Escuela de Doctorado Universidad de Valladolid

Universidad deValladolid

PROGRAMA DE DOCTORADO EN
INVESTIGACION EN CIENCIAS DE LA SALUD

TESIS DOCTORAL:

HUELLA MOLECULAR PARA EL DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL DE PACIENTES SEPTICOS Y
ESTIMACION DEL RIESGO DE MORTALIDAD EN
PACIENTES CON SHOCK POSQUIRURGICO

Presentada por Dna. Marta Aragon Camino
para optar al grado de
Doctora por la Universidad de Valladolid

Dirigida por:

Dr. Eduardo Tamayo Gomez
Dra. Maria Heredia Rodriguez
Dr. Emilio P. Garcia Moran






-——<2SDUVa

Escuela de Doctorado Universidad de Valladolid

Universidad deValladolid

Documento / Document 8T

INFORME DEL DIRECTOR O DIRECTORA DE TESIS PARA VALIDAR LA SOLICITUD
DE DEPOSITO / THESIS SUPERVISOR'S REPORT TO VALIDATE THE DEPOSIT
REQUEST

Esta autorizacion debe estar firmada por todos los directores o directoras de la tesis / This authorisation must
be signed by all the thesis supervisors.

Dr./Dra: EDUARDO TAMAYO GOMEZ
con D.N.l./Pasaporte / with National Identity Card/Passport Number:
email:

como Director/a de la Tesis Doctoral titulada / as Director/Supervisor of the Doctoral Thesis

entitled

Huella molecular para el diagnéstico de pacientes sépticos y estimacion del riesgo de
mortalidad en pacientes con shock posquirurgico.

realizada por D./D? / written by Mr./Ms \1arta Aragon Camino
Programa de Doctorado / Doctoral Programme

Investigacion en ciencias de la salud

autoriza la solicitud del deposito de la misma, considerando que / authorises the
application to deposit this thesis, considering that

La estructura y ejecucion de este trabajo se ajusta a los objetivos propuestos inicialmente en su
redaccion y por ello puede ser presentada como trabajo original para la obtencion del Titulo de Doctor.

Valladolid, a fecha de firma electronica / Valladolid, as of the date of the electronic signature
(firma de todos los directores o directoras / signature of all the directors)

PRESIDENCIA DE LA COMISION DE TESIS DOCTORALES
PRESIDENT OF THE DOCTORAL THESIS COMMITTEE



-——<2SDUVa

Escuela de Doctorado Universidad de Valladolid

Universidad deValladolid

Documento / Document 8T

INFORME DEL DIRECTOR O DIRECTORA DE TESIS PARA VALIDAR LA SOLICITUD
DE DEPOSITO / THESIS SUPERVISOR'S REPORT TO VALIDATE THE DEPOSIT
REQUEST

Esta autorizacion debe estar firmada por todos los directores o directoras de la tesis / This authorisation must
be signed by all the thesis supetrvisors.

Dr./Dra: MARIA HEREDIA RODRIGUEZ

con D.N.l./Pasaporte / with National Identity Card/Passport Number:
email:

como Director/a de la Tesis Doctoral titulada / as Director/Supervisor of the Doctoral Thesis
entitled

Huella molecular para el diagnéstico de pacientes sépticos y estimacion del riesgo de
mortalidad en pacientes con shock posquirurgico.

realizada por D./D? / written by Mr./Ms \1arta Aragén Camino
Programa de Doctorado / Doctoral Programme

Investigacion en ciencias de la salud

autoriza la solicitud del depésito de la misma, considerando que / authorises the
application to deposit this thesis, considering that

Ha participado en todo el proceso de su elaboracidén y cumple los criterios para ser defendida

Valladolid, a fecha de firma electronica / Valladolid, as of the date of the electronic signature
(firma de todos los directores o directoras / signature of all the directors)

PRESIDENCIA DE LA COMISION DE TESIS DOCTORALES
PRESIDENT OF THE DOCTORAL THESIS COMMITTEE



-—<2SDUVa

Escuela de Doctorado Universidad de Valladolid

Universidad deValladolid

Documento / Document 8T

INFORME DEL DIRECTOR O DIRECTORA DE TESIS PARA VALIDAR LA SOLICITUD
DE DEPOSITO / THESIS SUPERVISOR'S REPORT TO VALIDATE THE DEPOSIT
REQUEST

Esta autorizacion debe estar firmada por todos los directores o directoras de la tesis / This authorisation must
be signed by all the thesis supervisors.

Dr./Dra: EMILIO P. GARCIA MORAN

con D.N.l./Pasaporte / with National Identity Card/Passport Number:
email:

como Director/a de la Tesis Doctoral titulada / as Director/Supervisor of the Doctoral Thesis
entitled

Huella molecular para el diagnéstico de pacientes sépticos y estimacion del riesgo de
mortalidad en pacientes con shock posquirurgico.

realizada por D./D? / written by Mr./Ms \1arta Aragén Camino
Programa de Doctorado / Doctoral Programme

Investigacion en ciencias de la salud

autoriza la solicitud del depésito de la misma, considerando que / authorises the
application to deposit this thesis, considering that

Reune todos los requisitos para la presentacion, lectura y defensa de esta tesis.

Valladolid, a fecha de firma electronica / Valladolid, as of the date of the electronic signature
(firma de todos los directores o directoras / signature of all the directors)

PRESIDENCIA DE LA COMISION DE TESIS DOCTORALES
PRESIDENT OF THE DOCTORAL THESIS COMMITTEE






Las investigaciones que se describen en esta tesis han sido posibles gracias a la
financiacion por el Instituto de Salud Carlos Il (Ministerio de Ciencia, Innovacion y
Universidades; n° de concesion P115/01451) y por la Gerencia Regional de Salud

(Consejeria de Sanidad, Junta de Castilla y Ledn; n° de concesion 1255/A/16).







A mis hijas, Sofia y Blanca.



“Me pregunto si las estrellas no estaran
iluminadas para que cada uno pueda

un dia encontrar la suya”

Antoine de Saint-Exupéry






AGRADECIMIENTOS

Son muchas las personas que me vienen a la mente cuando pienso en dar GRACIAS.
Todas ellas han constituido peldafios de la escalera que me ha permitido llegar hasta

aqui.
En primer lugar, a mis directores de tesis.

Eduardo, capitan de este barco, fuente incansable de proyectos, te estaré eternamente
agradecida por tu infinita paciencia, por creer en mi, aun cuando yo no lo hacia,
mientras permanecia “pensando en debutar”; por estar disponible siempre que te he
necesitado. GRACIAS por brindarme la oportunidad de ser doctora con esta

maravillosa investigacion.

Emilio, gracias por tu entusiasmo y dedicacién; por ensefiarme que hay un inmenso

mundo, que antes desconocia: la bioinformatica.

Maria, hace muchos afos que echo de menos verte. Gracias por estar al otro lado del
teléfono en todas mis llamadas. No s6lo he de agradecer tu ayuda con esta tesis, sino

también, tus ensefianzas en el mundo de la anestesiologia.

Gracias Pedro, porque has sido un pilar basico para que estas investigaciones vean la

luz.

Lucia, parte fundamental del trabajo de laboratorio; gracias por tu amabilidad y

dedicacion.

Gracias Raquel por ser guia en mis comienzos, por sumergirme en el mundo de la

transcriptomica y por tus pautas para afrontar una tesis.

Gracias a todos los miembros del grupo Biocritic, siempre entregados a la mejora del

conocimiento.

Gracias a mis compafieros del servicio de Anestesiologia y Reanimacioén del Hospital
Clinico Universitario de Valladolid. Han sido 10 afios maravillosos y a la vez duros, en
los que me he formado como profesional, capaz de alcanzar todas las metas que

hasta ahora me he propuesto. Volveré, os lo prometo.

Por supuesto, quiero dar las gracias a mi familia, a todos: abuelos, tios, primos... por
ser incondicionales; porque, literalmente, he estado media vida lejos de ellos, pero
sintiéndolos siempre cerca. A mis padres, Miguel y Encarni; me brindasteis la mejor de
las oportunidades, sacrificasteis todo por que yo llegara lejos, creo que lo habéis

conseguido. Os quiero.



A mi familia politica, por acogerme como una mas. Por entender el estudio como un
pilar fundamental en la vida. Sé que ellos también se sienten orgullosos de mis logros.
Gracias Mercedes, por estar siempre dispuesta a todo. No sabes hacer otra cosa mas

que ayudar a quien te lo pide. Sin ti, no hubiera terminado de escribir esta tesis.

Por ultimo, y no menos importante, sino todo lo contrario, quiero agradecer a mi
comparnero de vida, mi marido, Fernando. Gracias por todos los sacrificios que has
hecho para que yo pudiera llevar a cabo mis proyectos, imposible hacerlos sin tu
ayuda. Por tu empefio, tus ideas, tus ilusiones, por animarme a creer que yo podia, por
confiar siempre en mi. Te debo muchas, no sé si seré capaz. Gracias porque hemos
formado una bonita familia, en la que nuestras hijas, Sofia y Blanca, son las
protagonistas. Tengo que darle las gracias también a ellas, a quienes va dedicada esta
tesis, por comprender que “mama tiene que estudiar’. Espero saber trasmitiros que

s6lo con esfuerzo y dedicacion podréis llegar donde vosotras deseéis.






iNDICE DE CONTENIDOS

Listado de abreviaturas...................c.oii i 1
indice detablas..............cccccoeiiiiiiiiiei e 4
INdice de fIQUIAS. ............ouueieei e, 6
RESUMEN.......oiiii e e 9
1. INTRODUCCION
1.1. ReSeNa NISTOMICA. .....cccoiiiiiiii e 15
1.2. Definiciones de CONSENSO.........ccuuiiiiiiiiiiee et 18
1.3. Epidemiologia de 1a SEPSIS........coceiiiiiiiiiiei e 23
1.4. Fisiopatologia de la sepsis y el shock séptico..........ccooeiiiiiiiiiiiiiiiiiinnes 24
1.5. Biomarcadores en SepsiS ¥ SNOCK...........ooiiiiiiiiiiiieiiiiiieeee e 28
1.6. Escalas de gravedad en pacientes CritiCos...........cccuvvvuvivieiiiiiinniinniinnn, 29
1.7. Estudio de los perfiles de expresion génica...............eeveeveeeeeeeeeeeeeennenen. 33
2. JUSTIFICACION........oooiiiiiiiii et 39
3. HIPOTESIS.......ooiiiiiiiicieeee ettt 45
4. OBJETIVOS
4.1. Objetivos PriNCIPAIES. ......ccccueiiiiiiie et 49
4.2. ObjetiVOs SECUNTANIOS. ........uuiiiiiiiee et 49
5. MATERIAL Y METODOS
5.1. Disefo del @StUIO...........oeiiiiiiiiii e 53
5.2. Microarrays expresion g&NICaA. ..........couuuruuruiiieeeeee i ee e e e 56
5.3. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real...............cccueeeeee. 61

5.4. AnAliSiS €StadiStiCO.....veee e 63



6.

10.

RESULTADOS

6.1. Huella molecular diferencial entre shock séptico y shock no séptico.....67
6.2. Huella molecular diferencial entre alto y bajo riesgo de mortalidad....... 79
DISCUSION. ...ttt 90
7.1. Huella molecular diferencial entre shock séptico y shock no séptico.....90
7.2. Huella molecular diferencial entre alto y bajo riesgo de mortalidad....... 94
7.3. Aplicacion PractiCa...........oooeeee e 96
7.4, LIMItACIONES. ..o 97
CONCLUSIONES....... ..ottt 101
BIBLIOGRAFIA. ...ttt 105
ANEXOS

9.1. Consentimiento iNformado.............ccoiiiiiiiiii e 118

9.2. Articulos publiCados..........coiiii 123






Abreviaturas

°C: grados centigrados.
Mg: microgramos

A: adrenalina

a.C.: antes de Cristo

ACP: analisis de componentes
principales

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNCc: acido desoxirribonucleico
complementario

APACHE: Acute Physiology And
Chronic Health Condition (escala de
fisiologia aguda y condicion de salud
cronica)

ARFRP1: Proteina relacionada con el
factor de ribosilacion ADP 1

ARN: &cido ribonubleico
ARNmM: acido ribonucleico mensajero
ATP: trifosfato de adenosina

ATS: American Thoracic Society
(Sociedad Toracica Americana)

AUC: area bajo la curva

ACCP: American College of Chest
Physicians (Colegio Americano de
Médicos del Toérax)

CALC-1: polipéptido relacionado con la
calcitonina 1

CD177: molécula de CD177
DA: dopamina

DAMP: damage associated molecular
patterns (patrones moleculares
asociados peligro)

DBT: dobutamina
d.C.: después de Cristo
dl: decilitro

EE.UU.: Estados Unidos

ESICM: European Society of Intensive
Care Medicine (Sociedad Europea de
Medicina en Cuidados Intensitvos)

FDA: Food and Drug Administration
(Administracion de Drogas y Alimentos)

FiO2: fraccion de oxigeno inspirado

GDE: genes diferencialmente
expresados

HMG20B: Grupo de alta movilidad 20 B

IGHG1: Inmunoglobulina pesada
constante gamma 1

IL-1: interleucina 1

IL-6: interleucina 6

IL1R2: receptor de interleucina tipo 2
INF: interferon

IRF7: factor regulador de interferon 7

HMGB1: High Mobility Group Box
1 (proteina de caja de grupo de alta
movilidad 1)

INR: international normalized ratio
(indice internacional normalizado)

K: potasio

Kg: kilogramo

kPa: kilopascales

I: litro

LCN2: lipocaina 2
Ipm: latidos por minuto
LTF: lactotransferrina
mg: miligramo

Min: minuto

ml: mililitro

mmHg: milimetros de mercurio

mmol: milimoles



MMP: matriz metaloproteinasa
mm?: milimetro cubico

m?2: metro cuadrado

NA: noradrenalina

Na: sodio

OLFM4: olfactomedina 4

PaCO;: presion arterial de didxido de
carbono

PaO;: presion arterial de oxigeno
PAM: presion arterial media
PAS: presion arterial sistdlica
PCR: proteina C reactiva

PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa

PCT: procalcitonina

PC: componente principal

PGE2: prostaglandina E2

PPI: interaccion proteina-proteina

gRT-PCR: reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real

qSOFA: quickSOFA

RETN: resistina

ROC: caracteristica operativa del
receptor

rpm: respiraciones por minuto

RN7SK: ribonucleoproteina nuclear
7SK

SAPS: Simplified Acute Physiology

Score (escala simplificada e fisiologia

aguda)

SCCM: Society of Critical Care
Medicine (Sociedad Médica de
Cuidados Criticos)

SD: standard deviation (desviacion
estandar)

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia
adquirida

SIRS: sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica

SIS: Surgical Infection Society
(Sociedad de Infeccién Quirurgica)

SNC: sistema nervioso central
SNS: shock no séptico

SOFA: The Sequential Organ Failure
Assessment (evaluacién secuencial de
fallo de 6rgano)

SS: shock séptico

SvcO,: saturacion venosa central de
oxigeno

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

TTPA: tiempo de tromboplastina parcial
activado

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos

WASHS5P: Familia de proteinas WAS
homologa 5, pseudogen

WBC: white blood count (recuento de
glébulos blancos)






indice de tablas

Tabla 1. Definiciones de sepsis segun ACCP/SCCM 1991

Tabla 2. Critérios diagnésticos de sepsis 2001

Tabla 3. Sistema PIRO de estadificacion

Tabla 4. Escala SOFA

Tabla 5. Criterios gSOFA

Tabla 6. Puntuacion APACHE Il

Tabla 7. Escala SAPS |l

Tabla 8a. Cebadores usados para qRT-PCR de genes humanos (SS vs SNS)
Tabla 8b. Cebadores usados para gRT-PCR de genes humanos (mortalidad)
Tabla 9. Caracteristicas pacientes Shock Séptico/Shock no séptico

Tabla 10. Area bajo la curva genes biomarcadores.

Tabla 11. Area bajo la curva en conjunto.

Tabla 12. Area bajo la curva en conjunto. Modelo de regresion

Tabla 13. Caracteristicas clinicas de los pacientes

Tabla 14. Valores AUC para diferentes biomarcadores






indice de

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.
Figura 10

Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.
Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.

figuras

Papiro de Ebers

Hipdcrates

Girolamo Fracastoro

Microscopio Leeuwenhoek

Ignaz Semmelweis

Fisiopatologia de la sepsis

Microcirculacién

Metabolismo anaerobio

Expresion génica

. Procesamiento de microarrays

Disefo del estudio (SS/SNS)

Disefio del estudio (mortalidad)

Tubos PAXgene

Bioanalizador de ARN Experion

Espectrofotometro NanoDrop 1000

Sistema de escaner de microarrays de Agilent Technologies
Andlisis de componentes principales (ACP)

Analisis log-fold change

Volcano plot

Grafico de mapa de calor de genes de interés
Enriquecimiento bioldgico funcional

Curvas ROC genes biomarcadores (analisis de los genes de forma individual)
Curva ROC genes biomarcadores (modelo de regresion logistica)
Curva ROC procalcitonina

Curva ROC PCR

Curva ROC Neutrofilos

Curva ROC en conjunto

Modelo de regresion logistica: IGHG1, IL1R2, LCN2, LTF, MMP8, OLFM4,

edad, sexo, urgencias, neutrdfilos y bilirrubina



Figura 30. Modelo de regresion logistica: procalcitonina, edad, sexo, urgencias,
neutrdfilos y bilirrubina

Figura 31. Modelo de regresion logistica: proteina C reactiva, edad, sexo, urgencias,
neutrdfilos y bilirrubina

Figura 32. Modelo de regresion logistica: neutréfilos, edad, sexo, urgencias y
bilirrubina

Figura 33. Modelo de regresion logistica: comparacion

Figura 34. Grafico de mapa de calor de genes de interés

Figura 35. Analisis log-fold change

Figura 36. Grafica volcano plot

Figura 37. Red PPI de los GDE entre supervivientes y no supervivientes
Figura 38. Grafica de Kaplan-Meier

Figura 39. Niveles relativos de ARNm de LCN2, RETN, MMP8 y CD177 en pacientes
con shock posquirurgico (supervivientes y no supervivientes), medidos por qRT-PCR

Figura 40. Curvas ROC GDE

Figura 41. Regresion multivariante






Resumen

Resumen
Introduccidn:

La sepsis se define como una disfunciéon organica potencialmente mortal causada por
una respuesta desregulada del huésped a la infeccion. Habitualmente, se complica
con disfuncién de 6rgano, dando lugar, en su forma mas extrema, al shock séptico.
Este ultimo, puede presentar las mismas caracteristicas clinicas que el shock debido a

otra etiologia, sin poder diferenciar el origen séptico ante un mismo cuadro clinico.

La sepsis constituye un importante problema de salud a nivel mundial, con una
elevada incidencia en paises desarrollados, o que supone un gran gasto de recursos
sanitarios. Su mortalidad es elevada, puede rondar el 30%, alcanzando valores aun
mayores cuando se presenta en estado de shock (50-60%), siendo la principal causa
de muerte en las Unidades de Cuidados Intensivos. La sepsis se considera como una
“‘enfermedad tiempo dependiente”, ya que el retraso en su tratamiento disminuye las
probabilidades de supervivencia. Por este motivo, las investigaciones para desarrollar
herramientas de diagndstico precoz han sido constantes. Tradicionalmente, se han
utilizado marcadores como la procalcitonina (PCT), proteina C reactiva (PCR) y niveles

de leucocitos en sangre para su diagnéstico, pero no son especificos de infeccion.

Asi pues, el primer objetivo de este trabajo es evaluar la existencia de genes
diferencialmente expresados entre pacientes con shock séptico y aquellos que
presentan shock de otra etiologia, con el fin de poder identificar biomarcadores que

nos ayuden al diagnéstico de sepsis en este tipo de pacientes.

Por otro lado, se pretende estudiar la probabilidad de supervivencia de pacientes con
shock posquirirgico. Hoy en dia se emplean diversas escalas como APACHE Il o
SOFA. Son sistemas basados en datos clinicos, sin tener en cuenta los cambios a
nivel molecular, y su aplicacién depende de los criterios de los médicos de la UCI. El
desarrollo de pruebas que evaluen cambios moleculares a través del analisis de
patrones de transcripcién, podria mejorar la prediccion de mortalidad en estos
pacientes. Por tanto, el segundo objetivo de este estudio es identificar los patrones de
expresion génica que puedan estratificar a los pacientes con shock postquirdrgico en

pacientes con alto o bajo riesgo de mortalidad.



Resumen

Material y Métodos:

El estudio se realizé con pacientes postquirirgicos del Hospital Clinico Universitario de

Valladolid que presentaban shock de cualquier etiologia.

Se dividio a los pacientes de una primera cohorte en dos grupos: shock séptico y
shock no séptico y se estudiaron sus perfiles de expresion génica mediante el analisis
de microarrays. Los datos se verificaron en una segunda cohorte con pacientes de las
mismas caracteristicas, utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (QRT-PCR). Los resultados obtenidos se compararon con los biomarcadores
clasicos utilizados en el diagndstico de sepsis (PCT, PCR y neutréfilos), mediante el
analisis de curvas ROC. Con el fin de mejorar el area bajo la curva (AUC), se realizd
un modelo de regresion incluyendo las variables de ajuste sexo, edad, cirugia urgente

y niveles sanguineos de neutrdfilos y bilirrubina.

En segundo lugar, se seleccionaron los pacientes de la cohorte descubrimiento que
presentaban un lactato mayor de 2 mmol/L, parametro definitorio de shock. Y se
dividieron en dos grupos segun su mortalidad a los 30 dias del diagnéstico:
supervivientes y no supervivientes. Del mismo modo, se analizé la huella
transcriptomica de estos pacientes mediante microarrays, confirmando los resultados
obtenidos en una segunda cohorte de validacion a través de qRT-PCR. La sensibilidad
y especificidad de los genes obtenidos se cuantificaron mediante el analisis de curvas
ROC, comparandolas con las que presentaban las escalas clasicas de riesgo de
mortalidad. Se realizé un modelo de regresion en el que se incluyeron las siguientes
variables: urgencia, sexo, edad y niveles sanguineos de creatinina, bilirrubina, lactato y
leucocitos, con lo que se consiguid6 mejorar el AUC del conjunto de genes

diferencialmente expresados (GDE).
Resultados:

De la comparacion entre pacientes con shock séptico y shock no séptico se obtuvieron
seis GDE, cuyas AUC derivadas del analisis ROC fueron las siguientes: 0.797
(IGHG1), 0.719 (LTF), 0.698 (OLFM4), 0.677 (LCN2), 0.637 (MMP8) y 0.632 (IL1R2).
Estos valores resultaron mejores que las que presentaron los biomarcadores clasicos
PCT (0.598), PCR (0.692) y neutrdfilos (0.613)

Los genes IL1R2, CD177, RETN y OLFM4 se sobreexpresaron en los pacientes del
grupo de no supervivientes en comparacion con el de supervivientes. Del analisis ROC
se obtuvieron AUC de 0.653, 0.669, 0.739 y 0.782 para IL1R2, CD177, RETN y

10
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OLFM4 respectivamente, con mejores valores que para las escalas APACHE Il (0,647)
o SOFA (0,580).

Conclusiones:

La huella molecular diferencial entre pacientes con shock séptico y pacientes con
shock no séptico constituye una buena herramienta de diagndstico de sepsis en
pacientes posquirurgicos, con mejores resultados que los que ofrecen los marcadores

tradicionales PCT, PCR y neutrdfilos.

Se han identificado biomarcadores basados en patrones de transcripcion capaces de
clasificar a los pacientes con shock postquirirgico en grupos de alto o bajo riesgo de

mortalidad, con mayor precision que las escalas clasicas APACHE Il y SOFA.

11
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1. Breve reseiia historica

La primera referencia al concepto de sepsis se encontrd en el Papiro de Ebers, uno de
los tratados médicos mas antiguos conocidos hasta la fecha, que data del afno 1600
a.C. ™ (Figura 1). En él se describe una de las fuerzas enfermantes (“whdw”) que en
condiciones de normalidad se encuentra en el intestino y en determinadas
circunstancias puede “pasar” a la sangre y al resto del cuerpo y producir una serie de

sintomas entre los que se encuentra la supuracion y la fiebre.

Figura 1. Papiro de Ebers @

En la Antigua Grecia, el concepto de sepsis se generalizé entre los médicos de la
época, y cobrod tanta importancia que el propio Homero hizo referencia a ella en La
lliada. Es entonces cuando aparece la palabra sepsis, aludiendo a la “descomposicion
de la materia organica vegetal o animal en presencia de bacterias” ®). Hipocrates (460-
370 a.C.) la define como “el proceso de decaimiento y muerte que se asocia con la

enfermedad, la putrefaccion y el mal olor” ™. (Figura 2)

Figura 2. Hipocrates ©
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INTRODUCCION

Los médicos del imperio romano heredaron gran parte de la sabiduria griega,
poniendo en practica sus teorias y remedios ©. En esta época, Aulus Cornelius Celsus
(25-50 d.C.) describio los cuatro signos cardinales de la inflamacion: calor, rubor, dolor

y tumor @,

Tras el auge de la medicina romana, recogieron el testigo los arabes. Médicos como
Hunain, Avicena, Rhazes y Averroes fueron acumulando y traduciendo textos clasicos
que servirian de referencia durante toda la Edad Media. Durante este periodo, los
avances en el conocimiento de la sepsis fueron escasos, debido a la creencia de que
la salud estaba relacionada con lo sagrado y la enfermedad se debia a fuerzas

oscuras @),

A comienzos del siglo XVII, el médico y poeta italiano Girolamo Fracastoro (1476-
1553) describidé lo que hoy conocemos como contagio, aunque en su época, este
descubrimiento tuvo poca relevancia, ya que no podia demostrar la etiologia del

contagio ©. (Figura 3)

Figura 3. Girolamo Fracastoro (9

En 1676, Antonie van Leeuwenhoek, describié formas de vida microscopicas utilizando
un microscopio de una sola lente creado por él mismo, gracias a los trabajos previos
de Zacharias Jenssen y Galileo, que ya habian dado lugar a este instrumento.
(Figura 4)
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Figura 4. Microscopio Leeuwenhoek (1"

John Pringle (1740-1780) fue el primero en hacer observaciones sobre las infecciones
nosocomiales. Ademas, defendié la teoria del contagio como responsable de ellas e

introdujo el término antisepsia ).

En el siglo XIX, gracias a los aportes de Lister, Semmelweiss, Pasteur y Koch se
produjeron grandes avances en el origen de la sepsis tal como la conocemos hoy en
dia. Se rechazd por completo la teoria de la generacion espontanea de las
enfermedades infecciosas y se aceptd la existencia de microorganismos como su

Unica causa (3.

El obstetra Ignaz Semmelweis (1818-1865) estudio la fiebre puerperal en el Hospital
de Viena. Observo que la tasa de infeccion de los partos que tenian lugar en la
primera division del Hospital era mayor que los que se atendian en la segunda
division. Esto era debido a que, en la primera, los partos se realizaban por estudiantes
de medicina, que previamente habian practicado autopsias sin el empleo de guantes,
mientas que, en la otra zona, los llevaban a cabo las parteras. A partir de estas
observaciones, introdujo el lavado de manos como media de asepsia, disminuyendo

notablemente la mortalidad (4'9. (Figura 5)

17



INTRODUCCION

Figura 5. Ignaz Semmelweis (6

En esta época se produjo un crecimiento exponencial de los procedimientos
quirurgicos, motivados, en parte, por el desarrollo de los farmacos anestésicos. Con
este aumento del numero de intervenciones quirdrgicas se observé un incremento

paralelo en la incidencia de la sepsis ('3 14,

En el siglo XX se produjo una revolucién en el tratamiento de las infecciones gracias al
desarrollo de los primeros antibidticos. En 1928, Alexander Fleming descubrié la
penicilina de manera fortuita, siendo galardonado con el Premio Nobel en 1945, junto

con Florey y Chain, por sus trabajos en el campo de los antimicrobianos (%),

De forma casi simultanea, durante este periodo se desarrollaron grandes avances en
la fisiopatologia de la sepsis. Se comenzé a hablar sobre la implicacién de citocinas

como el TNF-a o la IL-1, el sistema de coagulacion, endotoxinas, el complemento..."".

Todo ello contribuyé a desarrollar el interés no sélo por el control del foco de infeccién
mediante el empleo de antibidticos, sino también de la respuesta sistémica del

huésped a esta agresion.

1.2. Definiciones de consenso

En 1991 se celebro la primera Conferencia de Consenso entre el Colegio Americano
de Médicos del Térax y la Sociedad Médica de Cuidados Criticos (ACCP/SCCM 1991),
en la que se definid la sepsis como un sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SIRS) debido a una infeccion. Ademas, se describieron los conceptos de sepsis

grave, shock séptico y fallo multiorganico ('®. (Tabla 1)
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Tabla 1. Definiciones se sepsis segin ACCP/SCCM 1991 ('®

SIRS

Dos o mas criterios:

Temperatura>38°C0<36°C

Frecuencia cardiaca> 90 / min

Frecuencia respiratoria> 20 / min o PaCO 2 <32 mm Hg (4,3 kPa)
Recuento de leucocitos> 12 000 / mm 3 0 <4000 / mm 3 0> 10% de bandas
inmaduras

Sepsis: Dos 0 mas criterios de SIRS causados por una infeccién confirmada
0 sospechada

Sepsis grave: sepsis que conlleva disfuncién de érgano, hipotension o
signos de hipoperfusion, como acidosis lactica, oliguria o alteracién grave del
estado mental.

Shock séptico: sepsis con hipotension persistente a pesar de la reposicion
adecuada con liquidos, que requiere el empleo de vasopresores, y que se
acompana de signos de hipoperfusion periférica.

Fallo multiorganico: Presencia de disfuncion organica en paciente con
patologia aguda cuya homedstasis no puede ser mantenida sin intervencion

Diez afios mas tarde tuvo lugar una segunda reunién de expertos, la Conferencia
Internacional de Definiciones de Sepsis 2001 en la que participaron la Sociedad de
Medicina en Cuidados Criticos (SCCM), La Sociedad Europea de Medicina en
Cuidados Intensivos (ESICM), EI Colegio Americano de Médicos del Térax (ACCP), La
Sociedad Toracica Americana (ATS) y la Sociedad de Infeccidon Quirurgica (SIS). Su
objetivo fue la de revisar y actualizar los criterios establecidos en la Conferencia de
1991.

Se validaron los conceptos de sepsis, sepsis grave y shock séptico que se definieron
en 1991. El término SIRS se mantuvo en vigor, pero se cuestiond su sensibilidad y
especificidad para el diagndstico de sepsis, de tal modo que se ampliaron sus

criterios'9. (Tabla 2)
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Tabla 2. Criterios diagnésticos de Sepsis (19

Infeccion documentada o sospechada y alguno de los siguientes factores:

Parametros generales:
- Fiebre (temperatura corporal > 38°C)
- Hipotermia (temperatura corporal < 36°C)
- Frecuencia cardiaca > 90 Ipm o > 2 SD sobre el valor normal segun edad.
- Taquipnea (> 30 rpm)
- Alteracion del estado mental
- Edema significativo o balance positivo de fluidos (> 20 ml/kg en 24 horas)
- Hiperglucemia (glucosa plasmatica > 110 mg/dl o 7,7 mmol/l) en ausencia
de diabetes

Parametros inflamatorios:
- Leucocitosis (recuento de células blancas, WBC, > 12000/ml)
- Leucopenia (recuento de células blancas, WBC, < 4000/ml)
- WBC normal con > 10% de formas inmaduras
- Proteina C reactiva en plasma >2 SD sobre el valor normal
- Procalcitonina en plasma >2 SD sobre el valor normal

Parametros hemodinamicos:
- Hipotension arterial (PAS < 90 mmHg, PAM < 70, o disminucién > 40
mmHg PAS en adultos o < 2 SD sobre la normal segun edad)
- Saturacion de oxigeno venosa mixta > 70%
- Indice cardiaco > 3,5 I/min/m?
- Parametros de disfuncion de 6rgano
- Hipoxemia arterial (PaO2/FiO2 < 300)
- Oliguria aguda (produccién de orina < 0,5 ml/kg/h)
- Incremento de creatinina = 0,5 mg/dl)
- Alteraciones de la coagulacién (INR> 1,50 TTPA > 60 s)
- lleo (ausencia ruido intestinal)
- Trombocitopenia (recuento plaquetas < 100000/ml)
- Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total en plasma > 4 mg/dl o 70 mmol/l)

Parametros de perfusion tisular:
- Hiperlactacidemia (> 3 mmol/l)
- Disminucion del relleno capilar o moteado

Se destacd la importancia de que los criterios propuestos fueran utiles para un
diagnéstico rapido en la practica clinica, a pie de cama del paciente, y no como
elementos para la investigacion, y se planteé la utilidad de un sistema de
estadificacion para la sepsis, con el fin de mejorar el manejo de estos pacientes. Este
sistema rudimentario de estadiaje, tenia en cuenta factores predisponentes del

paciente, como su condicion premorbida, enfermedades concomitantes y factores
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genéticos, comenzandose ya a plantear para futuras investigaciones la existencia de

polimorfismos genéticos en la sepsis y su relacion con el riesgo de mortalidad en esta
enfermedad (9. (Tabla 3)

Tabla 3. Sistema PIRO de estadificacién ('%

P Predisposicion genética del paciente

I Infeccion, dependiendo del agente causal, localizacién o extension.
O tiempo hasta inicio del tratamiento antibiotico

R Respuesta inflamatoria del organismo que implica liberacion de
mediadores proinflamatorios y citoquinas que dan lugar a fallo
organico.

@) Disfuncién Organica como principal factor de mal prondstico en
pacientes sépticos.

Ademas de los factores predisponentes, el sistema PIRO de estadificacion que se

planted, tenia en cuenta la naturaleza de la infeccién subyacente, la respuesta del

huésped a la misma y el grado de disfuncion organica resultante '®, que podia ser

evaluado mediante la escala SOFA (Sequential Organ Failure Assessment score) 9,

(Tabla 4)

Tabla 4. Escala de Evaluacion Secuencial de la Insuficiencia Organica
(The Sequential Organ Failure Assessment, SOFA) ©??
Puntuacion SOFA

Variables 0 1 2 3 4
SNC’
Escala Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
Respiracion
PaO2/FiO2 (mmHg) >400 <400 <300 <2002 <1002
Cardiovascular DA <5 DA 5,1-15 DA >15
Tension arterial (PAM) =270mmHg | <70 mmHg o DBT® 0 A<0,1 o0A=0,1

o NA<0,1° | o NA 20,1

Coagulacion
Plaguetas (103/mm?) >150 <150 <100 <50 <20
Funcién hepatica
Bilirrubina (mg/dL) <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12
Funcion renal
Creatinina (mg/dL) <1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0
o flujo urinario (mL/dia) <500 <200

"SNC= sistema nervioso central. 2Valores con soporte respiratorio. PDA= dopamina, DBT= dobutamina (a cualquier
dosis), A= adrenalina, NA= noradrenalina. Agentes adrenérgicos administrados durante al menos una hora (dosis

mcg/kg/min)
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ARos mas tarde, debido a los avances en la patobiologia, manejo y epidemiologia de
la sepsis @Y, surgi6 la necesidad de evaluar y actualizar nuevamente las definiciones
de sepsis y shock séptico, de tal modo que se llevé a cabo el Tercer Consenso
Internacional para la Sepsis y Shock Séptico, al que se denomind como Sepsis-3,

siendo el ultimo celebrado hasta la fecha actual.

La sepsis fue definida como una disfuncion organica potencialmente mortal causada

por una respuesta desregulada del huésped a la infeccion @1,

Debido a esta mortalidad intrinseca a cualquier paciente séptico, se considerd
redundante el término sepsis grave, anteriormente acufiado, por lo que, a partir de
entonces, quedod eliminado de las definiciones de sepsis. De tal modo, que desde ese
momento sélo quedaron establecidos dos estados moérbidos en esta enfermedad:

sepsis 'y shock séptico.

El shock séptico se presenta como el grado mas extremo de gravedad de un paciente
séptico, definido por la necesidad de vasopresores para mantener una presion arterial
media (PAM) mayor o igual a 65 mmHg y un nivel de lactato sérico superior a 2

mmol/L (>18 mg/dL) en ausencia de hipovolemia .

Otro de los temas tratados en esta ultima Conferencia fue como detectar la disfuncion
organica en estos pacientes. Desde las definiciones de sepsis del afo 2001, se
extendio el uso de la escala SOFA para tal fin, pero requiere de datos de laboratorio
no disponibles de forma inmediata y dificiles de manejar fuera del contexto de los
cuidados criticos. Por ello, se planteé una nueva escala para la identificacion clinica de
pacientes sépticos fuera de las Unidades de Cuidados Intensivos, la escala
quickSOFA (gqSOFA), que considera que un paciente presenta disfuncion organica si
cumple 2 de los siguientes criterios: alteracién del estado mental, presion arterial

sistdlica < 100 mmHg o frecuencia respiratoria =2 22 rpm. (Tabla 5)

Tabla 5. Criterios qSOFA "

Alteracion del estado mental

Presion arterial sistélica <100 mmHg

Frecuencia respiratoria = 22 rpm
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1.3. Epidemiologia

La sepsis constituye un importante problema de salud a nivel mundial. En la
actualidad, debido a su elevada incidencia, conlleva gran gasto de recursos

hospitalarios ?? y supone para el paciente un aumento de la morbimortalidad.

La incidencia mundial de sepsis podria situarse en torno a 48,9 millones de casos al
afio @, aunque los datos de paises de bajos ingresos son dificiles de esclarecer
debido a la escasez de estudios epidemiologicos. En paises con altos ingresos, entre
los que se incluye el nuestro, se estima una incidencia de 300-480 casos por cada
100.000 personas 429 Esta cifra es superior a la registrada para patologias con
importante impacto social en nuestro medio como son la insuficiencia cardiaca, el

cancer de mama, el cancer de colon o el SIDA 6.27),

De los pacientes ingresados en los hospitales de paises desarrollados, un 2% va a
desarrollar sepsis a lo largo de su estancia, de los cuales, mas del 50% requerira

cuidados intensivos debido a esta patologia 4.

La sepsis constituye la principal causa de muerte en las unidades de cuidados
intensivos (UCI) no coronarias de los hospitales de paises desarrollados ?* 2%, En un
estudio realizado en 198 UCIs de 24 paises europeos, se notificé una mortalidad del

27% en pacientes sépticos 4.

La mortalidad anual atribuible a sepsis severa es de 135.000 casos en Europa y
superior a 200.000 casos en Estados Unidos ?°30. Al afio, se van a producir 17.000
fallecimientos en Espana a causa de la sepsis y 1.400 muertes diarias en todo el
mundo, cifras que son superadas solo discretamente por las muertes por infarto agudo

de miocardio.

Por otra parte, el shock, de cualquier etiologia, supone una complicacién comun en
pacientes intervenidos de cirugia mayor y una causa de ingreso en UCI, con aumento
de la gravedad de las enfermedades coexistentes, las intervenciones especificas de la
UCI y la necesidad del incremento del nimero de camas de cuidados criticos (2431:32),
En Espana, se estima una incidencia de 31 casos por 100.000 habitantes y ano para el
shock de origen séptico, con una mortalidad superior a la de la sepsis, llegando a
cifras de hasta el 50-60% ©334),

En cuanto a los costes derivados del tratamiento de los pacientes sépticos y en
situacion de shock, se estiman en 16,7 billones de ddlares anuales en Estados Unidos
y 7,6 billones de euros en la Comunidad Econémica Europea 9. En Espana, el gasto

anual de la asistencia a estos pacientes, podria suponer unos 345 millones de
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euros®. El estudio realizado por Alvaro-Meca y colaboradores a comienzos del siglo
XXI, que incluy6 2.646.445 pacientes con sepsis ingresados en diferentes hospitales

publicos espanoles, declaré un coste hospitalario medio por paciente de 9.090 euros
(31)

Atendiendo a la epidemiologia de diversos estudios de pacientes sépticos, los
microorganismos mas frecuentemente aislados en los cultivos positivos son bacterias
gramnegativas, seguidas de grampositivas, hongos vy, en un porcentaje no

despreciable, nos encontramos pacientes con infecciones polimicrobianas 5 39,

Segun un estudio realizado por Vincent y colaboradores en el afo 2017, en el que se
incluyeron pacientes ingresados en UCls de 88 paises, en el 67% de pacientes con
cultivos positivos, se aislaron microorganismos gramnegativos, en el 37% se
identificaron grampositivos y en el 16% hongos. Entre los gramnegativos, las bacterias
mas frecuentes fueron Klebsiella spp. (27%), Escherichia coli (25%), Pseudomona
spp. (24%) y Acinetobacter spp. (17%). En los pacientes con cultivos grampositivos, se

aislo Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) en un 5% ©7),

1.4. Fisiopatologia de la sepsis y del shock séptico

La sepsis es un sindrome que comienza con una infeccidon desarrollada por un
microorganismo que invade al huésped @8 3% 40 Su mecanismo fisiopatologico es
complejo, y diversas teorias han intentado explicar los fendmenos que ocurren en esta

enfermedad.

El modelo clasico o microbioldgico considera que es la propia infeccion la causante de
todas las alteraciones que se producen en el huésped. El microorganismo presente en
un foco primario, como puede ser el abdomen o el pulmoén, se replica y libera toxinas
de caracteristicas antigénicas capaces de estimular la liberacién por parte del huésped
de mediadores endogenos (TNF-a, IL-1, IL-6, HMGB1, PGE2, prostaciclinas,
tromboxanos, leucotrienos...) que originan la respuesta inflamatoria que va a

desembocar en dafio celular y disfuncién de érgano “".

El modelo inmunoldgico defiende que, tras el desarrollo de una infeccion, se
desencadena una respuesta inflamatoria en el huésped que es capaz de ser
controlada, eliminando asi los microorganismos patdégenos y sus toxinas. Pero si esta
respuesta es insuficiente a nivel local se torna excesiva y aparece un estado de
inflamacién sistémico que se vuelve independiente de la infeccion inicial y es el
responsable de la disfuncion de érgano que aparece en la sepsis, siendo la propia
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respuesta del organismo a la infeccion la que origina los problemas que aparecen en
el paciente séptico y su mortalidad, y no el microorganismo por si mismo, como se

creia en un principio V.

Sin embargo, la teoria del desarrollo de una inflamacién excesiva, no explica por si
misma todos los fenédmenos que acontecen en la sepsis “?. Los mecanismos que
ocurren a nivel celular son extremadamente complejos; ademas de un desequilibrio en
la respuesta inflamatoria y un estado de inmunosupresion en el huésped, va a
producirse dafio mitocondrial, coagulopatia, anomalias de la red inmunitaria
neuroendocrina, estrés del reticulo endoplasmico, fendmenos de autofagia y otros

procesos fisiopatoldgicos que van a desembocar en disfuncién organica “3). (Figura 6)
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|
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Figura 6. Fisiopatologia de la sepsis “?

La activacion inmunitaria se inicia con la interaccion entre el microorganismo agresor y
el huésped, mediada por los receptores de reconocimiento de patrones (PRR) entre
los que se encuentran los receptores tipo Toll (TLR) “¥, dando lugar a la liberacion de

patrones moleculares asociados al peligro (DAMP) o alarminas.

Las alarminas son moléculas liberadas cuando se produce una lesién tisular, ya sea
infecciosa o estéril, como un traumatismo o lesidon quirdrgica, estimulando la activacion
de la inmunidad innata “?), Este mecanismo sugiere que los fendmenos que producen
dafio organico en la sepsis, son similares a los que van a acontecer en la patologia
critica de origen no infeccioso “9.
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Esta activacion de la inmunidad innata produce una migracion de los neutrdéfilos y
macréfagos al lugar de la inflamacion, donde reconocen y fagocitan patégenos,
ademas de liberar diversas citocinas y mediadores proinflamatorios, como
interleuquina (IL)-1, IL-6, factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), factor regulador 7 de
interferon (IFN) (IRF7) o proteina adaptadora (AP)-1 “9). Asimismo, se estimula la
produccion de células T, que promueven aun mas la movilizacion de macréfagos y
participan en la secrecién de otros mediadores inflamatorios que, ante una liberacion

masiva, provocan dafio celular y fibrosis de tejidos “7).

A su vez, se van a producir una serie de respuestas contrarreguladoras de la
inflamacién, que pueden conducir a un estado hipoinflamatorio. Uno de los
mecanismos que contribuyen a la inmunosupresiéon inducida por sepsis, es la
apoptosis celular, protagonizada por la pérdida de células efectoras del sistema

inmune, como las células dentriticas y linfocitos T ¢& 49),

El endotelio vascular juega un papel importante en la respuesta inmune, ademas de
ser el 6rgano diana fundamental en la sepsis ©®®. Los microorganismos patégenos
interfieren con él por accion directa o indirecta a través de la induccién de factores
endoteliales derivados del huésped en respuesta a una agresion externa. Los
fendmenos principales de estas alteraciones se producen por una disminucion de la
disponibilidad al 6xido nitrico a nivel molecular Yy, a nivel celular, por la apoptosis de
células endoteliales 2. Se ha demostrado, a través de modelos experimentales, que
este deterioro en la microcirculacion afecta a la extraccion de oxigeno capilar ¢, lo
que constituye un elemento clave en la disfuncién de érgano y mortalidad del paciente
séptico * %9 Ademas, la pérdida de la barrera endotelial es la responsable la de
extravasacion de liquido intravascular al espacio intersticial, provocando la aparicion
de edema subcutaneo y en cavidades corporales y dando lugar a la hipovolemia que

se produce en el paciente séptico . (Figura 7)

Figura 7. Alteraciones de la microcirculaciéon “
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La inflamacién excesiva produce alteraciones en la coagulacion, que se inician a partir
de la generacién de trombina estimulada por el factor tisular expresado por los
monocitos activados y el endotelio dafiado. A su vez, los mecanismos anticoagulantes
fisiologicos estan inhibidos por la liberacion de citocinas inflamatorias, principalmente
IL-6 y TNF-a. Estos desequilibrios conducen a un estado procoagulante que favorece
la aparicion de microtrombos, y, consecuentemente, un deterioro aun mayor del
estado de la microcirculacion ®7). Por otra parte, la activacién de los factores de la
coagulacion no sélo contribuye a las alteraciones hemostaticas que se producen en la
sepsis, sino que, ademas, favorece los mecanismos que perpetian la inflamacion

sistémica ©9).

El shock se produce como resultado de un aporte deficiente de oxigeno a los tejidos
en el que intervienen diversos factores, siendo los mas relevantes la hipotension
mantenida y la trombosis microvascular ®®. Si esta situacion de hipoxia celular se

perpetua, el dafio organico se hace irreversible y aumenta la mortalidad.

El metabolismo celular normal para la obtencidn de energia se realiza mediante
glucolisis aerobia. En situaciones en las que la disponibilidad de oxigeno disminuye, se
pone en marcha la glucdlisis anaerobia, con disminucion de la cantidad final de
trifosfato de adenosina (ATP) y mediante la degradacién de glucosa a piruvato y éste a
lactato, produciéndose un aumento de lactato plasmatico, siendo éste un signo de
perfusién tisular inadecuada. Ademas de la hiperlactacidemia, se produce también un
aumento en la concentracion plasmatica de hidrogeniones y otros productos del

metabolismo anaerobio, llevando a una situacion de acidosis metabdlica. (Figura 8)
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1.5. Biomarcadores en sepsis y shock

La sepsis es considerada como una emergencia médica. Un retraso en el inicio del
tratamiento conlleva un aumento considerable de la mortalidad ?®. Por este motivo, la
evidencia cientifica actual resalta la importancia del diagnéstico precoz del paciente
séptico, en el que una actuacion temprana mejora de forma significativa la
supervivencia %69, No obstante, en ocasiones es una patologia dificil de identificar,
puesto que sus manifestaciones clinicas no difieren de la de otras situaciones
morbidas, especialmente en pacientes postquirirgicos, en los que se observa
frecuentemente la aparicion de una respuesta inflamatoria sistémica de origen no

infeccioso.

Se han investigado multitud de biomarcadores con el fin de conseguir un diagndstico
precoz y certero del paciente séptico. Los marcadores clasicos mas utilizados han sido
la procalcitonina (PCT) y la proteina C reactiva (PCR) ©' 62 seguidos niveles de
lactato y leucocitos en sangre. Actualmente, se ha propuesto el empleo de
proadrenomedulina, presepsina o marcadores endoteliales, entre otros, pero los
estudios disponibles presentan resultados contradictorios en cuanto a la utilidad para

confirmar o descartar la presencia de sepsis por si mismos (©364.65)

Procalcitonina

La procalcitonina (PCT), hormona precursora de la calcitonina, es sintetizada por las
células C del tiroides en condiciones fisiologicas y presenta unos niveles sanguineos
bajos en sujetos sanos (0,05 ng/mL). En el paciente séptico, el aumento de citocinas
proinflamatorias estimula la expresién del gen CALC-1, localizado en el cromosoma 11
y responsable de la sintesis de procalcitonina, por lo que sus niveles aumentan al ser
sintetizada por diversos tejidos del huésped, como higado, pulmoén, rifidn, cerebro,

intestino, piel, bazo, glandulas suprarrenales y pancreas (5 67),

Constituye un marcador de infeccion utilizado habitualmente como guia para el inicio y
duracion del tratamiento antibidtico ©®, sin embargo, su aumento se puede observar
también en otras circunstancias frecuentes en pacientes criticos: traumatismos, cirugia
mayor, dafio neurolégico, fracaso renal... por lo que, en estos casos, no seria un
marcador fiable para el diagndstico definitivo de sepsis, debiendo ser interpretada

junto a la historia clinica y los resultados microbioldgicos €71,

28



INTRODUCCION

Proteina C reactiva (PCR)

La PCR es considerada como un reactante de fase aguda, liberada por el higado tras
la estimulacion de citocinas proinflamatorias, especialmente por IL-6, IL-1 y TNF. Sus
valores normales en individuos sanos son menores a 10 mg/l. Cuando se produce la
agresion desencadenante del proceso inflamatorio en el huésped, sus niveles
aumentan rapidamente, del mismo modo que lo hace cuando se resuelve el cuadro,
por lo que es de gran utilidad para el control y seguimiento de patologias inflamatorias

como la artritis reumatoide o la enfermedad inflamatoria intestinal (2.

Frecuentemente, se utiliza para la deteccidon de infeccion en pacientes médicos,

aunqgue su rendimiento diagndstico es menor que el de la PCT de forma aislada .

Al igual que la PCT, los niveles sanguineos de PCR se encuentran elevados en sangre
por diferentes patologias no infecciosas, como traumatismo, isquemia, quemaduras,
cirugia o enfermedades reumaticas, siendo un buen indicador de inflamacién, pero no
necesariamente de infeccion; por tanto, tampoco constituye una solucion aplicable en

la practica clinica para el diagndstico de sepsis en pacientes posquirtirgicos 74 79,

Lactato

El lactato es un marcador de hipoperfusion tisular y, desde las ultimas definiciones de
sepsis, forma parte del diagndstico de shock @Y. Se ha demostrado que los niveles de
lactato se correlacionan con la probabilidad de supervivencia, observandose una
disminucién de ésta con niveles mayores a 2 mmol/L de lactato en plasma (6 77,
Podemos tomarlo como marcador de utilidad prondstica en cuanto a mortalidad 28 7>
® pero no como dato para la deteccion precoz de infeccion. Si bien, la
hiperlactacidemia no es especifica de un estado hipdxico; los niveles de lactato
pueden elevarse también en otras situaciones con perfusion tisular adecuada, como,

por ejemplo, en la disfuncién hepatica .

1.6. Escalas de gravedad en pacientes criticos

Para el manejo de pacientes en las unidades de cuidados intensivos se han
desarrollado diferentes escalas de gravedad, utiles como herramienta de valor
prondstico de mortalidad. Estos datos sirven como guia para enfocar los tratamientos,
proporcionar informacién a familiares y enfermos y para la clasificacion en estudios de

investigacion. Las mas utilizadas, por su fiabilidad, son la “Acute Physiology And
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Chronic Health Condition 1I” (APACHE 1), la “Sequential Organ Failure Assessment”
(SOFA) y la “Simplified Acute Physiology Score II” (SAPS II).

La escala APACHE Il consta de 12 items que registran los peores valores de diversos

parametros fisioldgicos obtenidos dentro de las primeras 24 horas de ingreso del

paciente en la UCI, ademas tiene en cuenta la edad y la patologia del enfermo.

(Tabla 6)

Tabla 6. Puntuacion APACHE Il €%

APS 4 3 2 1 0 1 2 3 4

Temp. rectal (°C) >40,9 | 39,9409 38,5-38,9 36-38,4 34-35,9 32-33,9 30-31,9 <30
PAM (mmHg) >159 130-159 110-129 70-109 50-69 <50
FC (Ipm) >179 140-179 110-139 70-109 55-69 40-54 <40
FR (rpm) >49 35-49 25-34 12-24 10-11 6-9 <6
Oxigenacion

FiO2 > 0,5 (AaDO2) 499 350-499 200-349 >200

FiO2 < 0,5 (PaOz2) <70 61-70 56-70 <56
pH arterial >7,9 7,60-7,69 7,50-7,59 7,33-7,49 7,25-7,32 | 7,15-7,24 <7,15
Na plasma (mmol/L) >179 160-179 155-159 150-154 130-149 120-129 111-119 <111
K plasma (mmol/L) >6,9 6,0-6,9 5,5-5,9 3,5-5,4 3,0-3,4 2,5-2,9 <2,5
Creatinina (mg/dL) >3,4 2,0-3,4 1,5-1,9 0,6-1,4 <0,6
Hematocrito (%) >59,9 50-59,9 46-49,9 30-45,9 20-29,9 <20
Leucocitos (x1000) >39,9 20-39,9 15-19,9 3-14,9 1-2,9 <1
Suma de puntos
Total APS
15 -GCS

Puntos APS Puntos GCS Puntos edad Puntos enfermedad
Enferm.edad Edad A) ®) ©) previa (D)
croénica <44 0

Preoperatorio 45-54 2

programado 2 55-64 3

:rge::te;rztono 5 23;74 Z Total de puntos APACHE Il A+B+C+D =

médico

Temp. =+ temperatura; PAM= presién artial media; FC= frecuencia cardiaca; FR: frecuencia respiratoria. Na = sodio; K=potasio
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La escala SOFA fue descrita en un primer momento para evaluar el grado de fallo de
organo en el paciente séptico y, por tanto, su gravedad @". Se calcula dentro de las
primeras 24 horas de ingreso en UCI y cada 48 horas para la reevaluacién del
paciente. La puntuacion obtenida presenta buena correlacion con la probabilidad de
fallecimiento, que aumenta si existe un incremento en la puntuacién de las
reevaluaciones frente al estadiaje en el ingreso. Posteriormente, se demostré que era
de gran utilidad no sélo en sepsis sino en las diferentes patologias de los pacientes
criticos, por lo que es actualmente la escala mas utilizada para predecir disfuncion
organica en UCI ®2_(Tabla 4)

Tabla 4. Escala de Evaluacién Secuencial de la Insuficiencia Organica
(The Sequential Organ Failure Assessment, SOFA) ¢

Puntuacion SOFA

Variables 0 1 2 3 4
SNC’
Escala Glasgow 15 13-14 10-12 6-9 <6
Respiracion
PaO2/FiO2 (mmHg) >400 <400 <300 <2002 <1002
Cardiovascular DA <5 DA 5,1-15 DA >15
Tension arterial (PAM) =270mmHg | <70 mmHg o DBT® 0 A<0,1 oA =0,1

o NA =<0,1° | o NA 20,1b

Coagulacion
Plaquetas (103/mm3) >150 <150 <100 <50 <20
Funcion hepatica
Bilirrubina (mg/dL) <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12
Funcién renal
Creatinina (mg/dL) <1,2 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0
o flujo urinario (mL/dia) <500 <200

"SNC= sistema nervioso central. 2Valores con soporte respiratorio. PDA= dopamina, DBT= dobutamina (a cualquier
dosis), A= adrenalina, NA= noradrenalina. Agentes adrenérgicos administrados durante al menos una hora (dosis
mcg/kg/min)

La escala SAPS Il se describié en 1993 siguiendo el modelo de la APACHE Il para
evaluar la gravedad del paciente al ingreso en UCI. Se puntuan las variantes de la
normalidad de diversos datos fisioldégicos y de laboratorio, medidos en las primeras 24
horas de su ingreso, asi como la edad, el estado de salud previo y la causa del estado
actual del paciente, sin reevaluaciones posteriores, como ocurre con la escala
SOFA®), (Tabla 7)
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Tabla 7. Escala SAPS Il ¢3)

Variable Rango Puntos Variable Rango Puntos Variable Rango Puntos
Edad (afios) <40 0 Escala de 14-15 0 Nivel de sodio <125 5
40-59 7 coma de 11-13 5 (mEa/l) 125-144 0
60-69 12 Glasgow 9-10 7 2145 1
70-74 15 6-8 13 Nivel de <15 6
75-79 16 <6 26 bicarbonato 15-19 3
>80 18 Produccién de > 1 0 (mEa/l) =20 0
Tipo de Cirugia programada 0 orina (I/24h) 0,5- 0,99 4 Nivel de bilirrubina <4 0
admision Patologia médica 6 <05 11 (mg/dl) 4-5.9 4
Cirugia urgente 8 Recuento de <1000 12 26 9
Temperatura <39 0 glébulos 1000- 0 PaO2/FiO2 (si <100 1
(°C) blancos 19000 ventilacion
239 3 (ximm?) > 20000 3 mecanica) (mmHg) | 100-199
Presién =200 2 =200
arterial 100-199 0 Nitrogeno > 30 10 SIDA Si 17
sistolica 70-99 5 ureico en 10- 29 6 No
(mmHg) <70 13 sangre (mmol/l) <10 0 Carcinoma Si
Ritmo 160 7 Nivel de <3 3 metastasico No
cardiaco 120-159 4 potasio (mEq/l) 3-49 0 Neoplasia maligna Si 10
(Ipm) 70-119 0 >5 3 hematolégica No 0
40-69 2
<40 11

Estas escalas han sido evaluadas y se ha demostrado su buena discriminacion; sin
embargo, la fiabilidad de sus resultados se relaciona con la precision de los datos
obtenidos, que van a depender de la calidad de los procesos de la UCI, por lo que no
siempre se realizan. Un estudio ha estimado su uso en UCls de EEUU, concluyendo

que tan solo eran empleadas de rutina en el 10-15% de estas unidades .

Otro inconveniente que presentan es que, al basarse unicamente en el uso de datos
fisiologicos y clinicos, no tienen en cuenta los cambios a nivel molecular cuando existe
fallo de 6rgano. Para dar respuesta a esta carencia, se ha propuesto la evaluacion de
perfiles de expresion génica como fuente para el descubrimiento de marcadores
prondsticos ). Este elemento ha sido estudiado sobre todo en el campo de la
oncologia ®¢87)_En el contexto de los pacientes criticos, las investigaciones al respecto
son menores, sin embargo, en los ultimos anos, algunos estudios realizados con
pacientes sépticos correlacionaron las firmas de expresion génica con la insuficiencia
organica y la mortalidad, lo que aporta resultados prometedores para el desarrollo de

nuevas herramientas de evaluacion prondstica (@8 89.90.91)
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1.7. Perfiles de expresion génica

La expresion génica es el proceso por el cual todos los organismos procariotas y
eucariotas transforman la informacion codificada en el ADN en las proteinas
necesarias para el desarrollo y funcionamiento celular. Esta conversion tiene lugar
mediante una molécula intermediaria llamada ARN mensajero (ARNm), que codifica la

informacion bioldgica. (Figura 9)

Replicacion Replicacion

Transcripcién Traduccidon

ADN " ARN Proteina

Retrotranscripcion

Figura 9. Expresion génica

La transcriptémica trata del estudio del ARN expresado por una célula o tejido en
determinado momento, lo que permite identificar las proteinas que intervienen en las
diferentes situaciones fisiopatologicas. Existen diversas técnicas dentro de este
campo, entre las que se incluyen los microarrays y la reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR).

Microarrays

El analisis de microarrays constituye una herramienta de diagnodstico molecular que
nos permite el estudio de multitud de genes en un mismo tiempo. A través de ellos, se
pueden medir el ARN o ADN expresado por una célula. Consiste en un portaobjetos
de vidrio, denominado chip, el cual contiene en su base multitud de celdas con miles
de sondas de oligonucledtidos, sobre los cuales se enfrenta el material genético objeto

de estudio 2,

El proceso comienza con el aislamiento del ARN mensajero (ARNm) de la muestra,
debiendo evaluarse detenidamente la cantidad y calidad, puesto que se trata de un
material muy fragil en el laboratorio. Debido a esta fragilidad, el ARNm se transforma
en ADN complementario (ADNc) mediante transcriptasa inversa. Cuando el ADNc de

la muestra, previamente marcado, es hibridado con la matriz de ADN que se encuentra
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en el chip del microarray, emite luz fluorescente que puede ser detectada mediante un

escaner especifico. (Figura 10)

Muestra 1 Muestra 2

%P

Extraccion
RNA total
Anélisis de imagen

Imagenes en bruto de cada canal

Marcaje del
RNA con

fluorescencia

2
29 v 3
» Escanear la sefial
e fluorescente emitida

Hibridacion
de material
marcado

Figura 10. Procesamiento de microarrays 3

Asi podemos identificar las huellas moleculares expresadas en diferentes estados
patoldgicos. Esta técnica ha sido ampliamente utilizada en estudios oncolégicos ©497),
y es una herramienta prometedora en otras areas de la medicina como reumatologia

8 o cardiologia 9.

En pacientes con sepsis y shock, el estudio de los perfiles de expresién génica en
sangre periférica mediante la tecnologia de microarrays es empleado cada vez mas
para la realizacion de estudios fisiopatoldgicos destinados a identificar qué genes y
funciones bioldgicas se encuentran alterados en estas situaciones (1% 192 | os datos
obtenidos, acompanados del analisis bioinformatico, los podemos utilizar para
entender las diferencias a nivel molecular que se producen entre los diferentes grupos
de pacientes segun su clinica, o agruparlos por sus caracteristicas moleculares, como
uno de los estudios liderado por Wong en sepsis pediatrica, en el que clasifica a los
pacientes con shock séptico en diferentes subtipos segun sus perfiles de expresion

génica (101,
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El analisis mediante microarrays supone una aproximacion inicial a perfiles de
expresion génica. Para aumentar la robustez de los resultados, es conveniente realizar
una segunda prueba de confirmacién, como la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (QRt-PCR).

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR)

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es otra técnica de diagndstico
molecular ampliamente utilizada en la rutina asistencial de laboratorios clinicos,
desarrollada en la década de 1980 (1% 99 Tradicionalmente ha sido empleada para la
deteccién de agentes infecciosos, sobre todo en el campo de la virologia, pero su uso
se extiende mas alla y, desde la aparicion de la PCR en tiempo real (QRT-PCR), es

una técnica bien establecida para estudios de investigacion génica (1%,

El proceso de amplificacion y deteccion de ADN mediante PCR convencional consta
de tres etapas: extraccién y purificaciéon de ADN de la muestra, amplificacion de un
segmento seleccionado mediante reaccion en cadena de la polimerasa y, por ultimo,
deteccién del producto de la amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa o
poliacrilamida. El resultado proporciona una medicion cualitativa, siendo positivo o

negativo para un transcrito, pero no muestra la cantidad del mismo.

En la PCR a tiempo real (QRT-PCR), los procesos de amplificacién y deteccion se
producen de forma simultanea. Ademas, se utilizan sondas fluorescentes, lo que
permite cuantificar durante la amplificacion el ADN existente en cada momento, ya que
la cantidad de fluorescencia emitida resulta proporcional a la de ADN sintetizado. La
ventaja que nos proporciona la PCR a tiempo real no es sélo su mayor rapidez, si no
que, al utilizar un sistema cerrado para toda la reaccién, el riesgo de contaminacion
disminuye y tiene la capacidad de llevar a cabo diferentes ensayos en un mismo

equipo (106),
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2. JUSTIFICACION

La sepsis es definida como una disfuncion organica potencialmente mortal causada
por una respuesta desregulada del huésped a la infeccion. En su forma mas extrema
da lugar al shock séptico, caracterizado por la necesidad de vasopresores para
mantener una presion arterial media mayor o igual a 65 mmHg y un nivel de lactato

sérico superior a 2 mmol/L en ausencia de hipovolemia "),

La sepsis supone un importante problema de salud a nivel mundial, debido a su
elevada incidencia y mortalidad, incluso en paises desarrollados, en los que conlleva
un elevado gasto de recursos sanitarios ). Constituye la principal causa de muerte de
las unidades de cuidados intensivos no coronarias % 3. Sus niveles de mortalidad
actualmente se mantienen bastante elevados, situandose en torno al 30% ©7- 2% 30),
cifra que se describe aiin mayor cuando se presenta en estado de shock (50-60%) @3
%)y que supera a la de patologias con importante impacto social en nuestro medio
como el infarto agudo de miocardio, el accidente cerebrovascular, el cancer de mama
o el SIDA.

Esta considerada como una “enfermedad tiempo dependiente”. Del mismo modo que
ocurre con otras emergencias médicas, como el ictus o el infarto agudo de miocardio,
el diagnéstico y tratamiento precoces mejoran de manera significativa la supervivencia
y, por el contrario, un retraso en la aplicacion de estas medidas, influye negativamente

en los resultados 26 28),

Los pacientes intervenidos de cirugia mayor, a menudo desarrollan un SIRS debido a
la agresiéon quirdrgica, con manifestaciones clinicas similares a un paciente séptico.
Ademas, durante el periodo perioperatorio pueden presentar shock de cualquier

etiologia.

El tratamiento de un paciente en estado de shock se basa principalmente en la
resucitacion hemodinamica guiada por objetivos, acompafada de estrategias
protectoras de ventilacion pulmonar, en el caso en el que la requiera, y de buen
soporte nutricional. Ademas, en el shock séptico es crucial el control precoz de la
infeccion y el tratamiento antibidtico adecuado. Sin embargo, distinguir entre el shock
séptico y el shock no séptico a menudo resulta complicado, debido a que ambas
situaciones presentan caracteristicas clinicas similares. Como consecuencia de un
diagnéstico erréneo, en muchas ocasiones, se emplea una terapia antimicrobiana de
amplio espectro en pacientes en situacién de shock no séptico, favoreciendo la

proliferacién de microorganismos multirresistentes y la aparicién de complicaciones
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derivadas del tratamiento, como, por ejemplo, reacciones alérgicas, dafio renal,
trombocitopenia, colonizacion por bacterias como Clostridium difficile o la temida

aparicion de resistencias a los antimicrobianos 8,

A pesar de la gran importancia de llevar a cabo un diagndstico precoz y certero del
paciente séptico para implementar una terapia antibiética temprana, en la actualidad
todavia no existen herramientas diagnosticas de precision para estas situaciones. Por
este motivo, se han desarrollado multitud de investigaciones en busqueda de

marcadores especificos de sepsis.

El biomarcador que ofrece mejores resultados es la PCT, ya que sus niveles aumentan
al inicio de la infeccion bacteriana. Su determinacion esta bien establecida en los
laboratorios hospitalarios y se usa de manera rutinaria como guia para el inicio y
duracioén de la terapia antimicrobiana ©®, sin embargo, sus niveles pueden encontrarse
aumentados en otras patologias frecuentes en pacientes criticos, como en cirugia
mayor, fracaso renal o traumatismos. Otros biomarcadores clasicos utilizados en el
paciente séptico son la PCR o los niveles séricos de lactato y leucocitos, con peores
resultados que la procalcitonina en cuanto a valor predictivo de sepsis, puesto que
también se encuentran alterados en otras situaciones habituales, no aportando una

solucion aplicable en clinica a este problema diagndstico ©569),

Todos estos marcadores, pueden presentarse elevados a causa de una agresion
quirargica, por tanto, no son los mas adecuados para diferenciar el origen del shock en
pacientes intervenidos de cirugia mayor. Asi pues, discriminar, segun parametros
clinicos, entre shock séptico y no séptico, es todo un reto si no se dispone de las

herramientas adecuadas.

El analisis de expresion génica en sangre periférica se ha revelado como un
instrumento util para identificar las alteraciones moleculares que ocurren en
determinados estados patoldgicos. Esto ha llevado a investigar sobre la huella
molecular de los pacientes sépticos, por lo que en los ultimos afios han aumentado las
referencias sobre la busqueda de biomarcadores en sepsis. Pero estos estudios se
han limitado a analizar los diferentes perfiles transcriptdmicos en el paciente séptico
(88,107-109) 'y no existe comparacién con pacientes que presenten caracteristicas
similares por otra patologia. Asi, con este trabajo se pretende obtener un patrén de

diagnéstico molecular util para la identificacion de pacientes sépticos.
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Por otra parte, el shock de cualquier etiologia, tanto séptico como no séptico, sigue
siendo una complicacion frecuente en pacientes ingresados en unidades de cuidados
intensivos tras someterse a una cirugia mayor. Es un sindrome clinico caracterizado
por una perfusion tisular insuficiente para satisfacer las demandas metabdlicas de los
tejidos, dando lugar a hipoxia celular. Su mortalidad es mayor aun que la del paciente
séptico ©3 34 Segun un estudio realizado por Van Wagenberg y colaboradores en el
ano 2017, la causa mas comun de muerte en la UCI postquirargica fue el shock,

incluido el shock séptico y el shock hipovolémico (119,

Para la valoracién del estado de gravedad y de la probabilidad de mortalidad de
pacientes criticos, se emplean diversas escalas cuyo valor pronostico esta bien
documentado, como la “Acute Physiology And Chronic Health Condition II” (APACHE
), la “Sequential Organ Failure Assessment” (SOFA) y la “Simplified Acute Physiology
Score II” (SAPS II). Estos sistemas de estadiaje, tienen en cuenta datos fisioldgicos y
clinicos del paciente, pero no evaluan las alteraciones a nivel molecular, y su
aplicacion va a depender de los criterios de los médicos de la UCI. Segun el estudio de

Breslow y Badawi, solo se utilizan de rutina en el 10-15% de las UCls de EEUU ©4),

Asi, el desarrollo de pruebas que evalien cambios moleculares a través del analisis de
patrones de transcripcion, podria mejorar la prediccion de mortalidad en estos
pacientes. Por tanto, el segundo objetivo de este estudio es identificar los patrones de
expresion génica que puedan estratificar a los pacientes con shock postquirdrgico

como pacientes con alto o bajo riesgo de mortalidad.
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HIPOTESIS

3. HIPOTESIS

A través del analisis de perfiles de expresidén génica en sangre periférica podemos
obtener biomarcadores que ayuden en el diagndstico diferencial entre pacientes con
shock séptico y shock de otra etiologia; asi como realizar una estratificacién pronéstica

segun su riesgo de mortalidad en pacientes con shock posquirurgico.
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OBJETIVOS

b)

b)

OBJETIVOS

4.1. Objetivos principales

Identificar en los pacientes operados de cirugia mayor la huella molecular que

diferencia el shock séptico del shock no séptico.

Identificar los patrones de expresion genética que pueden distinguir entre el
riesgo de mortalidad en pacientes con shock posquirurgico.

4.2. Objetivos secundarios

Comparar la capacidad de los genes propuestos para diferenciar los casos de
shock séptico de los de shock no séptico frente a la de los biomarcadores
clasicos PCT, PCR y leucocitos.

Contrastar la eficacia de la expresion génica diferencial que discrimina a los

pacientes con shock posquirdrgico segun su riesgo de mortalidad con la de las

escalas pronésticas tradicionales APACHE Il y SOFA.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Disefio del estudio

Se trata de un estudio observacional prospectivo, llevado a cabo con pacientes de la
Unidad de Reanimacién del Hospital Clinico Universitario de Valladolid sometidos a

cirugia mayor entre enero de 2014 y diciembre de 2018.

Para el estudio de nuestro primer objetivo, se recogieron muestras sanguineas y datos
clinicos de una primera cohorte, a la que llamamos cohorte descubrimiento, de 113
pacientes, de los cuales 80 presentaban shock séptico y 33 shock no séptico. En ella
se evaluaron los niveles de expresion génica mediante el analisis de microarrays. Con
el fin de comprobar la fiabilidad de los resultados obtenidos, se realizé un estudio
mediante reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR), para la que
se obtuvo una segunda cohorte, llamada validacién, formada por 167 pacientes (108

diagnosticados de shock séptico y 59 de shock no séptico). (Figura 11)

Cohorte descubrimiento
(113)

| Microarrays |

Cohorte validacion
(167)

| qPCR |

Figura 11. Disefio del estudio (SS/SNS)
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Para el estudio de mortalidad, se seleccionaron Unicamente aquellos pacientes con un
valor de lactato en sangre igual o mayor a 2 mmol/L @ en algin momento durante las
primeras 24 horas del periodo postoperatorio. De la cohorte descubrimiento se
obtuvieron 117 pacientes para el analisis de microarrays y de la cohorte validacion se
recopilaron 112 pacientes, para la confirmacion de los resultados mediante gRT-PCR.
El punto de corte de mortalidad se establecioé en 30 dias tras la intervencion quirurgica.
(Figura 12)

Alto
riesgo
Cohorte descubrimiento Lactato > 2 mmoliiL Mortalidad
(117) Bajo

riesgo

Microarrays

riesgo

Cohorte validacion i
Lactato > 2 mmoi Mortalidad

(112)

riesgo

gPCR

Figura 12. Disefo del estudio (mortalidad)

Para la normalizacion de los datos de expresidn génica se reclutaron muestras de 15
voluntarios sanos del personal de la Universidad de Valladolid de edades similares a

los pacientes incluidos en el estudio.

Criterios de inclusion

Se incluyeron pacientes mayores de 18 afos ingresados en la Unidad de Reanimacion
tras someterse a cirugia mayor que desarrollaron shock de cualquier etiologia durante

el periodo postoperatorio.
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Criterios de exclusion

Fueron excluidos del estudio pacientes de raza no caucasica, embarazadas, aquellos
que no firmaron el consentimiento informado, los que fallecieron en las primeras 24
horas tras el diagnéstico y aquellos con diagndstico de shock no séptico que

desarrollaron infeccion confirmada durante la hospitalizacion.

Comité ético. Consentimiento informado

Siguiendo el codigo de ética de la Asociacion Médica Mundial (Declaracion de
Helsinki), se cred un protocolo de estudio de los aspectos cientificos y éticos, con
aprobacion del Comité Cientifico para la Investigacion Clinica del Hospital Clinico
Universitario de Valladolid. El consentimiento informado se obtuvo directamente de
cada paciente antes de su inclusion en el estudio, o de un representante legal ante la

imposibilidad de éste.

Recogida de muestras

En las primeras 24 horas tras el diagndstico de shock, )

se recogio una muestra de 2,5 ml de sangre mediante s o ?
tubos de extraccion de sangre venosa PAXgene ,$§> ‘; >
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE. UU). Los v Y

tubos PAXgene contienen una combinacién de
reactivos que estabiliza el ARN, protegiéndolo de la
degradacion por ARNasas y eliminando la induccién de

Figura 13. Tubos PAXgene (12
expresion génica ex vivo "', (Figura 13)

Variables clinicas

De forma simultanea a la recoleccion de muestras sanguineas, se recopilaron los
datos clinicos a través de un cuestionario que incluia la historia clinica médica, la
exploracién fisica y pruebas complementarias como el estudio hematoldgico,

bioguimico, radiolégico y microbioldgico.
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Tratamiento

Las decisiones de tratamiento no fueron estandarizadas para todos los pacientes, sino
que fueron tratados segun los criterios de los médicos que habitualmente trabajaban
en la Unidad de Reanimacion, siguiendo los mismos protocolos que para el resto de

pacientes ingresados en la Unidad.

Diagndstico clinico y microbioldgico

El diagndstico de shock séptico se establecié segun la Tercera definicién de consenso
internacional para la sepsis y shock séptico (Sepsis-3). Para la definicion de shock no

séptico se siguieron las mismas directrices, demostrando la ausencia de infeccién @,

Ante la sospecha de infeccion, se recogieron muestras bioldgicas que se enviaron al
laboratorio de microbiologia del Hospital Clinico Universitario de Valladolid para su
analisis microbiano. Las muestras se trataron mediante tincién de Gram y cultivo en
medios de uso general (agar-sangre, agar-chocolate y los diferentes medios de agar
MacConkey y agar Chapman). Para el diagnéstico de infeccion fungica, las muestras
se cultivaron en agar Sabouraud. EIl aislamiento de microorganismos o la sospecha

clinica de infeccion, sin la administracion de antibiéticos, no se considero infeccion.

5.2. Microarrays expresion génica

El procesamiento de las muestras recogidas para el estudio de expresion génica
mediante el analisis de microarrays se llevé a cabo en el laboratorio de la Unidad de

Investigacién Biomédica del Hospital Clinico Universitario de Valladolid.

Extraccion del ARN total

La extraccion del ARN total de las muestras sanguineas se realizé desde los tubos
PAXgene utilizando los equipos “PAXgene blood RNA kit” (PreAnalytix,

Hombrechtikon, Suiza) siguiendo los protocolos del fabricante. La limpieza del ARN
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extraido se llevo a cabo afadiendo ADNasa a la muestra para eliminar los restos de
ADN. Se concentraron hasta 1750 ng de cada muestra de ARN con el kit de limpieza
RNeasy Mini (QIAGEN, Hilden, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, obteniendo asi ARN purificado, listo para ser utilizado en los siguientes

procesos.

Evaluacion de calidad y cantidad de ARN total

Las reacciones de amplificacion del ARN pueden variar segun el grado de integridad y
pureza del ARN inicial. Por tanto, tras la extraccion del ARN total, resulta imperativo
evaluar la calidad del material, comprobando que no esté degradado ni contaminado
con otras proteinas o restos de ADN. Dicha evaluacién se realizd6 mediante el
Bioanalizador de ARN Experion (BioRad, Hercules, CA, EE. UU.). (Figura 14)

Figura 14. Bioanalizador de ARN Experion
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Ademas de comprobar la calidad del ARN obtenido tras la purificacion, se determiné la
cantidad con el espectrofotdmetro de amplio espectro (220-270nm) NanoDrop 1000
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE. UU), que determina la concentracion

de ARN midiendo la absorbancia a 260 nm. (Figura 15)

Figura 15. Espectrofotémetro NanoDrop 1000

Ambos pasos, resultan fundamentales para obtener unos resultados reproducibles y
comparables en el analisis de microarrays de expresion génica. Asi, los perfiles de
expresion génica se evaluaron unicamente en aquellas muestras que presentaron una

calidad y cantidad adecuadas.

Amplificacion y marcaje de la muestra

El proceso de amplificacion y marcaje se llevé a cabo usando el kit de etiquetado
Quick Amp Labelling (Agilent, Palo Alto, CA, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Se utilizaron 100 ug de ARN total para producir ARN complementario
(ARNc) marcado con una sustancia fluorescente, en nuestro caso cianina 3-CTP.
Nuevamente, las muestras se purificaron con el kit RNeasy Mini (QIAGEN, Hilden,
Alemania), siguiendo los mismos protocolos. Finalmente, el ARNc purificado, se

almacend a -80°C para su posterior utilizacion.
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Preparacion de la hibridacién

Del mismo modo que se midié la cantidad del ARN de partida, fue necesario la
cuantificacion de ARNCc purificado antes de llevar a cabo la hibridacién de las muestras
con los chips de expresion génica. Para ello volvimos a hacer uso del

espectrofotometro NanoDrop 1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE.UU).

Hibridacion

Siguiendo el protocolo de analisis de expresidén génica basado en microarrays de un
color, version 5.7 (Agilent, Santa Clara, CA EE. UU.) (""®, se hibridaron 3 ug de ARNc
marcado con el kit de microarrays de genoma humano completo (GPL10487; Agilent,
Palo Alto, CA EE. UU.). Cada array contiene 41.000 genes humanos unicos y sondas

de trascripcion diferentes, por lo que ofrece cobertura de todo el transcriptoma.

La técnica de hibridacion de Agilent se basa en unas finas laminas de vidrio sobre las
que se encuentran una serie de oligonucledtidos inmovilizados en microesferas
localizadas sobre micropocillos en la superficie de la matriz. Sobre estas sondas se va
a hibridar el ARNc marcado con cianina. La excelente calidad y reproductibilidad de

este sistema se debe al gran numero de sondas redundantes en cada array.

Procesado de la imagen y analisis de datos

Las matrices se escanearon en un sistema de escaner de microarrays Agilent
G2565BA (Agilent, Wilmington, DE, EE. UU.) de acuerdo con el protocolo del
fabricante, y los datos se extrajeron utilizando el software Agilent Feature Extraction
version 9.5.3 siguiendo el protocolo Agilent GE1-v5_95 Feb07 y el conjunto métrico
QC GE1_QCMT_Jan08. (Figura 16)
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Figura 16. Sistema de escaner de microarrays de Agilent Technologies

Los archivos de datos sin procesar se importaron al entorno de programacion de R-
Bioconductor utilizando la funciéon read maimages del paquete limma. Las sondas de
repeticién se agregaron por su valor medio. El preprocesamiento se continué mediante la
correccion de fondo utilizando el método normexp ('sillin') con un valor de compensacion
de 50. La normalizaciéon entre las matrices se realizé mediante el método cuantil. La
matriz de expresion se resumio para un analisis posterior mediante la seleccion del decil

superior de las sondas en variacion.

El analisis de expresion diferencial entre pacientes con shock séptico y shock no
séptico se continud utilizando la funcién ImFit del paquete limma para obtener cambios
de pliegue logaritmico entre ambos grupos. El enriquecimiento funcional de los genes
mas relevantes se realizé mediante ontologia Gene Ontology Biological Processes
(GO-BP).

Para el estudio de riesgo de mortalidad en pacientes con shock se realizé un
procedimiento de agrupacion en la matriz de expresion para definir grupos de pacientes
(agrupacion en columnas) y grupos de genes (agrupacion de rowwise) de relevancia. La
funcion de agrupamiento era hclust del paquete stats R usando la distancia euclidiana y
el método de agregacion Ward.D2. Los grupos de pacientes se compararon en términos
de andlisis de supervivencia. Realizamos la expresion diferencial en el analisis de la
matriz de expresion utilizando la funcién ImFit del paquete limma para obtener cambios

logFold de los genes que distinguirian mejor entre grupos de pacientes, suponiendo que
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el grupo se realizaria como método de descubrimiento de clase. El grupo de genes mas
significativo fue validado funcionalmente mediante la entrada en el sitio web Search Tool
for the Retrieval of Interacting Genes version 11 (STRING; Instituto Suizo de
Bioinformatica) para probar la interaccién proteina-proteina significativa y el
enriquecimiento de las etiquetas GO (Ontologia Genética). Para el analisis de STRING, la

puntuacion de confianza de interaccion media se establecioé en 0,4 como un valor umbral.

El conjunto de datos de microarrays se ha depositado en el Omnibus de expresion génica
de NCBI y se puede acceder a través del numero de acceso de la serie GEO
GSE131761 para el estudio de comparacién entre shock séptico y shock no séptico, y
GSE132897 para el estudio de mortalidad.

Los genes diferencialmente expresados (GDE) entre los grupos shock séptico y shock no
séptico, asi como los que se diferenciaban para la prediccion de mortalidad, fueron

probados en las cohortes de validacion mediante gqRT-PCR.

5.3. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR)

Para validar la fiabilidad de los datos obtenidos mediante analisis de microarrays, se
seleccionaron una serie de genes en funcién de los cambios de pliegue y el valor p de
microarrays, y sus niveles de expresion se evaluaron mediante qRT-PCR en la cohorte
de validacion. Este procedimiento se llevé a cabo en el laboratorio de Protedmica y

Gendmica de la Universidad de Lérida.

Para obtener el ADNCc, se realizd la transcripcion inversa con el kit de sintesis de ADNc
avanzado iScript (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) utilizando el ARN aislado de los
pacientes. EI ADNc se utiliz6 como plantilla en la qRT-PCR para evaluar el perfil de
expresion de ARNm de los genes IGHG1, IL1R2, LCN2, LTF, MMP8 y OLFM4, que se
distinguian entre los grupos de shock séptico y shock no séptico tras el estudio de
microarrays. Del mismo modo, para el estudio de mortalidad, se analiz6 el perfil de
expresion de los genes IL1R2, CD177, RETN y OLFM4 en los grupos de pacientes

supervivientes y no supervivientes.

gRT-PCR se realiz6 en un termociclador CFX96 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
utilizando PrimeTime® Gene Expression Master Mix y las siguientes condiciones de

ciclado: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 minutos y 45 ciclos de
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desnaturalizacién a 95 °C durante 15 segundos; recocido y alargamiento a 62 °C

durante 15 segundos.

El gen de actina se empleé como gen de referencia para la normalizacién de los datos,
y se compararon los patrones de expresion génica obtenidos por qRT-PCR entre los
grupos de pacientes con shock séptico y shock no séptico, y los patrones de expresion

diferencial entre supervivientes y no supervivientes.

Las secuencias de los cebadores para los genes seleccionados se enumeran en las
Tablas 8a y 8b. En el caso de los genes IGHG3, IGHG2, IGHA1 e IGHA2, se disefid

un par de cebadores para amplificar todas las clases de IgG.

Tabla 8a. Cebadores usados para qRT-PCR de genes humanos (SS vs SNS)

Gen Directo (5’-3’) Inverso (5’-3’) Eficiencia
Actina CCTTGCACATGCCGGAG ACAGAGCCTCGCCTTTG 87.2%
IGHG1 ACGGCGTGGAGGTGCATAATG GTTGGAGACCTTGCACTTGTACTC 96.9%
IL1R2 | GCATCTGTATTCTCAAAAACTCTGA GGTGCTCTGTGGCTTCTG 96.9%
LCN2 TCTCCCAGCTCCCTCAATG AACTTCATCCGCTTCTCCAA 97.2%

LTF CTGCAAGACAGTGACATCTTTC TCTGTGCTCTGTGTATTGGC 94.3%
MMP8 | GCATCAACTTTACTCTCTATTCCTG | CATACTTCTTTGTAAATGACCAATTCTG 94.5%
OLFM4 TGCTGATGTTCACCACACC CTGAAGACCAAGCTGAAAGAGT 92.2%

Tabla 8b. Cebadores usados para qRT-PCR de genes humanos (mortalidad)

Gen Directo (5°-3’) Inverso (5’-3’) Eficiencia
Actina CCTTGCACATGCCGGAG ACAGAGCCTCGCCTTTG 87.2%
IL1R2 | GCATCTGTATTCTCAAAAACTCTGA GGTGCTCTGTGGCTTCTG 96.9%
CD177 AAGAGATTACCAGCCACAGAC GCTGAACTGTCCCAAACTG 90.0%
RETN GCCGGATTTGGTTAGCTGA CATGGAGCACAGGGTCTTG 99.7%
OLFM4 TGCTGATGTTCACCACACC CTGAAGACCAAGCTGAAAGAGT 92.2%

La eficiencia de amplificacion por PCR se establecié utilizando curvas de calibracion.
Para cada gen, se produjo una curva estandar basada en cinco diluciones de una
mezcla equimolar de muestras de ADNc por triplicado para verificar la eficiencia de
amplificaciéon. Cada muestra se procesé en pocillos por triplicado. Los valores del
umbral del ciclo (Ct) se obtuvieron con el software Bio-Rad CFX Maestro (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) y se convirtieron a niveles relativos de expresién génica utilizando
el método 2-AACH.
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5.4. Analisis estadistico

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el paquete estadistico SPSS version
24 (IBM, Armonk, NY, EE. UU.) y el paquete estadistico R version 3.4.1 (The R

Foundation, Viena, Austria).

Las variables recogidas se compararon entre los distintos grupos de estudio con el fin
de evaluar las posibles diferencias significativas. Para las variables categéricas se
utilizé la prueba x2 de Pearson, mientas que el anadlisis de las variables continuas se
realiz6 mediante la prueba t de Student. La distribuciéon normal y la homogeneidad de
la varianza de los datos se evalué mediante las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y
Levene, respectivamente. Para los analisis de supervivencia se usé el método de

Kaplan-Meier con prueba de log-rank.

Para cuantificar la sensibilidad y especificidad de los genes diferencialmente
expresados por qRT-PCR entre los grupos shock séptico y shock no séptico, se realizd
un analisis de la caracteristica operativa del receptor (ROC) con el area bajo la curva
(AUC) de cada uno de los genes por separado y en su conjunto. Ademas, estas AUC
se compararon con las de los diferentes biomarcadores utilizados en la actualidad para
el diagnéstico y evolucion del shock séptico: procalcitonina (PCT), proteina C reactiva
(PCR) y neutrodfilos. Con el fin de mejorar el AUC, se realizé un modelo de regresion
logistico multivariante avanzado incluyendo las variables de ajuste sexo, edad, cirugia

urgente y niveles sanguineos de neutrdfilos y bilirrubina.

Para los genes diferencialmente expresados entre los grupos de alto y bajo riesgo de
mortalidad se evaluaron la sensibilidad y especificidad midiendo el area bajo la curva
(AUC) con los mismos criterios. Se compararon con las escalas actuales de riesgo de
mortalidad SOFA y APACHE II, asi como con biomarcadores como PCT, PCR, lactato,
leucocitos y neutrdfilos. Para mejorar el AUC se incluyeron las variables de ajuste
sexo, edad, cirugia urgente y niveles sanguineos de bilirrubina, creatinina, lactato y

leucocitos.

En todos los casos, se consideré un valor p < 0,05 para indicar significacion

estadistica.
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6. RESULTADOS

Como se ha descrito en el apartado de material y métodos, este estudio se realizé con
pacientes de la Unidad de Reanimacion del Hospital Clinico Universitario de Valladolid,

que presentaron shock en algin momento del periodo posoperatorio.

Dentro de las primeras 24 horas de diagnostico de shock, se obtuvieron muestras de
sangre periférica y datos clinicos de una primera cohorte de pacientes (cohorte
descubrimiento), clasificandolos en dos grupos: shock séptico y shock no séptico. Se
extrajo el RNA total de las muestras sanguineas para su hibridacion mediante
microarrays. Los resultados obtenidos se procesaron mediante analisis bioinformatico.
De todo este proceso, se obtuvo una serie de 6 genes diferencialmente expresados

entre ambos grupos.

Para estudiar el riesgo de mortalidad en pacientes con shock postquirurgico se
seleccionaron en la cohorte de validacion aquellos pacientes que presentaban un nivel
de lactato en sangre mayor a 2 mmol/L, y se dividieron en dos grupos: supervivientes y
no supervivientes a los 30 dias de la cirugia. Siguiendo la misma metodologia en el
procesamiento de microarrays, se obtuvieron 4 genes diferencialmente expresados

entre los dos grupos.

Con el fin de verificar la fiabilidad de los datos obtenidos a través del analisis de
microarrays, los genes con resultado significativo se analizaron mediante gRT-PCR
utilizando una segunda cohorte de validacién obtenida mediante muestras de otros

pacientes siguiendo los mismos criterios.

6.1. Huella molecular diferencial entre shock séptico y shock no séptico

Caracteristicas de los pacientes

Las caracteristicas clinicas de los pacientes posquirurgicos incluidos en el estudio se

describen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Caracteristicas pacientes Shock séptico/Shock no séptico

Cohorte descubrimiento

Cohorte validacion

SS SNS p SS SNS p

(n= 80) (n=33) (n=108) (n= 59)
Caracteristicas
Edad 70.68 65.52 0.056 69.05 66.75 0.273
Sexo masculino [n (%)] 58.75 (47) | 48.48 (16) | 0.318 | 58.33(63) | 66.10(39) | 0.325
Comorbilidades [n (%)]
Hipertension arterial 66.25 (53) | 60.61 (20) | 0.568 | 62.96 (68) | 59.32(35) | 0.644
Enfermedad cardiovascular 51.25(41) | 57.58 (19) | 0.540 33.33(36) | 22.03(13) | 0.125
cronica
Enfermedad respiratoria 15.00 (12) 9.09 (3) 0.400 17.59 (19) 15.25 (9) 0.824
cronica
Fallo renal crénico 11.25 (9) 6.06 (2) 0.397 8.33 (9) 8.47 (5) 0.975
Fallo hepatico crénico 1.25(1) 0.00 (0) 0.519 1.85(2) 1.24 (1) 0.942
Diabetes mellitus 23.75(19) | 15.15(5) 0.310 | 23.15(25) | 13.56 (8) 0.137
Cancer 28.75(23) | 12.12 (4) 0.059 | 25.93(28) | 13.56 (8) 0.063
Inmunosupresion 7.50 (6) 0.00 (0) 0.271 5.56 (6) 3.39 (2) 0.531
Curso del tiempo y resultado
Estancia hospitalaria 33.60 23.36 0.025 30.79 20.44 0.011
Estancia en Reanimacién 12.24 7.30 0.350 10.06 7.81 0.187
Mortalidad [% (7 dias)] 13.58 (11) | 15.15(5) 0.706 13.89 (15) | 20.34 (12) | 0.209
Mortalidad [% (28 dias)] 30.86 (25) | 30.30(10) | 0.869 | 30.56 (33) | 35.59 (21) | 0.295
Mortalidad [% (90 dias)] 45.68 (37) | 30.30(10) | 0.184 | 37.96(41) | 37.29(22) | 0.880
Fuente de infeccién [n (%)]
Tracto respiratorio 40.00 (32) | 18.19(6) 0.026 | 30.56 (33) | 11.86 (7) 0.007
Abdomen 31.25 (25) 0.00 (0) 0.000 | 29.63 (32) 0.00 (0) 0.000
Tracto urinario 21.25 (17) 6.06 (2) 0.050 17.59 (19) 8.47 (5) 0.108
Bacteriemia 46.25 (37) 3.03 (1) 0.000 | 37.96 (41) 6.78 (4) 0.000
Microbiologia [n (%)]
Gram + 65.00 (52) | 21.21 (7) 0.000 | 62.04 (67) | 18.64(11) | 0.000
Gram - 76.25 (61) | 27.27 (9) 0.000 | 66.67 (72) | 16.95(10) | 0.000
Hongos 28.75(23) | 12.12 (4) 0.059 | 26.85(29) | 11.86(7) 0.024
Mediciones al diagnéstico [media (RIQ)]
Bilirrubina total (mg/dL) 0.80 0.82 0.899 0.82 1.02 0.183
Glucosa (mg/dL) 157 166 0.139 160 192 0.019
Recuento plaquetas 148500 100000 0.019 179000 144000 0.017
(cels/mm?)
INR 1.34 1.32 0.580 1.37 1.31 0.891
SvcO2 70.90 68.70 0.042 72.30 64.20 0.001
Proteina C-reactiva (mg/L) 220.95 90.60 0.000 139.45 98.30 0.000
Procalcitonina (ng/mL) 6.00 1.42 0.002 4.72 249 0.008
Lactato (mg/dL) 26 32 0.204 23 35 0.004
Leucocitos (cels/mm3) 16575 13620 0.171 16250 13890 0.235
Neutrdfilos (cels/mm3) 15405 12009 0.026 15756 12500 0.033

SS: Shock séptico; SNS: Shock no séptico; INR: ratio internacional normalizado (international normalized ratio);
SvcOz: saturacién venosa central de oxigeno.
Los datos cuantitativos estan expresados como medias con rango intercuartilico (RIQ). Los datos cualitativos estan

representados como porcentajes y nimeros absolutos. Se consideré como diferencia significativa un valor de p < 0.05
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Tanto en la cohorte descubrimiento como en la cohorte validacion, no se observaron
diferencias significativas en cuanto al sexo, edad y comorbilidades entre los pacientes
de los grupos de shock séptico y shock no séptico. La duracion de la estancia
hospitalaria fue mayor en los pacientes sépticos en ambas cohortes, mientras que no
se observaron diferencias en cuanto a mortalidad, medida en los dias 7, 28 y 90 del

periodo postoperatorio.

En cuanto al origen de la infeccion en el grupo de pacientes sépticos, lo mas frecuente
fue el hallazgo de bacteriemia (46,25% en la cohorte descubrimiento y 37,96% en la
cohorte validacion), seguido de infeccion del tracto respiratorio (40% y 30,56%
respectivamente), abdomen (31,25% y 29,63%) y tracto urinario (21,25% y 17,59%).
Los microorganismos aislados mas comunes fueron las bacterias gramnegativas
(76.25% en la cohorte descubrimiento y 66.67% en la cohorte validacion), seguidos de
las bacterias grampositivas (65% y 62,4%) y hongos (28.75% y 26,85%).

Identificacion de genes biomarcadores que discriminan shock séptico de shock no

séptico

En primer lugar, se realiz6 un analisis exploratorio de los datos calculando los
componentes principales de la matriz de expresion génica, representado como
diagrama de dispersion en la figura 17. Cada punto de la grafica se corresponde con
un paciente, representado en color verde, azul o rojo segun pertenezca a los grupos

control, shock séptico o shock no séptico respectivamente.

Como cabria esperar, esta primera reduccion de la dimensionalidad muestra que el
grupo control sano diverge notablemente en la expresion génica de los otros dos. Sin
embargo, aunque los pacientes de los grupos shock séptico y shock no séptico se
superpongan en el diagrama, se puede observar que aquellos con shock séptico
permanecen en un nivel mas bajo tanto en el componente principal 1 (PC)1 como en
componente principal 2 (PC2), por lo que ya se muestra cierta expresion diferencial

entre ambos grupos. (Figura 17)
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Figura 17. Analisis de componentes principales (ACP)

Para confirmar este resultado se realiz6 un modelo de regresion lineal mdltiple, que

proporcion6 un cambio pliegue logaritmico (log-fold change) y un valor de p

estadisticamente significativo para cada transcripcion (Figura 18).

## Symbol logFC  AveExpr t
## A_23_P169437 LCN2 1.875168 10.785110 4.781102
## A_33_P3263319 IGHG3 1.707489 10.341171 4.634861
## A_33_P3424591 IGHG2 1.702720 11.119200 4.556312
## A_33_P3351180 IGHA1 1.555341 13.020675 4.130741
## A_23_P166848 LTF 1.533540 11.314648 3.723054
## A_23_P24493 MMPE8 1.447919 8.227103 5.090098
## A_23_P61042 IGHA2 1.446011 9.940523 4.191393
## A_24_P181254 OLFM4 1.425667 10.213777 2.949489
## A_33_P3350863 RETN 1.355142 13.309322 4.136175
## A_32_P157213 <NA> 1.298464 11.198303 3.531556
## A_23_P119222 RETN 1.282888 12.222852 4.089369
## A_24_P63019 IL1R2 1.272861 11.794031 4.021599
## A_33_P3257678 HIST2H3C 1.233130 8.658786 5.002119
## A_23_P259863 CD177 1.228630 12.757732 3.059064
## A_23_P167168 IGJ 1.216922 9.910537 3.850927
## A_33_P3226154 1.187846 14.045240 3.729190
## A_33_P3379039 IGLLS 1.181211 12.801303 3.659037
## A_24 P144346 1.166004 9.029897 4.693194
## A_33_P3369844 CD24 1.157589 10.146522 4.116037
## A_23_P64372 TCN1 1.154503 9.436785 4.241358

Figura 18. Analisis log-fold change
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.667493e-06
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La representacién simultanea de -log10 (p) frente a los cambios de pliegue
logaritmicos proporciona el diagrama del volcan (volcano plot) que se observa en la
figura 19, donde cada punto refleja una transcripcion. En este diagrama se puede
observar un pequefio grupo de transcripciones que se diferencian de forma
significativa de las demas, encontrandose por encima del umbral positivo de cambio
de pliegue logaritmico mayor de 1,5, con un valor de p menor o igual a 0,05. Estas
transcripciones pertenecen a una serie de genes que se sobreexpresaron en el grupo
de pacientes con shock séptico, de los que seleccionamos los 9 primeros: LCN2,
IGHG3, IGHG2, LTF, OLFM4, IGHA1, IGHA2, MMP8 e IL1R2. (Figura 19)

-log10 adj p-value

log2 fold change

Figura 19. Volcano plot

La expresion de estos nueve genes para pacientes con shock séptico y shock no
séptico se encuentra representada en el siguiente grafico de mapa de calor (Figura
20). Las filas representan el valor de expresion génica correspondiente a cada uno de
los genes estudiados, y las columnas corresponden a la muestra (en azul claro los

pacientes del grupo de shock séptico y en azul oscuro los del grupo de shock no
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séptico). El color verde indica la sobreexpresion de un gen, mientas que el color rojo

su infraexpresion.

; Mortalidad
Inl N 1l 1P mimll n I 11 m ortalida
[ =]

2 . Supervivientes
No supervivientes

LCNZ 1 Tipo de shock

Shock séptico
o . Shock no séptico
IGHG3
-1

icHG2 [l 2

LTF
OLFM4
IGHA1
IGHA2
MMP8

IL1R2

Figura 20. Grafico de mapa de calor de genes de interés.

Estos nueve genes diferencialmente expresados entre ambos grupos poseen una

caracteristica comun: sus vias de sefnalizacién estan relacionadas con el sistema

inmune, siendo la respuesta inmune humoral la caracteristica mas compartida. La

caracterizacion funcional enriquecida esta representada en la Figura 21.
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Figura 21. Enriquecimiento bioldgico funcional

Validaciéon de los biomarcadores genéticos en una cohorte de validacion

Para evaluar la robustez de los genes seleccionados como biomarcadores candidatos,
estos fueron evaluados mediante qRT-PCR en una cohorte de estudio independiente
(cohorte de validacién). En concordancia con los datos de microarrays de la cohorte de
descubrimiento, la actividad transcripcional de LCN2, IGHG3, IGHG2, LTF, OLFM4,
IGHA1, IGHA2, MMP8 e IL1R2 en pacientes con shock séptico aumenté
significativamente en comparacion con la de pacientes con shock no séptico.
(Figura 22)
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Figura 22. Niveles relativos de ARNm de IGHG1 (A), IL1R2 (B), LCN2 (C), LTF (D),
MMP8 (E) y OLFM4 en pacientes con shock no séptico y shock séptico, medidos por

qRT-PCR. (La linea horizontal dentro del cuadro indica la mediana, los limites del cuadro indican los percentiles 25 y
75, y los bigotes indican los valores mas altos y mas bajos).

En un primer paso, estos biomarcadores se evaluaron mediante el analisis de la curva
ROC en la cohorte de validacién, midiendo el AUC de cada uno de ellos para cuantificar
su precision. Como muestran la Figura 23 y la Tabla 10, el AUC mas alto corresponde al
gen IGHG1 (0.797; 0.727-0.867) seguido de LTF (0.719; 0.634-0.803), OLFM4 (0.698;
0.611-0.786), LCN2 (0.677; 0.590-0.764), MMP8 (0.637; 0.548-0.726) y el gen IL1R2
(0.632; 0.540-0.725.

Tabla 10. Area bajo la curva genes biomarcadores

95% de intervalo de
confianza asintético
Variables de Error Significacion Limite Limite
resultado de Area | estandar? | asintética P inferior superior
prueba
IGNG1 0.797 0.036 0.000 0.727 0.867
IL1R2 0.632 0.047 0.008 0.540 0.725
LCN2 0.677 0.044 0.000 0.590 0.764
LTF 0.719 0.043 0.000 0.634 0.803
MMP8 0.637 0.045 0.006 0.548 0.726
OLFM4 0.698 0.045 0.000 0.611 0.786
En conjunto 0.841 0.032 0.000 0.779 0.904

. 2Bajo el supuesto no paramétrico. ® Hipotesis nula: area verdadera = 0.5
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Figura 23. Curvas ROC genes biomarcadores (analisis de los genes de forma individual)

A continuacion, se realizé un modelo de regresion multivariante incluyendo todos los

genes evaluados con el fin de mejorar la precision en los resultados, aumentando el AUC
hasta 0.841 (Figura 24. Tabla 10).

Sensibilidad

081

0.2

02 04 08
1 - Especificidad

0B

Figura 24. Curva ROC genes biomarcadores (modelo de regresion logistica)
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Con el objetivo de comparar los resultados obtenidos con los biomarcadores utilizados
actualmente en la practica clinica para el diagndstico y evolucion del shock séptico, se
evalud la capacidad de discriminar los casos de shock séptico y no séptico entre los
niveles de expresion génica y la PCT, PCR y neutréfilos. Los valores de los
parametros clinicos se recogieron en el momento de la extraccion de la muestra de
sangre para los estudios de expresion génica. Al analizar el AUC de los biomarcadores
clasicos, se observaron peores resultados para diferenciar entre shock séptico y shock no
séptico, con 0.598 (0.505-0.690) para PCT, 0.692 (0.598-0.786) para PCR y 0.613
(0.519-0.707) para neutrdfilos. (Figuras 25-28) (Tabla 11)

Tabla 11. Area bajo la curva en conjunto

95% de intervalo de

confianza asintoético

Variables de Error Significacion | Limite Limite

resultado de prueba | Area | estandar? | asintética® inferior | superior
Genes biomarcadores | 0.841 0.032 0.000 0.779 0.904
Procalcitonina 0.598 0.047 0.060 0.505 0.690
PCR 0.692 0.048 0.000 0.598 0.786
Neutrdfilos 0.613 0.048 0.027 0.519 0.707

aBajo el supuesto no paramétrico. ® Hipotesis nula: area verdadera = 0.5)

Sensibilidad
Sensibilidad

T T 1 o T T T T 1
02 04 08 o8 10 oo 02 04 08 os 10
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Figura 25. Curva ROC procalcitonina Figura 26. Curva ROC PCR
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Figura 28. Curva ROC en conjunto

Para mejorar aun mas el AUC se realizé un nuevo modelo de regresion multivariante

para cada uno de los biomarcadores analizados, incluyendo las variables sexo, edad,
cirugia urgente, neutréfilos y bilirrubina. Todas las AUC fueron mejores que las

presentadas previamente, destacando el modelo de regresion para la expresion génica,

que tuvo muy buena precisién en los pacientes estudiados, con AUC de 0.874. (Tabla 12)

(Figuras 29-33)
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Figura 29. Modelo de regresion
logistica: IGHG1, IL1R2, LCN2, LTF,
MMP8, OLFM4, edad, sexo, urgencias,
neutrdfilos y bilirrubina.
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Figura 30. Modelo de regresion
logistica: procalcitonina, edad,
sexo, urgencias, neutrdéfilos y
bilirrubina
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Figura 32. Modelo de regresion
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Tabla 12. Area bajo la curva en conjunto. Modelo de regresién
95% de intervalo de
confianza asintoético
Variables de Error Significacion | Limite Limite
resultado de prueba | Area | estandar? | asintética P inferior | superior
Genes biomarcadores | 0,874 0,031 0,000 0,814 0,934
Procalcitonina 0,859 0,030 0,000 0,801 0,917
Proteina C reactiva 0,853 0,033 0,000 0,788 0,919
Neutrdfilos 0,689 0,048 0,000 0,595 0,783

aBajo el supuesto no paramétrico. P Hipotesis nula: area verdadera = 0,5

6.2. Huella molecular diferencial entre alto y bajo riesgo de mortalidad.

Caracteristicas de los pacientes

En la tabla 13 se encuentran representadas las caracteristicas clinicas de los

pacientes reclutados para el estudio de mortalidad en shock postquirargico.

Tanto en la cohorte descubrimiento como en la de validacién, se observaron
diferencias significativas entre los grupos de pacientes supervivientes y no
supervivientes en términos de estancia hospitalaria y niveles de lactato, ademas los
pacientes no supervivientes presentaron mayor puntuacién en las escalas pronésticas
en el momento del diagndstico de shock. El resto de variables analizadas no

mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los dos grupos.
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Tabla 13. Caracteristicas paciente shock posquirurgico

Cohorte descubrimiento Cohorte validacion
Supervivientes No p Supervivientes No P
(n=88) supervivientes (n=79) supervivientes
(n=29) (n=33)
Caracteristicas
Edad 69.15 71.86 0.297 69,06 72,70 0,108
Sexo masculino [n (%)] 55 (63) 18 (62) 0.967 50 (63) 23 (70) 0.517
Comorbilidades [n (%)]
Hipertension arterial 64 (73) 19 (66) 0,458 46 (58) 23 (70) 0.255
Enfermedad 53 (60) 14 (48) 0.259 20 (25) 10 (30) 0.587
cardiovascular crénica
Enfermedad 14 (16) 5(17) 0.866 14 (18) 8 (24) 0.428
respiratoria cronica
Fallo renal crénico 10 (11) 6 (21) 0.205 5 (6) 3(9) 0.605
Fallo hepatico crénico 3 (3) 0(0) 0.314 1(1) 0 (0) 0.516
Diabetes mellitus 25 (28) 7 (24) 0.655 16 (20) 6 (18) 0.801
Cancer 23 (26) 5(17) 0.330 17 (22) 9(27) 0.511
Inmunosupresion 4 (5) 1(3) 0.800 4 (5) 0 (0) 0.188
Curso del tiempo y resultado
Estancia hospitalaria 30.51 18.31 0.011 37.22 12.21 0.000
Estancia en 8.26 7.03 0.525 10.58 6.61 0.021
Reanimacién
Mortalidad [% (7 dias)] 0 (0) 14 (48) 0.000 0 (0) 15 (45) 0.000
Mortalidad [% (15 dias)] 0(0) 21 (72) 0.000 0(0) 28 (85) 0.000
Fuente de infeccion [n (%)]
Tracto respiratorio 19 (22) 9 (31) 0.301 20 (25) 8 (24) 0.905
Abdomen 15 (17) 5(17) 0.981 17 (22) 8 (24) 0.752
Tracto urinario 12 (14) 4 (14) 0.983 13 (16) 2 (6) 0.141
Sitio quirurgico 22 (25) 5(17) 0.390 21 (27) 7(21) 0.550
Bacteriemia 23 (26) 7 (24) 0.831 28 (35) 7(21) 0.139
Microbiologia [n (%)]
Gram + 42 (48) 9 (31) 0.116 43 (54) 10 (30) 0.020
Gram - 46 (52) 14 (48) 0.709 40 (51) 13 (39) 0.277
Hongos 17 (19) 5(17) 0.804 16 (20) 7(21) 0.909
Mediciones al diagndstico [media (RIQ)]
Escala SOFA 7.00 (7.00) 10.00 (3.00) 0.000 9.00 (3.00) 10.00 (3.00) 0.351
Escala APACHE 13.00 (6.00) 16.00 (6.50) 0.000 13.00 (5.00) 16.00 (3.00) 0.006
Bilirrubina total (mg/dL) 0.72 (1.56) 0.99 (1.08) 0.324 0.98 (1.67) 1.27 (1.10) 0.662
Glucosa (mg/dL) 157 (65) 159 (97) 0.142 169 (76) 193 (145) 0.258
Recuento plaguetas 131000 (96250) 100000 0.415 149000 123000 0.565
(cels/mm?3) (131500) (163250) (137500)
INR 1.36 (0.37) 1.31(0.49) 0.989 1.33 (0.33) 1.31 (0.49) 0.325
SvcO2 72.30 (11.9) 66.70 (17,1) 0.007 70,90 (18.00) 67.00 (19.10) 0.334
Proteina C-reactiva 107,80 (208.4) 186.00 (228.4) | 0.012 | 208.6 (213.50) 184.40 (241.60) 0.417
(mg/L)
Procalcitonina (ng/mL) 0.99 (9.82) 5.24 (19.49) 0.276 3.72 (23.10) 8.02 (20.46) 0.775
Lactato (mg/dL) 3.11 (1.86) 4.33 (5.50) 0.004 2.89 (2.11) 5.00 (5.00) 0.003
Leucocitos (cels/mm?) 13370 (10540) 13560 (10490) | 0.639 | 15470 (11960) 15350 (10605) 0.193
Neutrofilos (cels/mm?®) 11738 (9803) 12319 (10623) | 0.585 | 13614 (11310) 12921 (10420) 0.192

SOFA: Escala secuencial de fallo de érgano (sequential organ failure assessment); APACHE: evaluacion de fisiologia
aguda y salud crénica (acute physiology and chronic health evaluation); INR: ratio internacional normalizado (international
normalized ratio); SvcOz: saturacion venosa central de oxigeno. Los datos cuantitativos estan expresados como medias
con rango intercuartilico (RIQ). Los datos cualitativos estan representados como porcentajes y nimeros absolutos. Se
consideré como diferencia significativa un valor de p < 0.05
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Identificacion de genes biomarcadores que identifican el riesgo de mortalidad en

pacientes con shock postquirurgico

La matriz de expresion de los genes de varianza del decil superior se muestra después
de la agrupacion en fila (genes) y en columna (pacientes). La representacion grafica
del resultado se muestra en la Figura 34. La matriz se divide en dos bloques en
columnas vy filas, ya que esta divisién proporciona el paso mas alto en la distancia
entre grupos, lo que demuestra que la division 6ptima de pacientes y genes en dos
grupos era la agrupacion optima. La escala de colores sugiere diferencias en los
niveles de ARN de los genes entre los dos grupos de pacientes. La barra de anotacion
de color muestra la distribucion de los sobrevivientes (amarillo) y no sobrevivientes

(negro) en cada grupo de pacientes.

A AR A

o [
S

Figura 34. Grafico de mapa de calor de genes de interés.

Todos los genes de la matriz de expresion han sido representados en la gréafica del
volcan (volcano plot), que los clasifica como regulados al alza (extremo derecho) o
regulados a la baja (extremo izquierdo) en los pacientes del grupo con alto riesgo de
mortalidad. Atendiendo al umbral de cambio de pliegue logaritmico mayor de 1.5, con

un valor de p menor o igual a 0.05, observamos un grupo de transcripciones
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diferenciadas de las demas y pertenecientes a los genes sobreexpresados en los
pacientes no supervivientes: IL1R2, CD177, RETN, OLFM4 y RN7SK. (Figuras 35-36)

La grafica nos muestra una serie de genes subexpresados con valor significativo, entre
los que destacan ARFRP1, HMG20B, WASH5P. Los perfiles funcionales obtenidos

mediante GO-BP no estaban relacionados con la fisiopatologia bien establecida del

shock, por lo que no se usaron para la fase de validacion de la cohorte independiente
basada en qRT-PCR.
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Figura 35. Analisis log-fold change
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La validacion funcional de los GDE se organizé en un diagrama de redes de
interaccion proteina-proteina (PPI) que resulté en 301 nodos y 42 aristas, con un
puntaje PPI de> 0.4 basado en la base de datos STRING. (Figura 37)
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Figura 37. Red PPI de los GDE entre supervivientes y no supervivientes

El analisis de supervivencia de Kaplan-Meier mostr6é diferencias significativas en
cuanto a la probabilidad de supervivencia de dos grupos de pacientes (Figura 38). El
grupo 1 corresponde con el de alto riesgo de mortalidad y el grupo 2 con el de bajo
riesgo. Ambos grupos presentan diferente patron de expresiéon génica, lo que sugiere
que analizando estos patrones se puede estimar el riesgo de mortalidad de pacientes
con shock postoperatorio.
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p = 0.022
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Figura 38. Grafica de Kaplan-Meier

Validaciéon de los biomarcadores genéticos en una cohorte de validacion

Los hallazgos derivados del analisis de microarrays fueron validados en una cohorte
independiente mediante qRT-PCR, que proporciond resultados similares; confirmando
que OLFM4, CD177, RETN e IL1R2 se sobreexpresaron de forma significativa en el

grupo de pacientes no supervivientes. (Figura 39)
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Figura 39. Niveles relativos de ARNm de LCN2, RETN, MMP8 y CD177 en pacientes
con shock posquirurgico (supervivientes y no supervivientes), medidos por qRT-PCR

La especificidad y sensibilidad de estos cuatro GDE como marcadores de riesgo de

mortalidad se cuantificé mediante curvas ROC. El valor de AUC mas alto fue para
OLFM4 (0.782; 0.687-0.877), seguido de RETN (0.739; 0.628-0.850), CD177 (0.669;
0.544-0.794) e IL1R2 (0.653; 0.535-0.771). El andlisis de todos ellos en conjunto
proporciond un AUC de 0.760 (0.649-0.872), resultado que mejor6é al realizar el

modelo de regresion multivariante, en el que se incluyeron las variables sexo, edad,

creatinina, bilirrubina, lactato, glébulos blancos y cirugia de urgencia (AUC 0.800).
(Figuras 40, 41)
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Figura 40. Curvas ROC GDE Figura 41. Regresion multivariante

Estos resultados fueron mejores que los valores de AUC obtenidos para las escalas

tradicionales de gravedad APACHE Il y SOFA, asi como las de otros biomarcadores

clasicos (lactato, procalcitonina o proteina C reactiva). (Tabla 14)

Tabla 14. Valores AUC para diferentes biomarcadores

Biomarcador Area Intervalo de confianza asintético del 95%
Escala SOFA 0.580 0.456 — 0.705

Escala APACHE 0.647 0.543 - 0.751

Lactato 0.730 0.629 — 0.831

Procalcitonina 0.589 0.478 — 0.699

Proteina C-reactiva 0.444 0.323 - 0.565

Células sanguineas blancas | 0.447 0.332 - 0.563

Neutrofilos 0.446 0.332 -0.560
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7. DISCUSION

El tratamiento precoz en el paciente séptico mejora los resultados en términos de
supervivencia €0, Para ello, es fundamental el diagnodstico temprano de la
enfermedad. Los marcadores mas utilizados en la actualidad para el diagndstico de
sepsis son la PCT, PCR y leucocitos; sin embargo, no son especificos para esta
patologia 5 6% 727475 Podemos encontrarlos elevados en otras situaciones en las que
la inflamacién sea protagonista, como es el caso de los pacientes con shock
posquirurgico, en los que resulta complicado discriminar el origen séptico o no séptico

del mismo.

Por otra parte, durante el periodo posoperatorio, frecuentemente los pacientes se
complican con shock de cualquier etiologia, lo que aumenta su probabilidad de

fallecimiento.

En este estudio, se ha investigado la huella molecular de pacientes con shock
posquirurgico, con dos objetivos principales: discriminar a pacientes con shock séptico
de los que presentaron shock no séptico durante el periodo posoperatorio; y, en
segundo lugar, estratificar a los pacientes de mayor gravedad, segun su huella

molecular, como de alto o bajo riesgo de mortalidad.

7.1. Huella molecular diferencial entre shock séptico y shock no séptico

El analisis de expresidn génica en sangre periférica ha sido ampliamente utilizado para
estudiar los procesos moleculares que ocurren en la sepsis y explicar su compleja
fisiopatologia (1 114-118) A raiz de estas investigaciones se ha planteado el empleo de
la huella transcriptomica de pacientes sépticos para estratificarlos segun su gravedad.

Diversos estudios han obtenido conclusiones prometedoras en este campo.

Wong y colaboradores, en el afo 2009, analizaron la huella molecular de pacientes
pediatricos con shock séptico, descubriendo que, segun su patrén transcriptémico,
podian dividir al grupo total en 3 subclases de shock séptico, que a su vez coincidian

con el fenotipo expresado (%7,

Siguiendo la misma linea que Wong, afos mas tarde, el grupo de Maslove examiné los
perfiles de expresion génica de pacientes con sepsis e identificaron 2 cohortes

claramente diferenciadas, coincidiendo también con el estado de gravedad ("7,
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En el estudio de Burnham, se evalud la transcriptdmica de pacientes con sepsis cuyo
origen fue peritonitis fecaloidea o neumonia adquirida en la comunidad. Concluyeron
que el origen de la infeccidén no presentaba diferencias en la expresion génica, pero si
el estado de gravedad del paciente, pudiendo constituir una herramienta util para

estudios posteriores de estratificacion pronostica (197,

La aportacion de nuestro estudio frente a todos los publicados anteriormente es que
ninguno de ellos ha hecho la comparacion entre shock séptico y shock no séptico.
Esta confrontacion resulta interesante porque, en la practica clinica, son entidades que
habitualmente presentan caracteristicas muy similares, siendo dificil distinguir el

verdadero origen del shock en muchas ocasiones.

Asi pues, el presente trabajo evalua, mediante la tecnologia de microarrays, los
perfiles de expresion génica en sangre periférica de una primera cohorte de pacientes
a la que se dividié en dos grupos: shock séptico y shock no séptico. Tras el analisis de
datos, se identificaron una serie de genes diferencialmente expresados (GDE) entre
ambos grupos. De estos, se seleccionaron seis en funcién de sus cambios de pliegue
logaritmico para ser analizados en otra cohorte de validacion: IGHG1, IL1R2, LCN2,
LTF, MMP8 y OLFM4. Todos ellos tienen como caracteristica comun que codifican
proteinas implicadas en el sistema inmune, concretamente en la respuesta inmune
humoral, la defensa de respuesta a las bacterias, la activacion del complemento y la
regulacion positiva de la activaciéon de células B. Diversos estudios ya han demostrado
el papel de la inmunidad como elemento clave en el desarrollo de sepsis, afirmando
que esta patologia es producida por una respuesta desregulada del huésped a una

infeccion (4989 119)

Dos de estos genes, IL1R2 y MMP8, han sido ya identificados como marcadores de
sepsis en el estudio de Almansa y colaboradores en el que se correlacionan las

alteraciones moleculares con el grado de disfuncion de 6rgano en la sepsis €9,

El gen IL1R2 también ha sido propuesto como biomarcador de infeccion en un estudio
liderado por Lang en 2017, en el que analiza perfiles de expresion génica en sangre

periférica de pacientes sépticos y ratones (12,

Yazdan-Ashoori y colaboradores determinaron la concentracion sanguinea de
metaloproteinasas (MMP) en pacientes con sepsis grave mediante el analisis de
microarrays, concluyendo que MMP3, MMP7, MMP8, MMP9 y TIMP4 presentaron

niveles mas altos en estos pacientes respecto a los de pacientes sanos 2V,
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Bagshaw hizo un estudio en el que analizé los niveles de LCN2 en sangre y orina de
pacientes criticos con fallo renal, observando que los niveles de este marcador se
presentaron mas elevado en el grupo de pacientes sépticos frente al de no sépticos,

proponiéndolo como posible dato de diagndstico de sepsis (122,

Liu y colaboradores realizaron un andlisis bioinformatico de datos de expresion génica
diferencial en sepsis de origen pulmonar e identificaron el gen LCN2, entre otros, como
marcador de infeccién, corroborando sus hallazgos con animales de experimentacion,

en los que obtuvieron el mismo resultado (123,

Todos estos estudios aportan conclusiones prometedoras para investigacién de
biomarcadores utiles con valor diagnéstico de sepsis, pero ninguno de ellos compara

pacientes postquirurgicos con shock séptico frente a shock no séptico.

Para demostrar la fiabilidad de los resultados obtenidos de nuestro analisis de
microarrays, se ha validado la respuesta transcripcional de estos seis GDE mediante
gRT-PCR, utilizando una segunda cohorte de las mismas caracteristicas y dividiendo a
los pacientes segun el origen séptico o no séptico del shock, verificando asi los

resultados preliminares.

Las curvas ROC de cada uno de los genes seleccionados dan buenos valores de area
bajo la curva (AUC) de manera individual, mejorando aun mas la cifra cuando se
analizan los seis genes en conjunto. Esto nos indica que de IGHG1, IL1R2, LCN2,
LTF, MMP8 y OLFM4 podrian servir como biomarcadores moleculares con buena
sensibilidad y especificidad para el diagnostico de sepsis. Una vez llegada a esta
conclusion, procedimos a comparar esta bateria de genes con los biomarcadores

clasicos.

Los mas utilizados hasta la fecha actual han sido la procalcitonina (PCT), proteina C

reactiva (PCR) y niveles sanguineos de leucocitos.

La procalcitonina es el biomarcador que mejores resultados ha proporcionado como

guia para el inicio y duracion del tratamiento antibidtico en pacientes sépticos 2.

Madller fue de los primeros en investigar la PCT como marcador de infeccidon e hizo un
estudio en pacientes de una unidad de cuidados intensivos con diversas patologias
meédicas, comparando los niveles de PCT en sangre con los de PCR, IL-6 y lactato,
demostrando la mejor correlacion de la PCT con el diagndstico de sepsis, frente a

estos otros biomarcadores (124,
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El metaanalisis liderado por Schuetz, que analiza 14 ensayos en los que se emplea la
PCT como guia para inicio y duracion del tratamiento antibiético, concluye que no
encontraron una mayor mortalidad ni un mayor fracaso del tratamiento en los
pacientes en los que la terapia se guio por los niveles de PCT, con un menor uso de
los antibioticos en este grupo ©®. Una de las limitaciones que incluye trabajo es la
poblacion a estudio. Analizan pacientes muy heterogéneos con insuficiencia
respiratoria aguda, desde los atendidos en atencion primaria hasta los ingresados en
las UCls, sin valorar que la PCT es un marcador que puede estar elevado en diversas
afecciones de pacientes posquirurgicos (traumatismos, dafo neurolégico, dafio renal,
la propia cirugia...), por lo que no seria aplicable a los pacientes diana de nuestro
trabajo. En esta linea, hay diversos estudios que lo demuestran, como el realizado por
Heredia y colaboradores con pacientes en posoperatorio de cirugia cardiaca;
afirmando que en aquellos en los que se presenté dafio renal, los niveles de PCT
resultaron mas elevados, interfiriendo asi en el empleo de la PCT como marcador de

infeccion en este tipo de pacientes ©9).

La PCR fue detectada en sangre por primera vez en 1930 por Tillett y Francis.
Analizaron el suero de pacientes con neumonia neumocdcica y observaron que
durante la fase aguda de la infeccidon se producia un aumento de esta proteina, que
disminuia a sus niveles basales poco tiempo después de la resolucion del cuadro (129,
A partir de este hallazgo, se comenzé a estudiar en otras patologias infecciosas,
observandose que en ellas también se producia un aumento. Esto dio lugar a
investigar mas sobre su fisiopatologia, siendo catalogada afios mas tarde como
“proteina de fase aguda” ('), Los estudios como marcador de infeccion han sido
contradictorios, y no han podido establecerlo como una buena herramienta

diagnéstica.

Oosterhuis estudié su validez como prueba para el diagndstico de apendicitis aguda,
no resultando util por si misma, por su baja especificidad, pero si como adyuvante
para aumentar la precisién de otras pruebas diagnosticas ('?%. En la misma linea se
muestra el estudio de al-Saigh, que afirma que, en pacientes con clinica de abdomen
agudo, una ecografia no patolégica acompanada de niveles normales de PCR en
sangre puede ser de utilidad para descartar apendicitis aguda, de manera que la PCR
puede ser empleada como un complemento diagndstico, pero no como marcador de

infeccion en si mismo, por su baja sensibilidad y especificidad (127,
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Mazlam estudia los niveles de PCR en diferentes patologias, tanto médicas como
quirurgicas, incluida la sepsis, y afirma su utilidad como elemento de monitorizacion

del proceso inflamatorio y la respuesta al tratamiento (128),

En el afio 2001, la conferencia de consenso para las definiciones de sepsis (!9
continud con la definicién vigente de sepsis como “sindrome de respuesta inflamatoria
sistémica debido a una infeccion”, pero consideraron poco especifico el concepto de
SIRS y ampliaron sus criterios, entre los cuales figura un aumento de PCR mayor de 2
desviaciones estandar por encima de su valor normal considerando una vez mas a

esta proteina como buen marcador de inflamacion e infeccion.

Dentro de estos criterios, tiene un papel importante el recuento de glébulos blancos,
incluyendo valores mayores de 12.000 o menores de 4.000 como parametros
valorables para el diagndstico de SIRS. Asi pues, los niveles de leucocitos en sangre
constituyen un marcador de infeccion clasico muy utilizado, no sélo como elemento de

diagndstico sino, también, de evaluacion prondstica (129,

En nuestro trabajo, la comparacion de las AUC de los biomarcadores clasicos, PCT,
PCR y neutrdfilos con los GDE propuestos, ofrecido mejores resultados para el conjunto
de genes derivados de nuestro analisis transcriptomico. Con esto se puede afirmar
que IGHG1, IL1R2, LCN2, LTF, MMP8 y OLFM4 se constituyen como una nueva
herramienta de diagnéstico molecular para distinguir entre pacientes posoperatorios
con shock séptico de los que presentan shock de otra etiologia. Ademas, abren la
puerta a futuros estudios que ofrezcan nuevas dianas terapéuticas en pacientes

sépticos.

7.2. Huella molecular diferencial entre alto y bajo riesgo de mortalidad.

El empleo de perfiles de expresion génica en sangre periférica se ha demostrado util
como marcador prondstico en diversas enfermedades como leucemia, cancer gastrico,
hepatitis, atresia biliar o enfermedad de Crohn (13013 A esta lista, nosotros sumamos
el shock, una complicacion frecuente y grave en pacientes criticos posquirurgicos. Asi,
la segunda parte de este estudio valora un grupo de pacientes ingresados en la UCI
con shock posquirurgico, dividiéndolo en supervivientes y no supervivientes segun su
mortalidad a los 30 dias del diagndstico. El diagndstico de shock se realizé siguiendo
las directrices de la Tercera Conferencia de Consenso para el diagnéstico de Sepsis
(Sepsis-3), del afio 2016, y se seleccionaron los pacientes con valor de lactato en

sangre mayor o igual a 2 mmol/L @Y.
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Se obtuvieron una serie de GDE entre el grupo de supervivientes y no superviviente,
seleccionandose cuatro de ellos en base a los resultados del analisis bioinformatico:
OLFM4, CD177, RETN e IL1R2, implicados con respuestas inmunes, la formacion de
coagulos de fibrina y las respuestas al estrés metabdlico; procesos relacionados con la

fisiopatologia del shock.

OLFM4 codifica una glicoproteina de matriz extracelular de granulos especificos de
neutrdfilos, facilitadora de la adhesion celular. Kangelaris y colaboradores analizaron
su expresién en pacientes sépticos que acudian al servicio de urgencias del hospital,
observando que se asociaba a aquellos pacientes de mayor gravedad, en estado de
shock y con necesidad de ventilacion mecanica, documentandolo como marcador

independiente de mal prondstico y mortalidad en pacientes sépticos no quirdrgicos!'*),

El estudio liderado por Alder analizé datos transcriptomicos de pacientes pediatricos
con shock séptico e identific6 una mayor cantidad de neutréfilos OLMF4 positivos en
aquellos que tuvieron un curso térpido de la enfermedad, asociandolo también a una

mayor mortalidad en estos pacientes (137,

El CD177 es otro gen codificante de una proteina de adhesion de neutrofilos. Hemos
encontrado poca literatura que lo relacione con la gravedad de pacientes criticos, tan
solo un pequefio estudio exploratorio que evalla la expresion de ARNm de unos pocos
pacientes con shock séptico, identificando sobreexpresiéon de varios genes, sobre todo
de CD177 (¥ Si bien, hay varias investigaciones que lo relacionan con patologias del

sistema inmune (13%-141),

RETN codifica para una proteina implicada en el mecanismo de la glucosa y en
procesos inflamatorios (%2, identificada por primera vez en el afio 2001 en ratones con
diabetes mellitus y obesidad (*®. Se ha identificado como elemento clave de la
inmunosupresion (4 y ha sido propuesta como marcador de infeccién, junto con otros
GDE, en diversos estudios (4% 146) | a primera investigacion sobre la sobreexpresion
de este gen como factor prondstico de mortalidad fue realizada en 2013 por el grupo
de Menzaghi. Analizaron niveles de ARNm de pacientes diabéticos de origen europeo,
con y sin enfermedad cardiovascular, y observaron que la expresion de RETN estaba
relacionada con la aparicion de eventos criticos cardiovasculares y el aumento de

mortalidad en esta poblacion (47,

Para comprobar la capacidad de prediccion del riesgo de mortalidad de OLFM4,
CD177, RETN e IL1R2, los comparamos con las escalas clasicas de gravedad que se

usan actualmente en las unidades de cuidados intensivos: APACHE Il, SAPS Il y
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SOFA, obteniendo mejores resultados con el conjunto de nuestros GDE. Ademas,
realizamos un modelo de regresién multivariante en el que incluimos las variables sexo,
edad, cirugia urgente, neutréfilos y bilirrubina, y conseguimos mejorar la capacidad
prondstica combinando datos gendmicos y clinicos. En este sentido, ya hay estudios que
avalan que la combinacién de ambos datos mejora la precision en los modelos
prondsticos. Pittman lo demostré ya en el afio 2004 en pacientes con cancer de
mama(*®. También en esta patologia, el estudio liderado por Huang determiné que la
combinacién del analisis de un modelo gendmico basado en rutas junto con las
caracteristicas clinicas mejoraba la prediccién del riesgo de recurrencia en el cancer de

mama frente a dichos modelos de manera independiente (149,

Asi pues, proponemos este perfil transcriptomico como nueva herramienta de
estratificacion pronéstica, a través de la cual se podrian clasificar a los pacientes que
presenten shock en periodo posoperatorio segun su bajo o alto riesgo de mortalidad, e

intensificar las medidas terapéuticas en aquellos en los que sea necesario.

Conocer los fenédmenos que ocurren a nivel molecular en esta situacion, puede servir
también para dar explicacion a los procesos clinicos que muestran estos pacientes.
Casualmente, estos cuatro genes sobreexpresados en los pacientes no supervivientes
estan relacionados con vias del sistema inmunitario. Esto nos induce a pensar que
pueden estar sufriendo etapas tempranas de un proceso séptico aun no reconocido,
pudiendo ser esa la causa del fallecimiento, antes de que pueda diagnosticarse la

infeccion @),

7.3. Aplicacion practica de las huellas moleculares propuestas

La Administracién de Drogas y Alimentos de los EE.UU. (FDA) define biomarcador
como "Una caracteristica definida que se mide como un indicador de procesos
biolégicos normales, procesos patogénicos o respuestas a una exposicidon o
intervencion" (%0, Para que un nuevo biomarcador resulte Gtil en la practica clinica

debe ser confiable, preciso y repetible a un bajo costo.

Una de las ventajas de este estudio, es que los resultados obtenidos son facilmente
aplicables en la rutina asistencial actual de los hospitales. La qRT-PCR es una
herramienta de diagndstico molecular ampliamente utilizada por los laboratorios, no
so6lo en la investigacion clinica, sino también como prueba de diagndstico, ofreciendo
resultados rapidos y precisos (1%31%) |o que resulta fundamental en patologias tiempo-

dependientes y en enfermos criticos.
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7.4. Limitaciones
En el estudio descrito en esta tesis ha de considerarse ciertas limitaciones.

En primer lugar, ha sido realizado en un solo centro, pudiendo estar influido por el
manejo posoperatorio de los pacientes y el procesamiento de las muestras. Seria
interesante elaborar un estudio multicéntrico que pudiera confirmar los resultados
descritos, dar validez externa a nuestros hallazgos y prestar aplicacion clinica en

pacientes con shock posquirurgico.

En segundo lugar, los patrones de expresion génica se han analizado al margen del
patégeno implicado. Revisando la literatura previa, muchas investigaciones han
reportado huellas moleculares comunes, independientes del organismo infeccioso. Sin
embargo, hay estudios que han presentado respuestas transcripcionales moduladas
por el patégeno (15153 como el de Jenner y colaboradores, que defienden una

respuesta comun de huésped, modificada segun el tipo de microorganismo invasor('%"),

En tercer lugar, no se analizé la evolucion del perfil transcriptomico a lo largo del
tiempo. Son necesarios futuros estudios para esclarecer si la huella molecular
diferencial se expresa en sangre antes del diagndstico de sepsis 0 shock, o es variable

segun el estado de la enfermedad.

97






8. Conclusiones







CONCLUSIONES

b)

d)

CONCLUSIONES

El perfil transcriptomico formado por IGHG1, IL1R2, LCN2, LTF, MMPS8 y
OLFM4 puede distinguir el shock séptico del shock no séptico en pacientes
intervenidos de cirugia mayor.

Este conjunto de genes resulta mejor como biomarcador diagndstico para
diferenciar pacientes sépticos que los biomarcadores clasicos mas utilizados:
PCT, PCR y leucocitos.

La huella molecular constituida por OLFM4, CD177, RETN e IL1R2 clasifica a
los pacientes que presentan shock durante el periodo posoperatorio segun su
alto o bajo riesgo de mortalidad.

Este perfil de expresion génica predice mejor la mortalidad que las escalas de
riesgo tradicionales APACHE Il y SOFA.
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ANEXOS

L CONSENTIMIENTO INFORMADO

HOJA DE INFORMACION PARA PARTICIPAR EN EL ESTUDIO

Proyecto de investigacion: “FASE III- HUELLA MOLECULAR PARA EL
DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE PACIENTES SEPTICOS Y ESTIMACION DEL
RIESGO DE MORTALIDAD EN PACIENTES CON SHOCK POSQUIRURGICO.

Por favor, lea con atencion este documento y formule las preguntas que quiera

INTRODUCCION

La sepsis constituye una enfermedad con una alta morbimortalidad. En presencia de sepsis la
mortalidad se mantiene a un nivel inaceptablemente alto: 30% al 50%. Cuando se presenta
shock séptico, esta descrito que la mortalidad se dispara a cifras aun mayores: 50-60%. De tal
forma, que la mortalidad hospitalaria de la sepsis es mayor que la de otras condiciones, como el
accidente cerebrovascular (12%-19%) o el infarto agudo de miocardio (8%).

El diagnostico de la sepsis sigue basandose en criterios exclusivamente clinicos, siendo dificil
diferenciar los distintos estadios de evolucion de la misma. Asi mismo, todavia existe un gran
desconocimiento sobre los mecanismos moleculares implicados en la génesis de esta
enfermedad.

Durante el posoperatorio de cirugia mayor, surgen complicaciones que pueden desembocar en
shock, una situacion caracterizada por fallo multiorgénico, que conlleva alta mortalidad para el
paciente. Poder hacer una estimacion prondstica cuando se presenta esta patologia, puede
ayudar al control de la misma, mediante medidas especificas de tratamiento. Pero hoy en dia, las
herramientas disponibles de estimacion de la gravedad presentan poca especificidad para
pacientes durante el periodo posoperatorio.

La aplicacion de técnicas de analisis masivo de informacion bioldgica (high-throutput analysis),
como el andlisis de expresion génica por microarrays de transcriptoma humano completo, nos
permitira caracterizar las rutas de sefializacion intracelular y los grupos de genes implicados en
la fisiopatologia de la sepsis y el shock, asi como obtener la “huella molecular” de estas
enfermedades.

OBJETIVOS

Biocritic es un grupo de trabajo cooperativo y multidisciplinar que tiene como objetivo mejorar
la prevencidn, diagnéstico y tratamiento de la patologia critica. Una de nuestras lineas de
investigacion esta volcada en la sepsis y el shock posoperatorio. Su objetivo es obtener nuevos
conocimientos para resolver los problemas médico-quirtrgicos de estas situaciones (prevencion,
diagnostico y tratamiento).

Desde Biocritic, estamos realizando la investigacion arriba mencionada, para conocer las
huellas moleculares de la sepsis y el shock.
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La participacion en este proyecto es voluntaria y no supone ningin riesgo para usted. Su
colaboracion puede ayudar a mejorar el conocimiento sobre esta enfermedad.

Consideraciones éticas:

La confidencialidad de los datos personales y genéticos obtenidos estara asegurada, respetando en
todo momento los principios éticos basicos de la investigacion con muestras biologicas, y lo
establecido por la legislacion aplicable (Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre, de Proteccion
de Datos, Ley 41/2002 de Autonomia del Paciente y Sanitaria y Ley 14/1986, General de Sanidad).

Teniendo en cuenta que el estudio utiliza muestras para estudio de genes, se respetaran los
principios de la Declaracion de Helsinki y los contenidos en la Declaracion Universal de la
UNESCO referentes al genoma humano.

Todos los datos clinicos que puedan revelar su identidad (incluida cualquier publicacion realizada a
raiz de este estudio) se procesaran en la mas estricta confidencialidad.

Descripcion de los procedimientos

Vd. no va a ser sometido a ningun procedimiento extraordinario distinto del proceso diagnostico
habitual, excepto la extraccion de una pequefia muestra de sangre (5cc).

En su caso se realizaran estudios de expresion génica relacionados la sepsis y el shock.

(EN QUE CONSISTIRA SU PARTICIPACION?
En el presente estudio le pedimos su colaboracion en los siguientes aspectos
A) disponer de sus datos contenidos en la historia clinica.

B) extraccion de una muestra de sangre venosa de unos 5 ml.

Muestras bioldgicas:

A partir de las muestras biologicas realizara analisis de ARN (Acido Ribo Nucleico).

Una vez finalizada dicha investigacion, si ain quedase muestra, ésta sera destruida o disociada
de los datos de identificacion.

Fuente de financiacion:

Ni los investigadores ni los participantes en el estudio percibiran remuneracion econdmica alguna
por su participacion.

Beneficios que se esperan alcanzar:

Los resultados de dichos estudios pueden suponer una revolucion en el diagnostico de la sepsis
y el manejo del shock posquirtrgico, actualmente basado en criterios exclusivamente clinicos.
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La monitorizacion de los cambios en la expresion génica a lo largo de la evolucion del paciente
podria servir para evaluar la eficacia del tratamiento empleado.

Riesgos:

Esta investigacion no supone ningun riesgo para usted. Solo si hubiera resultados individuales
confirmados cientificamente, relevantes y beneficiosos para su salud se le entregaria un informe de
expresion génica especifico, explicandole las consecuencias clinicas que tiene. Si Vd. no desea ser
informado de modo individual, puede manifestarlo.

CONFIDENCIALIDAD Y DERECHOS DE ACCESO Y RECTIFICACION.

Toda la informacion (clinica, genética, etc.) sera recogida y tratada de forma confidencial por todo
el personal. Unicamente el nimero de identificacion permitira a los investigadores responsables
hacer corresponder las muestras biologicas y los datos con las personas participantes. Dichas
muestras seran almacenadas de forma adecuada, durante el tiempo que dure la investigacion

Su participacion en este estudio es voluntaria. Vd. puede decidir no participar.

Asimismo, Vd. puede decidir retirarse del estudio, en cualquier momento, sin que ello afecte a
su atencion médica o de sus familiares. Si asi ocurriera, ha de contactar con algin miembro del
equipo investigador, e indicarle cual es su decision acerca del destino de sus muestras/datos
personales

Le comunicamos que su decision, sea cual sea, no afectard a su atenciéon médica o la de sus
familiares. Tal como exige la ley, para participar deberd firmar y fechar el documento de
consentimiento informado anexo.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO POR ESCRITO

Yo, (nombre y apellidos)

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 y la he comprendido

He hablado con: (nombre del investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
Cuando quiera
Sin tener que dar explicaciones

Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

En caso de existir resultados genéticos individuales interesantes para mi salud
Si // No

Deseo ser informado personalmente

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

En Valladolid, a de de

Fdo.: Fdo.:

El paciente El investigador
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