los leucocitos obtenidos por centrifugacion en gradiente de Ficoll, se lavan dos veces
con tampén fosfato salino (PBS) frio mediante centrifugacion a 400 x g durante 5
minutos. Posteriormente, se resuspende el precipitado de leucocitos con 1 ml de tampoén
de ligamiento 1X agitando intensamente, sin vortex. De esta solucién se separan dos
porciones de 100 pl, utilizando una pipeta automética, que se vierten en sendos tubos
Falcon de 5 ml (Becton-Dickinson). Uno de los tubos se considera como control
negativo, y al otro se le adicionaran los reactivos de marcaje:

e Con una pipeta automdtica se adicionan 2 pl de Anexina V, y 10 pl de PI
pipeteando repetidamente arriba y abajo para mezclar bien.

e EIl tubo asi marcado se incuba protegido de la luz, a temperatura ambiente
durante 15 minutos.

e Tras la incubacion, se adicionan 700 pl de tampon de ligamiento a ambos tubos
(el marcado y el no marcado), y se procede a la adquisicién de las células en el

citometro de flujo.

Puesto que en cada tubo utilizado se encuentran tanto células mononucleares como
PMNs, se analizan de forma independiente diferenciando las poblaciones de linfocitos y
PMNss segtin sus caracteristicas de tamafio (FSC) y complejidad (SSC). De esta manera
se establecen regiones definidas para cada poblacidén, y se determina la apoptosis de
linfocitos y granulocitos por separado. Para ello se utiliza un grifico (“dot plot”) en el
que el eje de abcisas representa el logaritmo de la fluorescencia de la Anexina V-EGFP
(FL1) y el eje de ordenadas representa la fluorescencia del yoduro de propidio (FL2).
Antes de llevar a cabo la adquisicién de las células, se han de definir los pardmetros
relativos a la fluorescencia, de forma que no se produzca el solapamiento entre éstas, es
decir, de FL1 y FL2. Ademas de las diferencias entre linfocitos y PMN:ss, las células en
apoptosis presentan caracteristicas de tamafio y complejidad que pueden variar respecto
a las células viables y asi mismo, pueden aparecer diferencias entre las poblaciones
celulares de distintos individuos e incluso en muestras de un mismo individuo, que sean

recogidas secuencialmente a lo largo de un determinado periodo de tiempo. Por tanto,
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las regiones en que se incluyen las dos poblaciones leucocitarias deben modificarse cada
vez que sea necesario, en funcién de la muestra a analizar.

En el grafico (“dot plot”) que representa las fluorescencias (figura 16), se definen
cuatro cuadrantes: en el inferior izquierdo se situardn las células que no presenten
fluorescencia, es decir las células viables. En el cuadrante inferior derecho se situan las
células que emiten fluorescencia en FL1, esto es, las células Anexina V positivas y PI
negativas, que se refieren a células viables en apoptosis temprana. En el cuadrante
superior derecho se encuentran las células que emiten fluorescencia en FLL1 y FL2, es
decir, que son Anexina-V positivas y PI positivas por lo que se trata de células en

necrosis o en un estado de apoptosis avanzado.

Figura 16.- Diagrama de la fluorescencia obtenida en FLI (Anexina V-EGFP) y en
FL2 (PI) para la poblacion de PMNs de un paciente quirirgico del grupo de estudio.

< 014

Para la adquisicion en el citometro de flujo, se procede del siguiente modo:

-Se dispone de un tubo sin marcar (control negativo) y un tubo marcado con Anexina-V
y PL.

-Se fijan las condiciones (voltajes y compensaciones) establecidas para poder observar
los granulocitos y se adquiere el tubo sin marcar, de forma que se contabilicen 5000
células en la regién en la que previamente se han localizado los PMNs por su tamafio
(FSC) y complejidad (SSC) (figura 9).

-A continuacion se adquiere el tubo marcado, contabilizando el mismo nimero de

células y en la misma region.
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-Este mismo proceso se repite con la poblacién de linfocitos, para lo cual se fijan las
condiciones establecidas para esta poblacién y se contabilizardn las células de la region

donde se localicen.

3.11.2.6.-Expresion de resultados

Los datos obtenidos del citémetro son analizados mediante un software adecuado con
el programa “CELLQuest” asociado al citémetro FacScan (Becton Dickinson). Para la
determinacién de la fluorescencia emitida por Anexina V-EGFP y PI, se sustrajeron los
controles negativos de forma apropiada para asi eliminar la contribucién de la
autofluorescencia celular; el umbral de falsos negativos se fijo para excluir el 95% de
los eventos en el andlisis de la autofluorescencia de los controles negativos. Los
resultados se expresan como porcentaje de células que se localizan en cada uno de los
cuadrantes comentados. Para ello se utiliza un cuadro estadistico que nos indican dichos
porcentajes. De esta manera tenemos datos sobre el porcentaje, calculado sobre un total
de 5000 células, de aquéllas que se encuentran en los primeros estadios de la apoptosis

y el porcentaje de células que se encuentra en apoptosis tardia o necrosis.

3.11.3.-DETERMINA CION DE CASPASA-3, PARP Y BCL-2

3.11.3.1.-Fundamento de la técnica

Los mediadores de los procesos de apoptosis caspasa-3, Bcl-2 y PARP se determinan
por citometria de flujo mediante la técnica de CBA (cytometric beads array). Se utilizan
el citometro FACScan (Becton Dickinson) y kits comerciales “Human Apoptosis”
(Becton Dickinson). Para la técnica CBA se dispone de tres tipos de particulas,
revestidas con anticuerpos especificos para las proteinas mencionadas. Al igual que en
el caso de las citoquinas Thl y Th2, las particulas pueden diferenciarse por su
intensidad de fluorescencia en un rango o canal de longitud de onda concreto (FL3). De
este modo, las particulas de captura, tras incubacidn, se unirdn de forma especifica con
las proteinas presentes en la muestra problema o en los liofilizados empleados para
elaborar una curva patrén. Posteriormente se adicionan anticuerpos conjugados con un
marcador fluorescente (ficoeritrina) y se analizan los niveles de las proteinas en funcién
de la fluorescencia emitida, que es captada en el citometro de flujo. Los valores de
fluorescencia obtenidos de los liofilizados de concentraciones conocidas, nos permiten

extrapolar las concentraciones de las muestras problema.
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3.11.3.2.-Materiales y reactivos
Materiales:
e Tubos de poliestireno de Sml Falcon (Beckton Dickinson, USA.).
e Centrifuga Medifriger (Selecta, Espafia).
e Pipetas automadticas de entre 10 pl- 1000 pl.
¢ Puntas para las pipetas de los calibres referidos.
¢ Citémetro de flujo FACScan (Becton Dickinson, Espafa).
Reactivos:

¢ Kit de apoptosis: Human apoptosis kit (BD-Pharmingen. San Diego,USA)

3.11.3.3.-Procedimiento

Las proteinas se analizan siguiendo las recomendaciones del fabricante:

Ademads de las determinaciones que se realizan en una dilucién 1/100 del lisado de
sanguineas, obtenida tal y como se ha descrito anteriormente, se preparan diluciones
seriadas de un liofilizado proporcionado por la casa comercial, para realizar una curva
estandar a partir de la cual poder extrapolar los resultados de las muestras problema:

e 50 pl de muestra o estdndar se incuban durante una hora, protegidos de la luz,
con 50 pl de una mezcla de los tres tipos de particulas.

e Tras la incubacién, se adicionan 500 pl de una solucién de lavado y se
centrifuga a 200 x g durante 5 minutos descartandose el sobrenadante.

® A continuacién se adicionan 50 pl del reactivo de deteccién conjugado con
ficoeritrina (PE), se resuspende el precipitado por agitaciéon en vortex y se
procede a incubar durante una hora, protegido de la luz.

e Tras la incubacién se realiza otro lavado, del mismo modo que el anterior y
finalmente se adicionan 300 pl de solucién de lavado, se resuspenden por
agitacion en vortex, y se comienza su andlisis en el citémetro.

Una vez fijadas las condiciones del citdmetro, para poder detectar las particulas
fluorescentes en funcién de su tamafio y estructura, y una vez ajustadas las
fluorescencias para evitar solapamientos, se adquieren 2500 particulas de cada tubo
(muestra o estdndar), agitando previamente en vortex. A partir de las fluorescencias
obtenidas de los estindares de concentraciones conocidas, se pueden conocer las

concentraciones de caspasa-3, Bcl-2 y PARP liberado extrapolando las medidas de
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fluorescencia que originan las muestras problema. La tabla 2 recoge las concentraciones

de los tres tipos de proteinas en funcidn de las diluciones realizadas del liofilizado.

Tabla 2.-Concentraciones (unidades/ml) de las proteinas de interés de la curva

estdndar (patron) en funcion de las diluciones realizadas

T Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo Blanco
estandar dilucién | dilucién | dilucién | dilucién | diluciéon | dilucién | dilucién | dilucién | dilucién | dilucién de

1:2 14 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 reaccion
Cas_‘;asa 6000 3000 | 1500 | 750 375 | 1875 | 94 47 234 | 117 59 0
PARP 6000 3000 1500 750 375 187,5 94 47 23,4 11,7 5,9 0
Bcl-2 6000 3000 1500 750 375 187,5 94 47 23,4 11,7 5,9 0

3.11.3.4.-Expresion de resultados

Los valores de concentracién de las tres proteinas determinadas, tienen asignados
unidades arbitrarias de medida (unidades/mL). Cada unidad de caspasa-3, Bcl-2 y

PARP liberado corresponde a la cantidad de proteina en 0,1 pug de proteinas totales

obtenidas de un lisado de células Jurkat tratadas con camptotecina durante 4 horas.

El rango de deteccidon para el andlisis de estas proteinas en plasma es el siguiente: de

4.9 a 6000 unidades/ml para caspasa-3; de 18,5 a 6000 unidades/ml para PARP y de

28,8 a 6000 unidades/ml para Bcl-2.

3.12.-ANALISIS ESTADISTICO

-Se realiz6 inicialmente un andlisis descriptivo de los datos con el fin de conocer la
naturaleza de las variables y de describir la muestra. Para ello se obtuvieron estadisticos

descriptivos de posicién (medias y medianas) y de dispersién (desviaciones tipicas y

errores estandar) para las variables cuantitativas.

-Para el estudio analitico se realiz un andlisis bivariante entre las variables
cuantitativas independientes (niveles de citoquinas y proteinas relacionadas con la
apoptosis) y la variable cualitativa dependiente (grupo de tratamiento: A, By C).

Al tener una muestra de datos reducida y debido a la heterocedasticidad de los datos
se aplico la prueba no paramétrica H de Kruskal-Wallis para contrastar si los grupos de
estudio procedian de la misma poblacién respecto a las variables cuantitativas de

estudio. En caso de rechazar esta hipétesis se procedié posteriormente a identificar en
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qué grupo/s se daba la diferencia respecto a la poblacién mediante el estadistico U de
Mann-Whitney, comparando por pares los tres grupos de tratamiento y realizando el
ajuste de la significacién por Bonferroni, fijada a priori en 0,1. Por lo tanto, un resultado
fue estadisticamente significativo cuando el valor de p obtenido en la prueba de Mann-
Whitney era menor o igual de 0,033 considerdndose con tendencia a la significacién
aquellos valores de p entre 0,033 y 0,1.

-Todos los anélisis se llevaron a cabo mediante el paquete estadistico SPSS version

12.0.
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4.1~ Caracteristicas generales
de los sujetos de estudio
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Los pacientes de los tres grupos de estudio: placebo (A), NAC (B) y vitamina C (C),

presentan caracteristicas similares en cuanto a edad, sexo, puntuacién POSSUM y

riesgo de mortalidad estimado. Estas caracteristicas, asi como el tipo de patologia, los

procedimientos quirdrgicos realizados, la incidencia del MODS y la mortalidad

postoperatoria tardia de los sujetos de estudio se muestran en las tablas siguientes.

Tabla 3.-Edad (afios) de los pacientes por grupos de estudio.

Media Error tipico Maximo Minimo N
Placebo 65,1 3,6 81 50 8
NAC 67.8 4,5 84 45 7
Vitamina C 63,6 6,1 &9 41 8
Tabla 4.-Puntuacion POSSUM de los pacientes por grupos de estudio.
Media Error tipico Maximo Minimo N
Placebo 50,4 1,4 56 45 8
NAC 55 33 68 46 7
Vitamina C 54,2 4,7 71 42 8
Tabla 5.-Probabilidad de muerte (%) de los pacientes por grupos de estudio.
Media Error tipico Méximo Minimo N
Placebo 52,0 4,1 70 35 8
NAC 60,5 8,7 92 30 7
Vitamina C 51,5 9,3 95 30 8

Tabla 6.-Sexo de los pacientes por grupos de estudio.

Numero de n

hombres/mujeres
Placebo 5/3 8
NAC 4/3 7
Vitamina C 4/4 8
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Tabla 7.-Patologias de los pacientes por grupos de estudio.
PLACEBO NAC Vitamina C
Peritonitis (biliares, por diverticulitis, 3 6 7
ulcus, perforaciones y colecistitis)
Isquemia intestinal complicada 1 0 1
Absceso intraabdominal 1 0 0
Dehiscencia de anastomosis 1 0 0
tras gastrectomia
Colangitis 0 1 0
Tabla 8.-Procedimientos quirdrgicos por grupos de estudio
PLACEBO NAC Vitamina C
Reseccion intestinal con o sin 5 ’ 5
anastomosis
Sutura de perforacién 2 2 2
Drenaje de coleccion o dehiscencia 1 0 1
anastomotica
Colecistectomia con o sin drenaje de
L . 0 3 0
la via biliar principal

Tabla 9.-Incidencia del MODS por grupos de estudio

N° de casos .
MODS / No MODS % pacientes con MODS
Placebo 3/5 37.5
NAC 413 57,1
Vitamina C 3/5 37,5

Tabla 10.-Mortalidad postoperatoria de los pacientes por grupos de estudio

N° de casos . .
Exitus / No Exitus % pacientes fallecidos
Placebo 3/5 37,5
NAC 4/3 57,1
Vitamina C 5/3 62.5
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4.2.- Citoquinas
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4.2.1.-Interleuquina-6:
-Los niveles plasmaticos de IL-6 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados
como valor basal, presentan un promedio de 9,7 pg/ml (ET: 2,4).
Los valores de IL-6 (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en
los 3 grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 9 y se encuentran
representados graficamente en la figura 17.

Tabla 11.- Valores de IL-6 (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio.

T *T2 T3 T4 T5 *T6 N

PLACEBO 350,5 237,5 219,3 296,3 248,9 725,4 8
ET: 92,6 ET: 82,3 ET:13,2 | ET:178,5 | ET:159,6 | ET:309,9

NAC 330,3 148,6 78,9 84,0 47,9 130,6 4
ET: 80,9 ET: 51,9 ET: 34,1 ET: 39,9 ET: 15,2 ET: 49,3

Vitamina C 502,3 136,4 171,4 132,5 63,0 57,1 8

ET:161,3 | ET:59,3 ET: 95,5 ET: 85,8 ET: 34,2 ET: 36,2

* Diferencias entre el grupo placebo(A) y el grupo tratado con vitamina C (C): T2: p=0,088 y
T6: p=0,033

Figura 17.-Evolucion de los niveles plasmdticos de IL-6 (pg/ml) en cada grupo de
estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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La variabilidad de los resultados, representada por el error tipico, es menor en los
pacientes tratados y va disminuyendo durante el seguimiento postoperatorio.

-Los niveles de IL-6 en los pacientes del grupo A son significativamente superiores a
los valores basales (p<0,033). En el grupo A los valores descienden durante los tiempos
de estudio T2 a TS5 produciéndose una elevaciéon a las 156 h de finalizada la
intervencién quirdrgica (T6).

-Los niveles de IL-6 en los pacientes del grupo B presentan una tendencia a disminuir
desde las 36 h hasta las 84 h (T1-T3) y a partir de este momento permanecen constantes
(T3-T6) e inferiores a los valores iniciales. En este grupo, los niveles de IL-6 son
menores que en los pacientes del grupo A. Las diferencias entre ambos grupos van
aumentando durante el postoperatorio, si bien las diferencias no son estadisticamente
significativas.

-Los pacientes del grupo C muestran una disminucion acusada de los niveles de IL-6
entre las 36 y las 60 h (T1-T2) momento a partir del cual descienden hasta el final del
seguimiento postoperatorio (T3-T6). En este grupo, los niveles de IL-6 son inferiores a
los de los pacientes del grupo A: las diferencias se aproximan a la significacion a las 60
horas después de la cirugia (T2) siendo significativas a las 156 horas después de la
cirugia (T6).

-No existen diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de IL-6 de los

pacientes del grupo B y los niveles de los pacientes del grupo C.
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4.2.2.-Interleuquina-10:

-Los niveles plasmaticos de IL-10 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados
como valor basal, presentan un promedio de 9,6 pg/ml (ET: 3,7).

Los valores de IL-10 (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en
los 3 grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 10 y se encuentran

representados graficamente en la figura 18.

Tabla 12.- Valores de IL-10 (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 N

PLACEBO 40,83 47,85 41,07 32,15 24,57 36,47 8

ET: 13,8 ET:266 | ET:32,0 | ET:21,5 | ET:156 | ET:189

NAC 21,22 16,28 9,90 10,60 10,17 14,1 7

ET: 8,3 ET: 3,7 ET:29 ET: 3,6 ET:1,0 ET:2,3

Vitamina C 53,52 21,52 18,37 23,77 10,52 20,77 )

ET: 26,9 ET: 14,1 ET:10,3 ET: 18,4 ET: 5,7 ET: 15,9

Figura 18.-Evolucion de los niveles plasmdticos de IL-10 (pg/ml) en cada grupo de
estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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-Los niveles de IL-10 en los pacientes del grupo A son superiores a los valores
basales. En el grupo A se observa un aumento a las 60 h de la intervencién quirdrgica
(T2) descendiendo considerablemente a las 132 h (T5).

-En los pacientes del grupo B, los niveles de IL-10 descienden hasta las 84 h
manteniéndose constantes hasta las 132 h (T3-T5) y produciéndose un aumento a las
156 h (T6), si bien, los valores siguen siendo inferiores a los iniciales. Este grupo
presenta niveles de IL-10 inferiores a los de los pacientes del grupo A con un
comportamiento paralelo en ambos. Sin embargo, las diferencias no son
estadisticamente significativas.

-En los pacientes del grupo C, los niveles de IL-10 descienden de forma acusada entre las
36 y las 60 h (T1-T2) manteniéndose constantes a partir de este momento. En este grupo,
los niveles de IL-10 son menores que los de los pacientes del grupo A, desde las 60 horas
posteriores a la finalizacién de la intervencién quirdrgica (T2), con comportamientos
similares, aunque las diferencias no son estadisticamente significativas.

-No existen diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de IL-10 de los

pacientes del grupo B y los niveles de los pacientes del grupo C.
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4.2.3.-Interleuquina-4:

-Los niveles plasmaticos de IL-4 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados
como valor basal, presentan un promedio de 9,7 pg/ml (ET: 3,0).

Los valores de IL-4 (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en
los 3 grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 11 y se encuentran
representados graficamente en la figura 19.

Tabla 13.- Valores de IL-4 (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio.

*T1 *T2 *T3 *T4 T5 T6 N

PLACEBO 13,00 9,78 10,68 10,48 11,4 18,76 .
ET:4,0 ET:22 ET: 3,4 ET: 2,8 ET:3,3 ET:6,6

NAC 7,66 7,14 6,04 5,76 6,25 6,47 .
ET:1,9 ET: 1,8 ET: 1,6 ET: 1,8 ET:1,7 ET:2,0

Vitamina G | 22:00 12,17 14,67 12,67 9,22 10,97 .

ET: 6,5 ET: 1,4 ET: 2,7 ET: 1,9 ET:2,5 ET: 24

* Diferencias entre el grupo tratado con NAC (B) y el grupo tratado con vitamina C (C): T1:
p=0.076, T2: p=0.086, T3: p=0.05 y T4: p=0.05

Figura 19.-Evolucion de los niveles plasmdticos de IL-4 (pg/ml) en cada grupo de
estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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-Los niveles de IL-4 en los pacientes del grupo A son similares a los valores basales.
En el grupo A los niveles de IL-4 descienden entre las 36 y las 60 h después de la
intervencién quirdrgica (T1-T2), manteniéndose constantes hasta las 108 h (T4) en que
comienzan a ascender, superando los niveles iniciales.

-En los pacientes del grupo B, los niveles plasmaticos de IL-4, descienden hasta las
84 h después de la intervencion quirdrgica (T1-T3), manteniéndose constantes hasta el
final del seguimiento. Presentan valores de IL-4 menores que los pacientes del grupo A
durante todo el postoperatorio, manteniéndose sus niveles bastante constantes, aunque
las diferencias no son estadisticamente significativas.

-En el grupo C, los niveles de IL-4 descienden de forma acusada entre las 36 y las 60
h (T1-T2) y aunque se produce un pequefio aumento a las 84 h (T3), los niveles vuelven
a descender y se mantienen en valores similares a los de las 60h (T2). Presentan niveles
de IL-4 similares a los de los pacientes del grupo A, si bien, son algo mayores hasta las
108 horas después de la intervencién quirtrgica (T4).

-Los pacientes del grupo B presentan niveles de IL-4 inferiores a los del grupo C, que

tienden a la significacion hasta las 108 horas después de la cirugia (T1-T4).

Ignacio Ferréon Celma Tesis Doctoral



Resultados 80

4.2.4.-Interferén gamma (IFN-y)

-Los niveles plasmaticos de IFN-y obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados
como valor basal, presentan un promedio de 30,6 pg/ml (ET: 6,4).

Los valores de IFN-y (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en
los 3 grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 12 y se encuentran
representados graficamente en la figura 20.

Tabla 14.- Valores de IFN-y (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 N
PLACEBO 77,9 35,51 41,51 37,63 57,23 44,28 8
ET:344 | ET:11,1 | ET:104 | ET:10,8 | ET:154 | ET: 12,0
51,00 43,10 40,9 48,46 47,05 46,20
NAC 7
ET: 21,9 ET: 16,9 ET: 16,1 ET: 23,0 ET: 15,5 ET: 15,2
54,94 47,87 50,22 46,50 44,72 64,47
Vitamina C 8
ET: 14,8 ET: 10,1 ET: 12,6 ET: 11,7 ET: 12,4 ET: 20,0

Figura 20.-Evolucion de los niveles plasmadticos de IFN-y (pg/ml) en cada grupo de
estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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-En los pacientes del grupo A los niveles plasmaticos de IFN-y son superiores a los
niveles basales. En el grupo A los valores descienden entre las 36 y las 60 h después de
la intervencién quirdrgica (T1-T2), manteniéndose practicamente constantes a lo largo
de los tiempos de estudio.

-En los pacientes del grupo B, los niveles de IFN-y descienden ligeramente hasta las
84 h post- intervencién quirdrgica (T1-T3), manteniéndose constantes hasta el final del
seguimiento.

-En los pacientes del grupo C, los niveles de IFN-y son constantes durante el
seguimiento produciéndose un aumento a las 156 h (T6).

-No existen diferencias estadisticamente significativas entre los niveles de IFN-y de los

pacientes del grupo B y los niveles de los pacientes del grupo C.
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4.2.5.-Interleuquina-2:

-Los niveles plasmaticos de IL-2 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados
como valor basal, presentan un promedio de 5,5 pg/ml (ET: 0,7).

Los valores de IL-2 (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en
los 3 grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 13 y se encuentran
representados graficamente en la figura 21.

Tabla 15.- Valores de IL-2 (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio.

T T2 *T3 *T4 *T5 *T6 N

PLACEBO | 822 8,23 8,23 7,58 8,75 7,46

ET:1,0 ET:0,7 ET: 0,6 ET: 0,6 ET:0,8 ET:0,7

NAC 4,70 3,60 3,20 4,00 3,80 3,60 ,
ET:1,2 ET: 0,8 ET: 0,6 ET:1,0 ET: 0,7 ET: 0,6
Vitamina C | 694 7,60 6,40 7,62 6,27 6,50 .

ET: 1,2 ET: 1,5 ET:1,0 ET:1,4 ET: 1,0 ET:0,2
* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con NAC (B): T2: p=0.006, T3:
p=0.006, T4: p=0.018, T5: p=0.011 y T6: p=0.010
* Diferencias entre el grupo tratado con NAC (B) y el grupo tratado con vitamina C (C): T2:
p=0.027, T3: p=0.086, T4: p=0.086, y T6: p=0.02

Figura 21.-Evolucion de los niveles plasmadticos de 1L.-2 (pg/ml) en cada grupo de
estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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-Los niveles plasmdticos de IL-2 en los pacientes del grupo A se mantienen muy
constantes a lo largo de todo el seguimiento postoperatorio, si bien, son
significativamente superiores a los valores basales (p<0,033).

-En los pacientes del grupo B, los niveles de IL-2 descienden hasta las 84 h (T1-T3),
si bien, aumentan hasta alcanzar un maximo a las 132 h (TS), y posteriormente
descienden hasta valores inferiores a los iniciales. Este grupo presenta niveles de IL-2
inferiores a los de los pacientes del grupo A, observandose un comportamiento paralelo
en ambos grupos. Las diferencias son estadisticamente significativas a partir de las 60
horas después de la cirugia (T2) y hasta el final del estudio (T6). Los valores de IL-2 en
este grupo son similares o incluso algo inferiores a los de los individuos sanos.

-En los pacientes del grupo C, los niveles de IL-2 se mantienen constantes durante
todo el seguimiento. Este grupo presenta niveles de IL-2 inferiores a los del grupo A
excepto a las 108 horas después de la intervencidon quirdrgica (T4), si bien, las
diferencias no son estadisticamente significativas.

-Los pacientes del grupo B presentan niveles de IL-2 inferiores a los del grupo C
excepto a las 132 horas después de la intervencion (T5), en que se produce un miximo
en el grupo B. Las diferencias son estadisticamente significativas o tienden a la
significacion desde las 60 h después de finalizar la intervencion quirtrgica (T2) hasta el

final del seguimiento, excepto a las 132 h (T5).
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4.2.6.-Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a):

-Los niveles plasmaticos de TNF-a obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados
como valor basal, presentan un promedio de 4,4 pg/ml (ET: 1,0).

Los valores de TNF-a (pg/ml) correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en
los 3 grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 14 y se encuentran
representados graficamente en la figura 22.

Tabla 16.- Valores de TNF-a (pg/ml) durante el seguimiento postoperatorio.

L *T2 *T3 T4 *T5 *T6 N

PLACEBO 3,04 5,30 3,83 3,75 3,65 3,73
ET:0,3 ET:0,9 ET:0,4 ET:0,4 ET: 0,3 ET:0,3 8

NAC 2,78 2,64 2,08 2,72 2,37 2,22
ET: 0,6 ET:0,4 ET: 0,2 ET: 0,6 ET: 0,4 ET:0,2 7

Vitamina C 3,96 3,75 3,60 3,82 3,50 3,35
ET:0,4 ET:0,5 ET: 0,5 ET:0,6 ET:0,4 ET:0,7 8

* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con NAC (B): T2: p=0.017, T3:
p=0.018, T5: p=0.054 y T6: p=0.054

* Diferencias entre el grupo tratado con NAC (B) y el grupo tratado con vitamina C (C): T2:
p=0.084 y T3: p=0.05

Figura 22.-Evolucion de los niveles plasmdticos de TNF-o. (pg/ml) en cada grupo de
estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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Los niveles plasméticos de TNF-a se mantienen constantes a lo largo del seguimiento,
especialmente en los grupos tratados.

-Los niveles plasmaticos de TNF-a en los pacientes del grupo A son similares a los
valores basales. En el grupo A se observa un aumento entre las 36 y las 60 h después de
la cirugia (T1-T2), volviendo a descender entre las 60 y las 84 h (T2-T3) manteniéndose
constantes a partir de ese momento, en valores superiores a los iniciales de este grupo.

-En el grupo de pacientes del grupo B, los niveles de TNF-a descienden hasta las 84 h
(T1-T3), manteniéndose constantes hasta el final del seguimiento, mostrando valores
inferiores a los iniciales. Este grupo presenta niveles de TNF-a inferiores a los de los
pacientes del grupo A, desde las 60 horas después de la cirugia. Las diferencias son
estadisticamente significativas a las 60 y 84 horas después de la cirugia (T2-T3) y
tienden a la significacion al final del seguimiento (T5-T6).

-En los pacientes del grupo C, los niveles de TNF-a descienden ligeramente durante
todo el seguimiento. Presentan niveles de TNF-a muy similares a los del grupo A,

especialmente a partir de las 84 horas después de la intervencion quirdrgica (T3).
-Los pacientes del grupo B presentan niveles de TNF-a inferiores a los del grupo C,

que tienden a la significacion entre las 60 y las 84 h después de la cirugia (T2-T3).
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4.3.- Apoptosis leucocitaria
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4.3.1.1.-Expresion de Fas (CD95) en linfocitos CD3"
Los niveles de expresiéon de Fas en linfocitos CD3" obtenidos en 10 voluntarios
sanos, considerados como valor basal, presentan un promedio de 28 IMF (ET: 0,7).
-Los valores de Fas de linfocitos, expresados como intensidad media de fluorescencia
(IMF), correspondientes a cada tiempo de toma de muestras y su error tipico (ET) en los
3 grupos de estudio se muestran en la tabla 15 y se encuentran representados
graficamente en la figura 23.

Tabla 17.- Valores de Fas (IMF) en linfocitos CD3" durante el seguimiento
postoperatorio.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 n
31,1 38,4 37,6 36,7 31,9 35,8
PLACEBO 8
ET: 6,1 ET: 79 ET: 8,5 ET: 8,1 ET: 10,3 ET: 10,5
36,7 41,6 37,7 38,7 36,9 35,4
NAC 7

ET:9,9 ET: 10,7 ET: 10,3 ET: 10,3 ET: 15,7 ET: 13,7

51,8 55,8 54,0 65,5 66,4 73,5
Vitamina C 8

ET:17,3 ET: 23,9 ET: 16,4 ET: 31,6 ET: 21,1 ET: 23,9

Figura 23.-Evolucion de los niveles de Fas (IMF) en linfocitos CD3" en cada grupo de
estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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-Los niveles del receptor Fas en los linfocitos de los pacientes del grupo A son
superiores a los valores basales. Los niveles aumentan entre las 36 y las 60 h después de
la intervencidn quirtrgica (T1-T2), manteniéndose constantes hasta las 108 h (T4).

-En los pacientes del grupo B, los niveles de Fas son similares aunque algo mayores
que en el grupo A, manteniéndose constantes durante el postoperatorio.

-En los pacientes del grupo C, los niveles de Fas tienden a ascender durante todo el
seguimiento, con un aumento mas pronunciado a partir de las 84 h (T3). En este grupo,
los niveles de Fas son mayores que los de los pacientes del grupo A, aunque las
diferencias no son estadisticamente significativas.

-Los pacientes del grupo B presentan niveles de Fas inferiores a los del grupo C,

aunque las diferencias no son estadisticamente significativas.
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4.3.1.2.-Expresion de Fas (CD95) en PMNs CD15"

-Los niveles de Fas de PMNs CD15" obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados

como valor basal, presentan un promedio de 15,3 IMF (ET: 0,9).

Los valores de Fas de PMNs, expresados como intensidad media de fluorescencia

(IMF), correspondientes a cada tiempo de toma de muestras y su error tipico (ET) en los

3 grupos de estudio se muestran en la tabla 16 y se encuentran representados

graficamente en la figura 24.

Tabla 18.- Valores de Fas (IMF) en PMNs CDI5" durante el seguimiento
postoperatorio.
T1 T2 T3 T4 T5 T6 N
PLACEBO | 119 15,0 14,4 13,7 12,1 8,9
ET: 3,3 ET:4,4 ET: 3,7 ET: 3,5 ET: 3,4 ET:4,3 8
NAC 7,9 6,8 5,9 6,9 44 5,7
ET:1,3 ET:1,9 ET:1,8 ET: 2,6 ET: 1,1 ET:1,6 7
VitaminaC | 95 8,5 7.8 6,6 5,5 2,6
ET:1,2 ET:1,8 ET:1,9 ET:0,9 ET:1,9 ET:1,8 8

Figura 24.-Evolucion de los niveles de Fas (IMF) en PMNs CD15" en cada grupo de
estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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Se puede observar que en todos los grupos de estudio hay una tendencia similar, de
forma que los niveles de Fas disminuyen durante el postoperatorio. Sin embargo, las
diferencias entre los grupos de estudio no son estadisticamente significativas:

-Los niveles del receptor Fas en los PMNs de los pacientes del grupo A son similares
a los valores basales. Presentan un aumento entre las 36 y las 60 h después de la
intervencion quirurgica (T1-T2) y a partir de ese momento descienden de forma acusada
hasta el final del seguimiento.

-En los pacientes del grupo B se observa una tendencia al descenso en los niveles de
Fas, durante el seguimiento, con valores siempre por debajo de los iniciales. En este
grupo, los niveles de Fas son inferiores a los de los pacientes del grupo A.

-En los pacientes del grupo C, los niveles de Fas muestran una tendencia descendente
muy acusada durante todo el seguimiento. En este grupo, los niveles de Fas son

inferiores a los de los pacientes del grupo A.
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4.3.2.1.-Porcentaje de linfocitos en apoptosis

-Los porcentajes de linfocitos en apoptosis obtenidos en 10 voluntarios sanos,
considerados como valor basal, presentan un promedio de 8,4 % (ET: 2,1).

Los porcentajes de linfocitos en apoptosis correspondientes a cada tiempo de toma de
muestras y su error tipico (ET) en los 3 grupos de estudio se muestran en la tabla 17 y
se encuentran representados graficamente en la figura 25.

Tabla 19.- Porcentajes de linfocitos en apoptosis durante el seguimiento
postoperatorio.

T *T2 T3 *T4 *T5 *T6 N
10,8 9,3 14,7 11,2 10,8 12,0
PLACEBO 8
ET: 2,2 ET:1,7 ET:1,4 ET:2,0 ET:1,4 ET:1,9
10,8 12,9 14,4 10,0 241 12,2
NAC 7
ET: 3,8 ET: 3,3 ET:2,2 ET:6,5 ET:4,7 ET:7,7
29,9 19,3 14,7 27,9 26,7 43,0
Vitamina C 8

ET: 14,9 ET:2,8 ET:6,2 ET:1,7 ET:5,0 ET: 11,0
* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con vitamina C (C): T2: p=0.053,
T4: p=0.053, T5: p=0.053 y T6: p=0.053

* Diferencias entre el grupo tratado con NAC (B) y el grupo tratado con vitamina C (C): T4:
p=0.083

Figura 25.-Evolucion del porcentaje de linfocitos en apoptosis en cada grupo de
estudio: A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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-Los porcentajes de linfocitos en apoptosis en los pacientes del grupo A son superiores
a los valores basales y dichas diferencias tienden a la significacion estadistica (T1:
p=0.092, T2: p=0.171, T3: p=0.020, T4: p=0.079, T5: p=0.065 y T6: p=0.065). Los
valores del grupo A se mantienen constantes durante todo el seguimiento excepto por un
aumento a las 84 h después de finalizar la intervencion quirdrgica (T3).

-En los pacientes del grupo B, el porcentaje de linfocitos en apoptosis se mantiene
constante con un maximo a las 132 h (T5). Los porcentajes de linfocitos en apoptosis
son similares a los de los pacientes del grupo A, si bien, el grupo B presenta un maximo
a las 132 horas de finalizar la intervencién quirtrgica (T5). Las diferencias entre estos
dos grupos (A y B) no son estadisticamente significativas.

-En los pacientes del grupo C, el porcentaje de linfocitos en apoptosis desciende hasta
las 84 h (T1-T3), aumentando desde ese momento de forma acusada hasta el final del
seguimiento. Los porcentajes de linfocitos en apoptosis son mayores que los de los
pacientes del grupo A. Las diferencias entre estos dos grupos (A y C) son
estadisticamente significativas a partir de las 60 horas después de la cirugia (T2) y hasta
el final del estudio (T6), excepto a las 84 horas (T3).

-Los pacientes del grupo B presentan niveles de Fas inferiores a los del grupo C, que

tienden a la significacion a las 108 horas después de la cirugia (T4).

4.3.2.2.-Porcentaje de PMNs en apoptosis

La separacion de los PMNs previa a la determinacion de los niveles de fosfatidilserina
presentd dificultades en los pacientes criticos y no fue posible su aislamiento, de modo
que la apoptosis no fue determinada de forma directa.

En los individuos sanos si fue posible el aislamiento. Los porcentajes de neutrofilos en
apoptosis obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados como valor basal, presentan

un promedio de 17,9 pg/ml (ET: 3,0).
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4.3.3.1.-Niveles leucocitarios de caspasa-3

-Los niveles de caspasa-3 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados como
valor basal, presentan un promedio de 1,2 U/ml (ET: 0,1).

Los niveles de caspasa-3 correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en los
tres grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 18 y se encuentran
representados graficamente en la figura 26.

Tabla 20.- Valores de caspasa-3 (U/ml) durante el seguimiento postoperatorio.

T T2 T3 *T4 *T5 *T6 N
PLACEBO 83 10,3 9,9 9,5 9,9 9,9
ET:2,8 ET:2,8 ET: 3,0 ET:2,2 ET:2,9 ET: 3,0 8
NAC 8,0 7,4 7,3 7,3 73 7,7
ET:28 | ET:29 | ET:27 | ET:28 | ET:23 | ET:23 /
Vitamina C 5,8 8,5 8,3 4,3 4,2 4,1
ET:1,5 ET:1,0 ET:2,8 ET: 0,2 ET: 0,2 ET: 0,3 8
* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con vitamina C (C): T4: p=0.05 y
T5: p=0.05

* Diferencias entre el grupo tratado con NAC (B) y el grupo tratado con vitamina C (C): T6:
p=0.05

Figura 26.-Evolucion de los niveles de caspasa-3 (U/ml) en cada grupo de estudio:
A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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-Los niveles de caspasa-3 en los pacientes del grupo A son significativamente
superiores a los niveles basales (p<0,033). En el grupo A se observa un aumento entre
las 36 y las 60 h después de la intervencidon quirdrgica (T1-T2) manteniéndose a
continuacidn constantes hasta el final del seguimiento.

-En los pacientes del grupo B, los niveles de caspasa-3 disminuyen ligeramente entre
las 36 y las 60 h (T1-T2), manteniéndose constantes durante todo el seguimiento. Estos
niveles son inferiores a los de los pacientes del grupo A y presentan un comportamiento
paralelo a éstos, a partir de las 60 horas después de la intervencion quirtrgica (T2). Sin
embargo, las diferencias entre ambos grupos (A y B) no son estadisticamente
significativas.

-En los pacientes del grupo C, los niveles de caspasa-3 presentan un aumento entre las
36 y las 60 h (T1-T2), que se mantiene en niveles altos hasta las 84 h (T3) y a partir de
ese momento descienden hasta valores por debajo de los iniciales donde se mantienen
hasta el final del seguimiento. Estos niveles son inferiores a los de los pacientes del
grupo A. Las diferencias entre estos dos grupos (A y C) son estadisticamente

significativas a las 108 y 132 horas después de la cirugia (T4 y T5).
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4.3.3.2.-Niveles leucocitarios de PARP

-Los niveles de PARP obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados como valor

basal, presentan un promedio de 1,42 U/ml (ET: 0,2).

Los niveles de PARP correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en los 3

grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 19 y se encuentran

representados graficamente en la figura 27.

Tabla 21.- Valores de PARP (U/ml) durante el seguimiento postoperatorio.

T T2 *T3 T4 T5 T6 N

PLACEBO 29.6 29,7 32,1 45,0 31,7 30,6
ET:105 | ET:11,56 | ET:146 | ET:134 | ET:148 | ET:12,4 8

NAC 40,6 36,0 37,5 27,9 26,8 255
ET:161 | ET:12,6 | ET:152 | ET:13,6 | ET:94 | ET:11,6 7

Vitamina G | 227 14,1 14,3 14,7 19,7 15,7
ET: 6,3 ET:3,7 ET:3,5 ET: 2,6 ET: 9,3 ET: 3,1 8

* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con vitamina C (C): T3: p=0.05

Figura 27.-Evolucion de los niveles de PARP (U/ml) en cada grupo de estudio:
A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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-Los niveles de PARP en los pacientes del grupo A son significativamente superiores
a los valores basales (p<0,033). En el grupo A los valores se mantienen constantes
durante el seguimiento con un maximo a las 108 h después de la cirugia (T4).

-En los pacientes del grupo B, los niveles de PARP descienden de modo constante a lo
largo del seguimiento. Estos niveles, aunque algo menores al final del postoperatorio,
son similares a los de los pacientes del grupo A. Las diferencias entre ambos grupos (A
y B) no son estadisticamente significativas.

-En los pacientes del grupo C, los niveles de PARP descienden entre las 36 y las 60 h
después de la intervencion quirdrgica (T1-T2) manteniéndose constantes con un ligero
incremento a las 132 h de finalizar la intervencién quirdrgica (TS). Estos niveles son
inferiores a los de los pacientes del grupo A durante todo el postoperatorio. Las
diferencias entre estos dos grupos (A y C) unicamente son estadisticamente

significativas a las 132 h después de la cirugia (T5).
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4.3.3.3.-Niveles leucocitarios de Bcl-2

-Los niveles de Bcl-2 obtenidos en 10 voluntarios sanos, considerados como valor

basal, presentan un promedio de 3,9 U/ml (ET: 1,2).

Los niveles de Bcl-2 correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en los 3

grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 20 y se encuentran

representados graficamente en la figura 28.

Tabla 22.- Valores de Bcl-2 (U/ml) durante el seguimiento postoperatorio.

T1 T2 T3 *T4 T5 T6 N

PLACEBO 15,0 10,0 9,7 11,1 7,9 10,3
ET: 3,7 ET: 2,30 ET:2,2 ET: 3,1 ET:2,5 ET: 3,1 8

NAC 10,8 9,8 9,9 10,5 9,6 12,0
ET: 4,3 ET: 4,1 ET: 4,2 ET: 4,7 ET: 4,2 ET:5,9 7

Vitamina C 16,6 24,8 28,0 14,2 12,5 13,6
ET:5,3 ET: 16,8 ET: 10,8 ET:5,7 ET:6,4 ET: 6,1 8

* Diferencias entre el grupo placebo (A) y el grupo tratado con vitamina C (C): T4: p=0.05

Figura 28.-Evolucion de los niveles de Bcl-2 (U/ml) en cada grupo de estudio:

A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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-Los niveles de Bcl-2 en los pacientes del grupo A son significativamente superiores a
los valores basales (p<0,033). En el grupo A los valores descienden entre las 36 y las 60
h después de la intervencién quirdrgica (T1-T2) y se mantienen constantes hasta el final
del seguimiento con un ligero descenso a las 132 h (T5).

-En los pacientes del grupo B, los niveles de Bcl-2 se mantienen constantes durante
todo el seguimiento, con un ligero aumento a las 156 h (T6). Los niveles son muy
similares a los de los pacientes del grupo A y presentan evoluciones paralelas.

-En los pacientes del grupo C, los niveles de Bcl-2 aumentan entre las 36 y las 84 h
(T1-T3). Posteriormente, descienden entre las 84 y las 108 h (T3-T4) y a partir de ese
momento se mantienen constantes en valores por debajo de los iniciales. Los niveles
son mayores que los de los pacientes del grupo A durante todo el postoperatorio,
especialmente hasta las 84 h después de la intervencién quirtdrgica (T3), siendo

estadisticamente significativa la diferencia en este tiempo.
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44 Formula leucocitaria
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4.4.1.-Leucocitos totales

-El nimero de leucocitos totales obtenido de 10 voluntarios sanos, considerados

como valor basal, presentan un promedio de 6,7 x 1000/ uL (ET: 1,6).

El niimero de leucocitos correspondiente a cada tiempo de toma de muestras en los 3

grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 21 y se encuentran

representados graficamente en la figura 29.

Tabla 23.-Numero de leucocitos (x 1000 / uL) durante el seguimiento postoperatorio.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 N
PLACEBO 11,7 9,6 10,6 11,6 11,9 14,6
8
ET: 2,3 ET: 2,1 ET: 2,9 ET: 3,4 ET: 3,3 ET: 4,8
NAC 12,5 14,6 10,3 16,0 7,5 10,2
7
ET: 3,9 ET:4,2 ET: 4,9 ET: 10,9 ET:4,4 ET: 4,6
Vitamina C 17,4 14,3 12,8 14,2 13,6 14,3
8
ET: 3,1 ET: 1,9 ET: 1,9 ET:1,8 ET: 2,0 ET: 1,5

Figura 29.-Evolucion del niimero de leucocitos (x 1000 / uL) en cada grupo de estudio:

A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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El nimero de leucocitos totales no muestra diferencias significativas entre los grupos
de estudio. En todos los grupos, el nimero de leucocitos se mantiene en niveles
significativamente elevados en comparacién con los individuos sanos (p<0,033).

-El nimero de leucocitos en los pacientes del grupo A desciende entre las 36 y las 60
h después de la intervencion quirdrgica (T1-T2) y a partir de ese momento se va
recuperando hasta superar los valores iniciales a las 156 h (T6).

-En los pacientes del grupo B, el nimero de leucocitos presenta altibajos durante el
seguimiento pero con una tendencia al descenso.

-En los pacientes del grupo C, el numero de leucocitos desciende entre las 36 y las
84h después de la intervencion quirtrgica (T1-T3) y a partir de ese momento se

mantiene constante hasta el final del seguimiento.
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4.4.2.-Porcentaje de linfocitos

-El porcentaje de linfocitos obtenido de 10 voluntarios sanos, considerados como
valor basal, presentan un promedio de 34,3 % (ET: 5,2).

Los porcentajes de linfocitos correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en
los 3 grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 22 y se encuentran
representados graficamente en la figura 30.

Tabla 24.- Porcentaje de linfocitos durante el seguimiento postoperatorio.

T1 T2 T3 T4 15 T6 N

PLACEBO 13,8 15,4 17,6 19,4 21,0 18,5

ET: 3,1 ET: 4,1 ET: 4,6 ET: 3,1 ET: 3,5 ET: 4,1

NAC 10,0 10,1 17,5 15,0 19,5 15,0
7
ET:1,7 ET:1,4 ET: 4,3 ET: 3,6 ET: 9,5 ET: 3,7
Vitamina C 11,2 17,8 14,8 124 24.6 19,8
8

ET: 2,4 ET:3,5 ET:2,0 ET: 3,0 ET: 12,4 ET:4,8

Figura 30.-Evolucion de los porcentajes de linfocitos en cada grupo de estudio:
A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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Los porcentajes de linfocitos de la férmula leucocitaria no muestran diferencias
significativas entre los grupos de estudio, observidndose una tendencia ascendente
durante el seguimiento postoperatorio. En todos los grupos, sus porcentajes se
mantienen en niveles significativamente disminuidos en comparacién con los de los
individuos sanos (p<0,033).

-Los porcentajes de linfocitos en los pacientes del grupo A aumentan de forma
continua hasta las 132 h después de la intervencidén quirdrgica (T5), descendiendo
ligeramente a las 156 h (T6), aunque los niveles siguen siendo superiores a los
iniciales.

-En los pacientes del grupo B, los porcentajes linfocitos presentan una tendencia
ascendente durante el seguimiento.

-En los pacientes del grupo C, los porcentajes linfocitos aumentan entre las 36 y las
60 h después de la intervencion quirdrgica (T1-T2) y posteriormente descienden hasta
las 108 h (T2-T4) para a continuacién volver a aumentar y quedar finalmente por

encima de los valores iniciales.
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4.4.3.-Porcentaje de PMNs

-El porcentaje de PMNs obtenido de 10 voluntarios sanos, considerados como valor

basal, presentan un promedio de 65,1 % (ET: 5,9).

Los porcentajes de PMNs correspondientes a cada tiempo de toma de muestras en los

3 grupos de estudio y su error tipico (ET) se muestran en la tabla 23 y se encuentran

representados graficamente en la figura 31.

Tabla 25.- Porcentaje de PMNs durante el seguimiento postoperatorio.

T T2 T3 T4 T5 T6 N
PLACEBO | 86,2 84,6 82,4 80,6 79,0 81,5
8
ET: 3,3 ET: 4,0 ET:4,7 ET: 3,3 ET: 3,6 ET: 4,5
NAC 90,0 89,9 82,5 85,0 80,5 85,0
7
ET:1,9 ET: 1,3 ET:4,0 ET: 3,8 ET:7,5 ET: 3,9
VitaminaC | 88,8 82,2 85,2 87,6 75,4 80,2
8
ET: 2,6 ET: 3,3 ET: 2,1 ET: 3,1 ET:9,4 ET:5,0

Figura 31.-Evolucion de los porcentajes de PMNs en cada grupo de estudio:
A=Placebo; B=NAC (75 mg/kg/dia); C=Vitamina C (450 mg/dia).
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Los porcentajes de PMNs de la férmula leucocitaria no muestran diferencias
significativas entre los grupos de estudio, observidndose una tendencia descendente
durante el seguimiento postoperatorio. En todos los grupos, las concentraciones se
mantienen en niveles significativamente elevados en comparacién con los de los
individuos sanos (p<0,033).

-Los porcentajes de PMNSs en los pacientes del grupo A descienden de forma continua
hasta las 132 h después de la intervencion quirturgica (T5), aumentando ligeramente a
las 156 h (T6), aunque los niveles siguen siendo inferiores a los iniciales.

-En los pacientes del grupo B, los porcentajes PMNs presentan una tendencia
descendente durante el seguimiento con un marcado descenso a las 84 h (T3).

-En los pacientes del grupo C, los porcentajes PMNs descienden entre las 36 y las 60
h después de la intervencion quirdrgica (T1-T2), si bien, parecen aumentar hasta las 108
h (T2-T4), para a continuacién volver a descender y quedar finalmente por debajo de los

valores iniciales.
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5.1.-Efecto de la administracion de NAC o vitamina C sobre los niveles

plasmaticos de citoquinas

El MODS es un resultado siempre perjudicial para el paciente, que una vez
establecido es dificil de controlar y es responsable de la mayoria de las muertes de los
enfermos de UCI (249) y en nuestro caso, de la mayoria de las muertes de los pacientes
del Servicio de Cirugia del que proceden los sujetos de este estudio. Puesto que es de
comun acuerdo que la mejor forma de combatirlo es su prevencion (250), la
intervencién temprana en la respuesta inflamatoria sistémica que tiene lugar tras la
cirugia en pacientes sépticos, es de gran interés para prevenir el MODS y la mortalidad.

Estd descrito que durante los procesos inflamatorios se producen especies reactivas
de oxigeno (ROS) en gran cantidad, debido a la activacién de las células endoteliales y
PMNs (48). N-acetilcisteina (NAC) y vitamina C son moléculas que actiian
disminuyendo la produccién de ROS o neutralizando los ya existentes (50, 52). De este
modo se evita la accion de los ROS como mediadores secundarios que generan
sustancias quimiotécticas y citoquinas e inducen la expresion de moléculas de adhesion,
activando de este modo nuevas células productoras de mediadores, amplificando el
proceso inflamatorio (48).

Los niveles plasmaticos de citoquinas en investigacién quirdrgica tienen un gran
valor para la identificacion de la inflamacién sistémica, su evolucién e incluso para la
supervivencia (166, 251). Los resultados presentados en esta Tesis Doctoral confirman
que, independientemente del tratamiento administrado, los niveles plasmaticos de IL-6,
IL-10, IL-4, IL-2, IFN-y y TNF-a son mayores en los pacientes quirtirgicos de alto
riesgo con sepsis, que en el grupo de voluntarios sanos, resultados que coinciden con los
referidos en trabajos previos (9, 26, 252). La explicacion que se propone a estos niveles
elevados de citoquinas se basa en que dichos pacientes presentan procesos inflamatorios
severos ocasionados por sus patologias, que ademds se ven agravados por el propio
proceso quirdrgico produciéndose un exceso de mediadores inflamatorios. Sin embargo,
el SIRS supone una respuesta del organismo a lesiones inespecificas, de forma que a
través de los niveles de citoquinas no es posible distinguir si es de origen infeccioso
(sepsis) o no infeccioso (150). Asi, por ejemplo, Reinhart y col., en el afio 2002 (12),
propusieron que la elevacidén de los niveles de IL-6 para el diagndstico de la sepsis
estaba limitada en pacientes criticos, por la elevacién inespecifica causada por la

inflamacion independiente de la infeccion. Por otra parte, ademds de la severidad del
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proceso inflamatorio, los niveles de citoquinas se han relacionado con las
complicaciones postquirurgicas (251-254).

El ambiente proinflamatorio que predomina en la sepsis, es responsable de una
sobreactivacion de los leucocitos y células endoteliales, que se asocian con el dafio en
los tejidos. Asi, por ejemplo, el mantenimiento de niveles sanguineos elevados de IL-6
debe revertir de forma adecuada ya que estas las elevaciones se corresponden en el
tiempo con la preactivacion de los PMNs y su secuestro, y son potenciales mediadores
en la lesion precoz de tejidos (6, 173), lo cual puede agravar la inflamacién sistémica a
causa de la liberacion crénica de productos toxicos en el lugar de la inflamacién (255)
que pueden contribuir al fallo de 6rganos y al desarrollo del MODS (191). Existen
numerosos trabajos que relacionan los niveles de citoquinas con el desarrollo de
disfuncién organica: niveles elevados de IL-6, IL-10 y TNF-a se han relacionado con
el MODS en pacientes con SIRS o sepsis (166, 251, 256). Asimismo, se ha descrito que
los niveles de IL-6 se encuentran elevados en los pacientes traumatizados que
desarrollan MODS (173), lo cual abre la posibilidad de discriminar, segtn los niveles de
IL-6, a los pacientes que podrian sufrir posteriormente dicho sindrome. Igualmente,
niveles plasmaticos elevados de TNF-a e IL1-B, en el momento de admisién en UCI, en
pacientes sometidos a cirugia mayor cardiovascular, se han relacionado con el riesgo de
desarrollar MODS (172). Por otra parte, las citoquinas se han relacionado con la
mortalidad: niveles plasmaticos elevados de TNF-a, IL1-f, IL-4, IL-6, IL-10 y el
cociente IL-6/IL-10 se han relacionado con la mortalidad en pacientes de UCI,
pacientes quirdrgicos, pacientes con infecciones y sepsis y pacientes con SIRS (26, 169,
172, 257-262)

Por tanto, niveles elevados de citoquinas proinflamatorias, podrian mediar efectos
perjudiciales en el paciente critico y tendrian un valor prondstico para el desarrollo del
MODS vy la mortalidad. Por su parte, la elevacion de las citoquinas anti-inflamatorias
como IL-10 e IL-4 se ha descrito como un intento del organismo para compensar la
elevacion de las citoquinas proinflamatorias, y por tanto se estidn produciendo de forma
secundaria (36, 256), y no serian responsables de los efectos negativos de la inflamacion
sistémica. Asi, se ha observado un aumento de IL-6 proporcionalmente mayor que el de
IL-10, en los pacientes que desarrollaron MODS y en los que fallecieron, de modo que,
en estos casos, la respuesta anti-inflamatoria de IL-10 no puede compensar el aumento

exagerado de IL.-6, lo cual se ha relacionado con un mal pronéstico (262).
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En este trabajo, se ha demostrado que los niveles plasmaticos de IL-6, IL-10, IL-4,
IL-2 y TNF-a durante el postoperatorio son mds elevados en los pacientes placebo que
en el grupo de pacientes tratados con NAC. Dichos resultados coinciden con los
descritos previamente en trabajos tanto en modelos experimentales como en individuos
sanos y pacientes sépticos que observaron el efecto inhibidor de la NAC en los niveles
de citoquinas (213, 228, 237-239, 263). Sin embargo, otros autores, han observado un
aumento de los niveles de IL-2 al tratar células linfoides con NAC (263, 264), si bien,
no son experimentos in vivo o con pacientes quirtirgicos o sépticos. En nuestro estudio,
las diferencias en los niveles plasmaticos de IL-6, IL-10 e IL-4 entre el grupo tratado
con NAC y el grupo placebo no llegan a ser significativas; no obstante, las diferencias
en las tendencias observadas son notables y podrian tener un significado clinico
especialmente en el caso de IL-6 e IL-10. Asi, aunque los niveles plasmaticos de IL-6
en los pacientes quirdrgicos estudiados siguen siendo muy superiores a los de los
individuos sanos, los pacientes placebo presentan valores més de dos veces superiores a
los del grupo tratado con NAC, a partir de las 24 horas de comenzar su administracion
(T1). En cuanto a los niveles plasmaticos de IL-10, los pacientes tratados con NAC
presentan niveles similares a los de los individuos sanos, mientras que en los pacientes
placebo los niveles son el doble de los de los individuos sanos durante todo el
postoperatorio.

Igualmente, los niveles plasmadticos de IL-2 y TNF-a son mas bajos en los pacientes
tratados con NAC siendo dichas diferencias significativas o proximas a la significacion

durante todo el seguimiento.

En los pacientes tratados con vitamina C también se ha observado un efecto
inhibidor en los niveles plasmaticos de citoquinas. Asi, los niveles de IL-6 e IL-10 y en
menor medida los de IL-2 y TNF-a son menores en los pacientes tratados con vitamina
C que en los pacientes del grupo placebo. Dichas observaciones coinciden con
resultados previos publicados por otros autores, que han mostrado que la vitamina C
puede producir una disminucion en la produccioén de citoquinas como IL-1f3, IL-6, IL-
10 y TNF-a en diferentes ensayos realizados tanto in vitro (210, 211) como in vivo (212,
213). En este estudio, las diferencias no llegan a ser significativas excepto en el caso de
la IL-6, aunque la diferencia es igualmente apreciable en los niveles plasméticos de IL-
10. En el resto de citoquinas no parece producirse una modulacién clara por efecto de la

vitamina C.
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A la vista de los resultados de nuestro estudio referentes a los niveles plasmaticos de
citoquinas, la NAC parece ejercer un efecto inhibidor més acusado y sobre una mayor
variedad de mediadores, mientras que la vitamina C, aunque presenta también un efecto
inhibidor, no permite hallar diferencias significativas excepto en los niveles de IL-6. Por
tanto, hay diferencias entre los dos tipos de tratamiento, de modo que los niveles
plasmadticos de citoquinas son mds bajos en el grupo tratado con NAC respecto al
tratado con vitamina C, y estas diferencias entre los dos tipos de tratamientos
antioxidantes son significativas o tienden a la significacion en los niveles plasmaticos
de IL-2, IL-4 y TNF-a, durante casi todo el seguimiento postoperatorio. Seria pues
necesario determinar de los niveles plasmaticos de estas citoquinas en un nimero mas
amplio de pacientes para observar de una forma mds concluyente el efecto modulador
de la vitamina C.

El efecto inhibidor de la produccién de citoquinas, por parte de los farmacos
antioxidantes utilizados en este trabajo, podria ser debido a una disminucién de los ROS
ya que éstos son, al menos en parte, responsables de la sobreproduccién de citoquinas,
pues actdan sobre las células que las producen, modulando factores nucleares como NF-
k3, implicado en la sintesis de citoquinas (49, 237). Nuestros resultados sugieren que la
retirada de ROS mediante la administracién de barredores como NAC y vitamina C
producen una atenuacién de la respuesta inflamatoria sistémica que tiene lugar en los
pacientes quirdrgicos sépticos. Esta intervencion farmacoldgica podria ser beneficiosa
para su recuperacion durante el postoperatorio y para prevenir el desarrollo de posibles
complicaciones y de MODS. Sin embargo, la disminucién de IL-2 que hemos
observado en los pacientes tratados con antioxidantes y especialmente en el caso de la
NAC, aunque podria justificar en parte la inhibicién de los niveles de las otras
citoquinas, al producir IL-2 un efecto estimulador en la produccion de la cascada de
estos mediadores, por otro lado, podria tener efecto en la competencia inmunoldgica, ya
que IL-2 es el principal promotor de la proliferacién y diferenciacion de linfocitos T
(25). En el resto de las citoquinas, el hecho de que se produzca una disminucién de sus
niveles plasmadticos, es beneficioso puesto que atentia la respuesta inflamatoria que,

como hemos visto, se relaciona con un mal prondstico en los pacientes sépticos.
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5.2.-Efecto de la administracion de NAC o vitamina C sobre la

apoptosis de linfocitos y PMNs

Durante la activaciéon y proliferaciéon de las células del sistema inmune, que se
produce en respuesta a una agresion, asi como para el cese de la respuesta inflamatoria y
reestablecimiento de las condiciones iniciales, es necesario un proceso correcto y
eficiente de apoptosis. Los leucocitos son un elemento fundamental del proceso
inflamatorio, y es necesario que se produzca un control de la eliminacién de las células
senescentes y no funcionales como parte de su resolucioén. En la respuesta inflamatoria
sistémica que tiene lugar en los pacientes sépticos, puede producirse una desregulacion
del proceso de apoptosis, que contribuye al desarrollo de enfermedades o sindromes
como el MODS (185, 187).

Los ROS estan intimamente relacionados con la apoptosis. Ademds de formar parte
de los mecanismos internos de ésta, los ROS pueden inducir apoptosis en muchos tipos

de células humanas afectando a diferentes fases del proceso (265).

Apoptosis de linfocitos:

Los pacientes del grupo placebo presentan niveles de fosfatidilserina y del receptor
Fas mads elevados que los de los individuos sanos estudiados. Estos resultados coinciden
con los de estudios previos que han demostrado en pacientes quirtirgicos y sépticos un
aumento de la expresion de Fas y FasL. y mayor susceptibilidad a apoptosis por esta via
(60, 266) en células mononucleares periféricas (PBMC), asi como un marcado
incremento de la caspasa-3 activa (187) y una disminucién de Bcl-2 (64). En pacientes
con MODS también se han descrito aumentos de Fas/FasL. en PBMC que se
relacionaban con la severidad del sindrome y con la mortalidad (267) aunque también se
ha relacionado la mortalidad con niveles de FasL disminuidos, dependiendo de la

gravedad de los pacientes estudiados (268).

Hemos comprobado cémo los niveles del receptor Fas en la superficie de los
linfocitos T CD3" son mas elevados en los pacientes tratados con vitamina C vy,
aunque en menor medida, en los pacientes tratados con NAC, respecto a los niveles
detectados en los pacientes placebo (figura 23). Dichas observaciones coinciden con las
referidas por Puskas y col., en el afio 2002 (216), que observaron que el

dihidroascorbato (DHA), la forma oxidada de la vitamina C, producia un aumento de la
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expresion del receptor Fas en células Jurkat y linfocitos T humanos e incrementaba su
susceptibilidad a la apoptosis mediada por el receptor Fas, al interferir en el
metabolismo del H,O,. De acuerdo con estos resultados, la apoptosis de linfocitos, en
nuestros sujetos de estudio, determinada por la deteccion de fosfatidilserina en la
membrana plasmatica mediante Anexina V, se encuentra significativamente elevada en
los pacientes tratados, especialmente con vitamina C, respecto a los pacientes placebo.
Bergman y col, en el afio 2004 (211), observaron que las células mononucleares
periféricas aisladas de individuos sanos, sufrian un incremento muy marcado de la
apoptosis cuando eran incubadas con vitamina C, sugiriendo un efecto supresivo de esta
vitamina en la sintesis de ADN. Del mismo modo, Lepri y col, en el afio 2000 (243),
observaron que la NAC producia un aumento de la expresion de FasL y un aumento de
la apoptosis de células 3DO, de origen linfoide, inducida por H,O,. Acorde con estos
resultados, Kim y col., en 2005 (217), observaron que el H>O, producia una inhibicién
de la apoptosis, de células Jurkat T, que estaba asociada con una inhibicién de la
maquinaria apoptética de la mitocondria. Dicho efecto antiapoptético del H,O, era
inhibido por la NAC, sugiriendo un efecto proapoptético de la misma.

Sin embargo, también existen otros estudios sobre este tema que generan
controversia: hay trabajos que proponen, por el contrario, un efecto antiapoptético de la
vitamina C (219) y la NAC (269) en células linfoides. Estos estudios, al igual que los
mencionados a favor de la induccién de la apoptosis de linfocitos, son ensayos
realizados con células en cultivo o en ratones y por tanto, no se corresponden
exactamente con las condiciones ambientales que se producen en los pacientes sépticos.

El aumento de los niveles de fosfatidilserina y del receptor Fas que hemos detectado
en los pacientes tratados con antioxidantes, implican un efecto proapoptético en
linfocitos T de sangre periférica, que tiende a la significacion en el caso del grupo
tratado con vitamina C, mientras que en el grupo tratado con NAC apenas muestra
diferencias respecto al grupo placebo. Por tanto, la vitamina C ejerce un efecto
proapoptético mas potente que la NAC, y de hecho, se aprecian diferencias en los
niveles de fosfatidilserina entre los dos grupos tratados con antioxidantes, que tienden a
la significacidn, a las 108 horas después de finalizar la intervencién quirdrgica (T4) (ver
figura 25).

El efecto proapoptético podria justificarse en parte por los resultados obtenidos en la
modulacién de los niveles de citoquinas, ya que ambos tipos de antioxidantes

produjeron un efecto inhibidor de los niveles de IL-2 y, en el caso de la NAC, de los
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niveles de IFN-y. Estas citoquinas presentan propiedades linfoproliferativas (25, 41), de
modo que su disminucién por los antioxidantes podria tener un efecto proapoptético.
Por otra parte, las células T son muy sensibles a la apoptosis, especialmente las Thl,
de forma que en caso de una disfuncién de los linfocitos, las cantidades de IL.-2 e IFN-
vy liberadas por estas células estarian disminuidas agravdndose la deplecién de
linfocitos, es decir, que no estd claro si la apoptosis de linfocitos es causa o efecto de
la disminucion de estas citoquinas. Por otro lado, el efecto proapoptético de la
vitamina C sobre los linfocitos también podria ser debido al dafio que puede producir en
el ADN, debido a su capacidad de inducir la descomposicion de hidroperéxidos
lipidicos que pueden generar genotoxinas, tal y como mostraron Lee y col. en el afio

2001 (218).

Como se ha comentado anteriormente, en los individuos sanos, los niveles del
receptor Fas y de fosfatidilserina de los linfocitos son inferiores respecto a los que se
han detectado en los sujetos de estudio, especialmente en los tratados con vitamina C.
Por tanto, los altos niveles de Fas y fosfatidilserina en los linfocitos de los sujetos de
estudio, los alejan de la normalidad de los valores de los individuos sanos, y esta
diferencia se hace ain mayor al tratar los pacientes con vitamina C, lo cual no parece
ser un indicador de que esta vitamina tenga un papel protector sobre la inmunidad del
paciente séptico tal y como observaron previamente Bergman y col., en el afio 2004
(211). Es decir, que el tratamiento con vitamina C podria estar mermando la capacidad
defensiva de los pacientes ya que se ha descrito que una reducciéon del nimero de
linfocitos o su disfuncion tras la cirugia y traumatismos puede producir una
inmunosupresion (270), que puede ser debida a alteraciones en la produccién de
citoquinas y que algunos autores relacionan con el aumento de la apoptosis (17, 60). Sin
embargo, en nuestros pacientes este aumento de la apoptosis no estd provocando una
reduccion del nimero de linfocitos circulantes, que de hecho va aumentando durante el
postoperatorio tanto en los pacientes tratados como en los no tratados (figura 30). Por
otro lado, un mayor porcentaje de linfocitos en apoptosis podria tener un efecto
beneficioso en cuanto que son los principales productores de citoquinas que de este
modo se liberarian en menor cantidad (271), lo cual se corresponde con la reduccién de

los niveles plasmdticos de estos mediadores en los pacientes tratados.
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Apoptosis de PMNs:

En los individuos sanos hemos encontrado niveles de Fas en PMNs similares e
incluso algo mayores a los de los pacientes del grupo placebo, pero que no se
corresponden con un elevado porcentaje de apoptosis. Esto podria ser debido a que
niveles elevados del receptor Fas no implican una mayor apoptosis si no existen
ligandos de muerte o incluso otros factores, como los ROS (72, 221, 272), que al
contrario de lo que ocurre en los pacientes quirdrgicos graves, no se encuentran
aumentados en los individuos sanos, y podrian ser necesarios para que Fas sea
funcional, tal y como ha sido descrito en el caso de linfocitos T de sangre periférica
(273, 274) y en células tumorales (272).

Los niveles de caspasa-3 y PARP en individuos sanos son muy inferiores a los
detectados en el grupo placebo y los pacientes tratados. En los pacientes quirdrgicos
estudiados, aunque siguen siendo elevados, los niveles de caspasa-3 y PARP son
menores en los pacientes tratados con NAC y vitamina C respecto al grupo placebo, de
modo que estos tratamientos estarian produciendo una normalizacion de los niveles de
estas proteinas acercandolos a los niveles detectados en los individuos sanos.

Los niveles de Bcl-2 en los pacientes placebo y en los pacientes tratados también son
superiores a los de los individuos sanos, lo cual podria indicar una reaccién
antiapoptodtica en los PMNs o linfocitos para contrarrestar los niveles elevados de
caspasa-3, ya que se ha observado una correlacion directa entre ambas proteinas en

nuestros pacientes, es decir, que caspasa-3 y Bcl-2 aumentan de forma conjunta.

Los pacientes tratados con NAC y los pacientes tratados con vitamina C
presentan una inhibicién en los mecanismos de apoptosis de PMNs: los niveles del
receptor Fas (CD95), de la superficie de los PMNs CDI15", son menores en los
pacientes tratados con ambos tipos de antioxidante que en el grupo placebo (figura 24).
Ademads, los niveles leucocitarios de caspasa-3 son igualmente menores en los
pacientes que recibieron NAC y en los que recibieron vitamina C respecto al grupo
placebo (figura 26) y los niveles de PARP son menores en los pacientes que recibieron
vitamina C respecto al grupo placebo (figura 27). Por otro lado, en nuestros pacientes,
los niveles de la proteina antiapoptdtica Bel-2, se encuentran significativamente
elevados en los pacientes tratados con vitamina C (figura 28).

Coincidiendo con nuestros resultados, en PMNs de ratén, otros autores han

observado que los ROS producen un aumento de la apoptosis que se produce via Fas, lo
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cual coincide con una disminucién de los niveles de GSH (220). Por otra parte, la NAC
puede disminuir la apoptosis mediada por el receptor Fas, inhibir la actividad de
caspasa-3 y caspasa-8 y ejercer un efecto estabilizador de la mitocondria de los PMNs
humanos en cultivo (119, 242).

Los PMNs acumulan grandes cantidades de vitamina C que actia como protector
frente a los productos liberados en el estallido respiratorio que tiene lugar al activarse
estas células en el ambiente inflamatorio (275). Sin embargo, los escasos trabajos que
han tratado de determinar el efecto de la vitamina C en la apoptosis de PMNs, se han
realizado con células en cultivo (223) o en PMNs de ratones (222). Al contrario de
nuestros resultados, estos estudios han observado un efecto proapoptético de la vitamina
C. Este efecto se justifica por la accién pro-oxidante de la vitamina C, al aumentar la
produccion de ROS (223), lo cual en el caso de los PMNs en cultivo estaria
determinado por las condiciones de los experimentos, que no tienen por qué coincidir
con las que se producen en la circulacién de los pacientes sépticos de nuestro estudio,
que igualmente serdn diferentes a las condiciones que se producen en ratones con déficit

de vitamina C utilizados en el trabajo de Vissers y col. (222).

Si bien en nuestro estudio los niveles de caspasa-3, PARP y Bcl-2 han sido
determinados en leucocitos totales de sangre periférica y podrian ser de origen
mononuclear, en su mayor parte deberian provenir de los PMNs, ya que se encuentran
en un porcentaje de alrededor del 85 % en la formula leucocitaria de los pacientes
estudiados. Ademads el porcentaje de PMNs se encuentra directamente relacionado con
los niveles de caspasa-3 y Bcl-2, y los niveles de Fas en PMNs se correlacionan con los
de caspasa-3 y PARP, es decir, que los niveles de caspasa-3 y Bcl-2 son mds elevados
en los pacientes con un mayor porcentaje de PMNs en su féormula leucocitaria y tanto
caspasa-3 como PARP aumentan de forma paralela al CD95 de los PMNs, lo cual lleva
a pensar que estas células son las que estdn contribuyendo en mayor medida a los
niveles detectados de caspasa-3, PARP y Bcl-2 en los sujetos de estudio.

Asimismo, en este estudio se ha pretendido analizar la apoptosis directa de los PMNs
mediante la deteccidn de fosfatidilserina de la superficie celular, como marcador de la
apoptosis temprana (145). Para realizar esta técnica es preciso realizar previamente una
separacion de los leucocitos de los eritrocitos, lo cual ha llevado a cabo mediante
centrifugacién en gradiente de Ficoll, ya que no se pueden utilizar reactivos de lisis

eritrocitaria que podrian alterar la apoptosis de los leucocitos (276). Sin embargo, tal y
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como otros autores han descrito previamente (277), la separacién de los PMNs presenta
dificultades en los pacientes criticos y no ha sido posible su aislamiento, de modo que la
apoptosis no se ha determinado de forma directa aunque si se cuantificaron los niveles
de proteinas y receptores implicados en la misma. Por el contrario si ha podido
cuantificarse la apoptosis de PMNs en individuos sanos, ya que en éstos si fue posible

su aislamiento.

Como consecuencia de la interaccion del receptor Fas con su ligando FasL u otros
agonistas solubles, se pone en marcha la maquinaria interna de la célula que lleva a la
activacion de la caspasa-3 (72), que ejerce su actividad proteolitica sobre el PARP entre
otros sustratos (102), produciéndose la apoptosis celular. Puesto que en nuestro estudio
los pacientes tratados con antioxidantes presentan PMNs con niveles del receptor Fas
disminuidos, los PMNs de estos pacientes tendrian menos probabilidades de entrar en
apoptosis via Fas, es decir, en respuesta a estimulos proapoptéticos de tipo FasL (68).
Ademads, se ha descrito que la forma soluble de FasL esta elevada en pacientes criticos,
pacientes con SIRS y MODS (82, 93, 96, 278), por lo que una disminucién de los
niveles del receptor Fas podria ejercer un efecto protector de la apoptosis de PMNs en
estos pacientes. De acuerdo con esto, el aumento de la apoptosis de linfocitos que
hemos observado en los pacientes tratados con NAC o vitamina C, en caso de afectar a
su funcién, podria contribuir a una menor interaccion del FasL. de su membrana con el
receptor Fas de los PMNs produciéndose una menor apoptosis de los mismos por esta
via.

De acuerdo con unos niveles menores del receptor Fas en PMNs, los pacientes
tratados con antioxidantes presentan unos niveles menores de caspasa-3 y €sta es menos
activa, tal y como demuestran los niveles disminuidos de PARP. De este modo hemos
probado que la administracién de antioxidantes produce una disminucién de los
principales factores implicados en la apoptosis de PMNs: Fas y caspasa-3. Por tanto,
aunque la disminucién de la apoptosis no se ha cuantificado de forma directa, si lo ha
sido la disminucion de la actividad proteasa de caspasa-3, a través de los niveles de
PARP, lo cual implicaria una menor ejecucién de la apoptosis por este efector en el que
convergen la mayor parte de los mecanismos de apoptosis que se han descrito.
Asimismo, hemos observado que la vitamina C produce un aumento de la proteina

antiapoptotica Bcl-2, de forma que se estarfa contribuyendo también, por ésta via, a una
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disminucién de la apoptosis de PMNSs, lo cual implicaria un efecto de la vitamina C en
la mitocondria aumentando los niveles de Bcl-2.

La disminucion de los pardmetros de apoptosis de PMNs que se ha observado en el
grupo tratado con vitamina C podria ser debida a un efecto antioxidante, retirando ROS,
ya que estos son importantes en la activacion de la apoptosis mediada a través de
receptores de muerte incluso de forma independiente de sus ligandos (220, 221, 278,
279). Por tanto, aunque se ha descrito que la vitamina C puede actuar como agente pro-
oxidante, los efectos antiapoptoticos observados en PMNs parecen deberse mas bien a
un efecto antioxidante de esta vitamina.

Si comparamos el efecto antiapoptético de NAC y vitamina C, se observa que al
igual que ocurria en el caso de los linfocitos, la vitamina C tiene un efecto mds evidente.
En los niveles del receptor Fas, apenas hay diferencias entre los dos grupos tratados,
que son inferiores a los no tratados. Sin embargo, en los niveles de caspasa-3 si se
aprecia un efecto inhibidor mds acusado en el grupo tratado con vitamina C respecto al
tratado con NAC. De este modo, ademds de existir diferencias entre los niveles de
caspasa-3 del grupo tratado con vitamina C y el grupo placebo, existen también
diferencias entre los dos grupos tratados, y dichas diferencias tienden a la significacion
a las 156 h (T6) (figura 26). Los niveles de PARP y Bcl-2 son similares en el grupo
tratado con NAC y el grupo placebo, mientras que se encuentran mas elevados en el
grupo tratado con vitamina C, aunque las diferencias entre los dos grupos tratados no
son significativas.

Puesto que los farmacos utilizados tienen propiedades antioxidantes, sus efectos
sobre la apoptosis leucocitaria deben estar relacionados con su capacidad para eliminar
ROS que estdn aumentados en los pacientes criticos (265). Los ROS endégenos son
importantes en la activacién de la apoptosis mediada a través de receptores de muerte de
la familia de TNF, y se ha observado que pacientes con patologias que producen déficit
en la produccion de ROS, tienen disminuida la apoptosis de PMNs inducida por estas
vias (278, 279). La acumulacién de ROS inicia sefales a través de receptores de muerte
de forma independiente de los ligandos y es un importante limitador de la vida de PMNs
(220, 221). Ademas, se ha demostrado, que los ROS pueden producir la sobreregulacién
de receptores de muerte (280, 281), lo que justificaria la disminucién de los niveles del
receptor Fas en los pacientes tratados con NAC o vitamina C por su efecto antioxidante.
Los ROS también intervienen en el acoplamiento de los receptores y en la accidn de las

caspasas (51), por lo que la accién antioxidante de los medicamentos administrados
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justificarfa una disminucién de los niveles de caspasa-3 y de su actividad mediada por el
PARP. Ademds, los ROS pueden estar actuando por mecanismos independientes de las
caspasas, como la degradacidn directa del ADN (51, 73), de forma que los antioxidantes
estarian inhibiendo también estos mecanismos.

Bcl-2, que se encuentra principalmente en la cara externa de la membrana
mitocondrial donde se producen gran cantidad de ROS, por si misma posee propiedades
antioxidantes (51) y previene el dafio oxidativo de los constituyentes celulares (125).
Ademds, ejerce sus efectos antiapoptdticos a través del mantenimiento de la integridad
de la mitocondria e impide la liberacién de componentes proapoptéticos (128-130). De
este modo, el aumento que hemos observado de los niveles de Bcl-2 en los pacientes
tratados con vitamina C contribuiria a una menor apoptosis celular y una potenciacién
de su actividad antioxidante, mientras que la NAC, aunque se ha descrito anteriormente
como estabilizador de la mitocondria (119), no ha mostrado un efecto en los niveles de
Bcl-2.

Ademas de reducir la apoptosis de PMNs, como se ha mencionado anteriormente, la
NAC y la vitamina C también han producido una disminucién de los niveles de las
citoquinas analizadas. El proceso de apoptosis estd regulado por citoquinas y puede ser
modulado tanto in vivo como in vitro (281). Diversos estudios han demostrado la
inhibicion de la apoptosis de PMNs al ser cultivados con diversas citoquinas
proinflamatorias como IL-1B, IL-2, TNF-qa, IL-6, IFN-y y con LPS y moléculas de
adhesion (30, 242, 282-284). Otros autores han demostrado un efecto antiapoptotico en
los PMNss al ser incubados con plasma procedente de pacientes quirirgicos o pacientes
con SIRS (97, 186, 285-288). Sin embargo, los resultados de los estudios in vitro no
siempre se corresponden con lo que ocurre en el medio interno (289). De hecho, otros
estudios proponen algunos de estos mismos mediadores como inductores de la apoptosis
de PMNs (290, 291). Asi por ejemplo TNF-a e IL-6 se han sugerido como
estimuladores de la apoptosis de PMNs (292-294) considerandose como factores
importantes en la resolucién normal de la inflamacién y prevencién del dafio tisular.

Por el contrario, una aceleraciéon de la apoptosis de PMNs ha sido observada en el
ambiente inflamatorio local que se produce en la artritis reumatoide (295). Los PMNs
presentes en las articulaciones de estos pacientes (PMNs inflamatorios) presentan una
mayor apoptosis que los que se encuentran en la circulacién aunque no se detectaron
alteraciones de Fas o FasL de superficie. Una apoptosis acelerada de los PMNs fue

demostrada también por Nwakoby y col. en el afio 2001 (296), que comprobaron cémo
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los PMNs de pacientes con infecciones de diferentes tipos entraban en apoptosis de
forma acelerada y el suero de estos pacientes inducia la apoptosis de PMNs en cultivo.
Dicha apoptosis fue atribuida a la presencia de niveles elevados de FasL, que procedian
principalmente de monocitos en el suero de estos pacientes, que interaccionaban con el
receptor Fas de los PMNs, tal y como propusieron Papathanasoglou y col. (268) en
pacientes criticos.

Por tanto, aunque predominan los trabajos que proponen una inhibicion de la
apoptosis de PMNs por las citoquinas, existen trabajos que por el contrario muestran un
efecto proapoptdtico de las mismas. En nuestro caso, hemos observado que los
pacientes tratados con antioxidantes presentan niveles disminuidos de citoquinas y una
menor apoptosis de PMNs que los pacientes placebo. Por tanto, en nuestro estudio la
disminucién de citoquinas podria estar ejerciendo un efecto antiapoptético, lo cual se
opondria a la hipdtesis mayoritariamente propuesta que sugiere un papel antiapoptético
de las citoquinas en los PMNs. Sin embargo, no tiene por que ser asi, ya que se ha
observado que la capacidad de las citoquinas para modular la apoptosis in vitro, se
produce especialmente en PMNs de individuos sanos, mientras que el efecto sobre
PMNs aislados de pacientes sépticos u obtenidos tras agresiones en modelos
experimentales es minimo o nulo (253, 294, 297), es decir, que los pacientes de nuestro
estudio, podrian tener una resistencia a la accién moduladora de la apoptosis por parte
de las citoquinas. Por tanto, la hip6tesis mas factible para justificar la disminucién de la
apoptosis de PMNs en los pacientes tratados, es el efecto de los antioxidantes como
barredores de ROS que son necesarios en los mecanismos de apoptosis, mds que su
efecto sobre los niveles de citoquinas, sugiriendo que en nuestros sujetos de estudio los
ROS estan contribuyendo en mayor medida que las citoquinas a la apoptosis de PMNs o
al menos este es el mecanismo predominante de la NAC y la vitamina C, mientras que
la disminucién de las citoquinas que producen dichos antioxidantes, no es suficiente
para que aumente la apoptosis o incluso como proponian otros autores, estd ejerciendo

un efecto antiapoptético adicional.

En los pacientes quirdrgicos y especialmente en los mds graves que padecen SIRS o
sepsis, se producen alteraciones leucocitarias que se traducen en un aumento de los
leucocitos en sangre periférica con un predominio muy marcado de PMNs y una
reduccién de los linfocitos circulantes (270). Nuestros resultados han mostrado unos

niveles de leucocitos superiores en pacientes quirdrgicos de alto riesgo respecto a los de
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los controles sanos y un mayor porcentaje de PMNs. La acumulacién de PMNs en los
lugares de la inflamacién debe estar regulada por su reclutamiento de la sangre y por su
supervivencia en estos lugares, ya que no se ha probado que puedan volver a la sangre
una vez hayan actuado (283), de modo que la apoptosis es fundamental en el nimero de
PMNs en la circulacién. Tanto la neutropenia como el exceso de PMNs predisponen a la
morbilidad en las infecciones, siendo necesario un adecuado balance (298). En el caso
del SIRS/Sepsis son mds importantes las consecuencias de la actividad excesiva de los
PMNs que pueden producir dafio tisular (298). Asi, por ejemplo, se ha demostrado su
capacidad de inducir apoptosis en epitelio géstrico (87). En el desarrollo del MODS en
pacientes sépticos se ha propuesto que el ambiente de mediadores inflamatorios entre
los que destacan las citoquinas, produce una sobreactivacién de los PMNs, cuya
consecuencia es producir un retraso en la apoptosis de los PMNs (119), que de esta
manera permanecen mds tiempo en la circulacion ejerciendo sus efectos lesivos sobre el
endotelio y otros tejidos y podrian de este modo contribuir a la disfuncién orgéanica
(187).

La administracion de antioxidantes como la NAC o la vitamina C deberia contribuir,
al retirar los ROS y disminuir los niveles de citoquinas, a una menor activacion de los
PMNs y por tanto una menor supervivencia de los mismos. Sin embargo, hemos
mostrado una disminucién de la apoptosis de los PMNs mds que un aumento de la
misma, lo cual parece indicar que pese al efecto beneficioso de los antioxidantes al
disminuir la inflamacion sistémica, el efecto antiapoptodtico que producen en los PMNs
podria ser perjudicial. Sin embargo, creemos que al retirar ROS y citoquinas, aunque la
apoptosis de los PMNs quede disminuida, estamos normalizando el ambiente
proinflamatorio que se considera responsable de su sobreactivacion, permitiéndoles
ejercer sus funciones defensivas con madas efectividad, reduciendo su actividad
indiscriminada, lo cual podria ser positivo para combatir la infeccién al menos en los
pacientes sépticos. De acuerdo con esta hipétesis, Hotchkiss y col. (187), consideran
que el retraso en la apoptosis podria ser también una respuesta beneficiosa a la sepsis,
ya que se ha demostrado que la administracién de G-CSF, que retrasa la apoptosis de
PMNs (186), mejora la supervivencia en pacientes no inmunodeprimidos con neumonia.
Por otra parte, en pacientes con sepsis o shock séptico, en pacientes traumatizados y en
pacientes de edad avanzada se han descrito efectos beneficiosos de la NAC y/o la
vitamina C en la funcién del sistema respiratorio y cardiovascular y en la aparicién de

complicaciones infecciosas y MODS, y una mejora de la supervivencia (184, 203, 229,
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230, 233). Por otro lado, aunque la NAC y la vitamina C producen una disminucién de
la apoptosis de PMNs, hemos observado que su proporcién en la férmula leucocitaria va
disminuyendo durante el postoperatorio del mismo modo que en el grupo placebo,
aunque en el grupo tratado con vitamina C se ha observado un retraso en la
recuperacion de dichos porcentajes (figura 31). Sin embargo, no se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas en los porcentajes de PMNs entre los tres
grupos de estudio, por lo que el efecto antiapoptdtico de estos antioxidantes no se
traduce en un nimero mayor de PMNs respecto al grupo placebo, sino que estarian
disminuyendo igualmente al ir recuperdndose el paciente de su proceso infeccioso,
debido probablemente a que se eliminan por necrosis. Asi, otros autores han mostrado
que a pesar de disminuir la produccién de moléculas oxidantes en los PMNs, la NAC
produce un aumento de su capacidad de fagocitosis en pacientes sépticos (231) e
igualmente la vitamina C produce una mejora de su funcién defensiva de los PMNs
(209, 211).

En el caso de la NAC aunque el efecto antiapoptdtico es menor que el de la vitamina
C, se produce esta misma tendencia en los PMNs, si bien las diferencias respecto al
grupo placebo son menores y seria necesario incluir un mayor nimero de pacientes para
confirmar dichas tendencias.

En definiva, la vitamina C ha producido un aumento del porcentaje de linfocitos en
apoptosis y de sus niveles de expresion del receptor Fas, mientras que en el caso de los
PMNs ha producido el efecto contrario, es decir, que se ha observado una actividad
antiapoptotica determinada por la atenuacién de los niveles de expresion del receptor
Fas y de las proteinas proapoptoticas caspasa-3 y PARP y un aumento los niveles de la
proteina antiapoptética Bel-2.

En cuanto a la incidencia del MODS y la mortalidad postoperatoria de los pacientes
estudiados, las diferencias observadas entre los tres grupos de estudio no son
estadisticamente significativas. Para evaluar el efecto del tratamiento con NAC o
vitamina C en dichos pardmetros seria necesario analizar una mayor poblacién de

pacientes.
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6.-CONCLUSIONES

1) El tratamiento con NAC de pacientes quirtrgicos sépticos con riesgo de mortalidad
superior al 30% durante el postoperatorio produce una disminucién de los niveles
plasmaticos de IL-2 y TNF-a y, en menor medida, de los niveles plasmaticos de de IL-
4, IL-6, IL-10, mientras que la administracién de vitamina C ejerce un efecto menos

acusado y unicamente se aprecia en los niveles de IL-6 e IL-10.

2) El tratamiento con vitamina C de estos pacientes quirirgicos durante el
postoperatorio produce un efecto proapoptdtico en linfocitos de sangre periférica
determinado por unos niveles mas elevados de fosfatidilserina en su superficie y
mayores niveles de expresion del receptor Fas, mientras que la administracién de NAC

no ha producido un efecto apreciable en estos parametros.

3) El tratamiento con vitamina C en estos pacientes quirtirgicos durante el
postoperatorio produce un efecto antiapoptético en PMNs de sangre periférica
determinado por unos menores niveles de expresion del receptor Fas y por unos
menores niveles intracelulares de las proteinas caspasa-3 y PARP, asi como unos
niveles més elevados de Bcl-2. La administraciéon de NAC disminuye los niveles de
expresion del receptor Fas y los niveles intracelulares de la proteina caspasa-3, aunque

el efecto es menos acusado que el producido por la vitamina C.
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8.1.-Anexo 1

DOCUMENTO INFORMATIVO DE PARTICIPACION EN
ENSAYO CLINICO

Redactado segiin el Real Decreto 561/1993 de 16 de abril, BOE de 13 de mayo de
1993, y teniendo en consideracion los requerimientos establecidos en la Ley Orgénica
de Proteccion de Datos de Caracter Personal (LOPD 15/1999 de 13 de diciembre, BOE
de 14 de diciembre de 1999).

PROYECTO DE INVESTIGACION: Prevencion del Sindrome de Disfuncién Organica

Muiltiple mediante la modulacién de la respuesta inflamatoria sistémica a través de la

administracién de N-acetilcisteina o Vitamina C en pacientes quirtirgicos de alto riesgo.

El objetivo de este estudio es profundizar en el conocimiento y prevencion,
mediante el empleo de compuestos antioxidantes de los fendmenos de apoptosis (muerte
celular programada) y fracaso_multiorgdnico (mal funcionamiento de varios organos a la
vez) susceptibles de producirse en pacientes operados de alto riesgo. Asi como estudiar
las repercusiones que los procesos sépticos tienen sobre el organismo (procesos que dan
lugar a una respuesta inflamatoria en todo el organismo, pudiendo ocasionar la muerte),

con objeto de valorar las posibilidades de controlarlos.

Metodologia:

El estudio se realizard en muestras de sangre, procediéndose a determinar los
pardmetros bioquimicos habituales, mediadores inflamatorios y enzimas pro- y

antiapotdsicas implicadas en este tipo de procesos.

La participacién en el estudio, como paciente, consiste en que se me puede administrar
ademads del tratamiento estdndar una de las sustancias del estudio: N-acetilcisteina o

Vitamina C a las dosis de 75 mg/Kg/dia y 450 mg/dia, respectivamente. Asi mismo, se
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me extraerd un volumen de sangre ( 25 ml) en los dias 0, 1°, 2°, 3°, 4°, 6° y 8° después de
la intervencidn quirtirgica, para proceder a determinar distintos pardmetros bioquimicos.
Las muestras de sangre s6lo y exclusivamente se utilizardn para el estudio de este

proyecto.

Los resultados obtenidos en el estudio no podran ser utilizados mds que con el fin de

profundizar en el conocimiento del objetivo de trabajo.
Beneficios esperados y Riesgos Potenciales:

Hasta el momento y por la literatura cientifica disponible, la administracion de N-
acetilcisteina en pacientes quirirgicos de alto riesgo se ha manifestado como
beneficiosa reduciendo el riesgo de isquemia que se presenta en estos casos. Asi mismo,
ensayos experimentales con dcido ascérbico (Vitamina C) han mostrado su eficacia en

la reduccién del fenémeno de apoptosis.

Riesgos potenciales no se han descrito utilizando este tipo de sustancias. La utilizacién
de N-acetilcisteina o dcido ascérbico pueden ser ampliamente beneficiosas al tratarse de

moléculas bien conocidas y de bajo coste econdmico.
Voluntariedad en la Participacion:

La negativa a participar en este estudio NO tiene ninguna repercusion en la atencién

médica que se necesita.

La participacion en este estudio es absolutamente VOLUNTARIA vy, en cualquier

momento del estudio, puede interrumpirse a voluntad del participante.
Confidencialidad:

La informacién de este estudio es CONFIDENCIAL y solamente serd utilizada a

efectos de publicaciones cientificas.
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CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

Titulo del ensayo: Prevencion del Sindrome de Disfuncion Organica Multiple mediante
la modulacion de la respuesta inflamatoria sistémica a través de la administracion de N-

acetilcisteina o Vitamina C en pacientes quirtdrgicos de alto riesgo.

Yo

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con €l Dr.......ceiiiiiiiiiiiiiieieeeercensencccccccssccscnnens

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el ensayo

Fecha

Firma del participante

SERVICIO CIRUGIA GENERAL
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8.2.-Anexo 2

ESCALA POSSUM
PARAMETROS FISIOLOGICOS:

Edad: hay cuatro niveles que puntian de 1 a 4 en orden creciente de edad, teniendo la
puntuacién maxima los mayores de 71 afios.

Glasgow: tiene en cuenta la capacidad verbal (si el paciente conversa o no, si se expresa
de forma comprensible o si estd ausente), funcién motora (si obedece, tiene dolor
localizado, si flexiona, si tiene rigidez o capacidad de extension o si esta ausente) y si
abre los ojos (de forma espontinea, al hablarle, con el dolor o estd ausente). De este
modo, se obtiene una puntuacién de 3 a 15, de forma que cuanto menor sea, mayor es la
gravedad del enfermo y por tanto mayor puntuacion recibe en el POSSUM.

Funcién respiratoria: teniendo en cuenta la presencia o ausencia de disnea, y en su
caso el grado de ésta hasta la situacién méas grave de disnea en reposo o fibrosis).

Urea: en funcion de los moles/L (entre menos de 7,5 a mas de 15,1) se obtiene una
puntuacién de 1 a 8.

Pulso cardiaco (puntuando mas alto tanto la bradicardia como la taquicardia), signos
cardiacos (necesidad de diuréticos o antihipertensivos, edema, presencia y grado de
cardiomegalia y presion yugular aumentada) y alteraciones del electrocardiograma,
puntuando los tres de 1 a 8.

Hemoglobina: expresada en g/dL, puntda de 1 a 8, pudiendo recibir puntuaciones
maximas tanto los valores altos como los bajos.

Leucocitos: expresados en leucocitos /mm3, puntdan de 1 a 4, recibiendo puntuaciones
altas tanto los valores anormalmente elevados como los bajos.

Potasio y sodio: que puntian de 1 a 8 segin los mEql/L detectados, que en el caso del
potasio pueden puntuar de forma méaxima tanto los valores anormalmente altos como
los anormalmente bajos.

Presion sistolica: expresada en mmHg, puntia de 1 a 8, obteniendo puntuaciones altas

tanto los valores anormalmente bajos como los anormalmente altos.
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PARAMETROS QUIRURGICOS:

Severidad de la intervencion: puntian de 1 a 8, en funcidn de que la patologia que
indica la intervencion quirdrgica se considere cirugia menor, moderada o mayor.
Intervenciones muiltiples: puntdan de 1 a 8 en funcién de que se trate de 1, 2 0 mas de
2 intervenciones.

Perdida de sangre: puntuando de 1 a 8, en funcién de los ml de sangre que se pierden
durante la intervencidén quirtrgica.

Secrecion peritoneal: puntia de 1 a 8 en funcién de si se produce o no, y en su caso, la
cantidad y el tipo de secrecidon.

Presencia de cancer: puntia de 1 a 8 en funcién de si hay o no cancer, y en su caso si
se trata de un céncer primario o si presentan metastasis nodulares o distales.

Tipo de cirugia: puntia de 1 a 8 en funcién de que se trate de cirugia electiva o de

urgencia y segun su tiempo de evolucion.
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8.3.-Anexo 3

ESCALA DE CALIFICACION DEL

SINDROME DE

DISFUNCION ORGANICA MULTIPLE BRUSELAS.

Disfuncion orgdnica clinicamente significativa

Organo Normal Leve Moderada Grave Extrema

Cardiovascular >90 <90 <90 <90 <90

{presidn respuesta sin respuesta pH<73 pH<1.2

sistdlica) aliquidos aliquidos

Pulmonar >400 301-400 201300 101-200 <100

(Pa0,Fi0,) Lesidn SIRA SIRA
pulmonar grave

aguda

SNC

(Glasgow) 15 1314 10-12 6-d <5

Coagulaciin

(plaguetas) >120 81-120 51-80 21-50 <20

Renal

(creatinina <13 1519 2.0-3.4 3.9-48 25

mgfdL) "

Hepdtico

(bilirrubina <12 1219 20-59 6.0-11.9 >12

mg/dL)
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