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ACCP: American College of Chest Physicians, Colegio Americano de Médicos de Térax.
ACTH: Adrenocorticotrophic hormone, hormona adrenocorticotropa.
ADRB2: Beta-2 adrenergic receptor, receptor adrenérgico beta 2.

AGTRAP: Type-1 angiotensin Il receptor-associated protein, proteina asociada con el

receptor tipo 1 de la angiotensina 2.

APACHE IlI: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il, sistema de puntuacion

para la evaluacién de la salud con datos fisioldgicos agudos y crénicos .
TTPa: Tiempo de tromboplastina parcial activado.

ATS: American Thoracic Society, Sociedad Tordcica Americana.

AUC: Area under the curve, area bajo la curva ROC.

CD 14: Cluster of differentiation 14, clister de diferenciacion 14.

CNV: Copy number variation, variacién en el nimero de copias.

CRP: C-reactive protein, proteina C reactiva.

DAMP: Damage associated molecular patterns, patrones moleculares asociados a

dafo.

DE: Desviacion estandar.

DNA: Deoxyribonucleic acid, acido desoxirribonucleico.

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid, acido etilendiaminotetraacético.

ESICM: European Society of Intensive Care Medicine, Sociedad Europea de Medicina

Intensiva.
FC: Fosfocolina.

FCGR2A: Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor ll-a, fragmento Fc del

receptor de baja afinidad lla de IgG.
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FiO,: Fraccion inspirada de oxigeno.
FT: Factor tisular.

GRADE: Grading of Recommendations Assessment Development and Evaluation,

clasificacién de la evaluacidn, desarrollo y valoracién de las recomendaciones.
HLA: Human Leukocyte Antigen, antigeno leucocitario humano.

HMGB1: High-mobility group protein B1, proteina del grupo 1 de alta movilidad.
HR: Hazard ratio, razon de riesgo.

HSP70: 70 kilodalton heat shock proteins, proteinas de shock térmico de 70 KDa.
HWE: Hardy—Weinberg equilibrium, equilibrio de Hardy Weinberg.

IC: Intervalo de confianza.

ICAM: Intercellular adhesion molecules, molécula de adhesion intercelular.

IFN: Interferdn.

IKK: IkB kinase, cinasa ikB.

IkB: Inhibitor of NF-kB, inhibidor del NF-kB.

IL: Interleucina.

IL1-Ra: Interleukin-1 receptor antagonist, antagonista del receptor de la interleucina 1.
INR: International Normalized Ratio, razén internacional normalizada.

IP3K: Phosphoinositide 3-Kinases, fosfoinositol 3 cinasa.

IRAK1: Interleukin-1 receptor-associated kinase 1, cinasa asociada al receptor de la

interleucina 1.
LNPEP: Leucyl/cystinyl aminopeptidase, leucil / cistinil aminopeptidasa.

LPS: Lipopolisacarido.
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MAC: Membrane attack complex, complejo de atague a membrana.

MBL2: Mannose-binding lectin 2, lectina de unién a manosa 2.

NF-kB: Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, factor nuclear

potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas

NFKBIA: Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor,
alpha, inhibidor alfa del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las

células B activadas.

NOD2: Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2, dominio de

oligomerizacién por unién de nucledétidos que contiene la proteina 2.

NO: Nitric oxide, 6xido nitrico.

OR: Odds ratio, razén de oportunidades.

PAF: Platelet-activating factor, factor activador de plaquetas.

PAMP: Pathogen-associated molecular patterns, patrones moleculares asociados a

patdgenos.

PAM: Presion arterial media.

PAS: Presion arterial sistdlica.

Pa0,: Presién arterial parcial de oxigeno.

PCP: Presidn capilar pulmonar.

PEEP: Positive end-expiratory pressure, presion positiva al final de la espiracion.

PG: Peptidoglicano.

PPO: Probabilidad preoperatoria.

PRR: Pattern recognition receptors, receptores reconocedores de patrones.

PVC: Presion venosa central.

27



Polimorfismos en genes de la inmunidad innata determinan la susceptibilidad y la mortalidad de la
sepsis grave y el shock séptico.

RIC: Rango intercuartilico.

RIG-I: Retinoic acid-inducible gene 1, gen inducible por el acido retinoico - 1.

ROC: Receiver operating characteristic, curva de caracteristicas del receptor-operador.
SCCM: Society of Critical Care Medicine, Sociedad de Medicina de Cuidado Critico.
SDMO: Sindrome de disfuncién multiorganica.

SDRA: Sindrome de dificultad respiratoria aguda.

SIS: Surgical Infection Society, Sociedad de Infeccidon Quirdrgica.

SOFA: Sequential Organ Failure Assessment, evaluacién secuencial del fallo orgdnico.
SO,v: Saturacion de oxigeno venosa mixta.

SO,vc: Saturacidn de oxigeno venosa central.

SRIS: Sindrome de respuesta inflamatoria sistémica.

SSC: Surviving Sepsis Campaign, Campana sobreviviendo a la sepsis.

SNP: Single Nucleotide Polymorphism, polimorfismo genético de un solo nucledtido.
sTNF-R: Soluble tumor necrosis factor receptor, receptor soluble del TNF.

TFPI: Tissue factor pathway inhibitor, inhibidor de la via del factor tisular.

TIRAP: Toll-interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein, proteina

adaptadora que contiene el dominio TIR.

TNF: Tumor necrosis factor, factor de necrosis tumoral.

TLR: Toll-like receptors, receptor tipo Toll.

TONSL: Tonsoku-like, DNA repair protein, proteina reparadora del DNA tonsoku-like.
TRAF6: TNF receptor-associated factor 6, factor 6 asociado al receptor del TNF.

UCI: Unidad de cuidados intensivos.
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VCAM: Vascular cell adhesion protein, molécula de adhesién vascular.

VNTR: Variable number tandem repeat, nUmero variable de repeticiones en tandem.
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Alelo: Cada una de las versiones alternativas de un gen en un locus determinado. Los
diferentes alelos producen variaciones en los rasgos heredados. Cada individuo tiene

dos alelos de cada gen, un alelo heredado del padre y el otro de la madre.

DNA: Acido desoxirribonucleico. Polimero formado por la unién covalente de
nucledtidos. Un nucledtido estd conformado por una base nitrogenada (que puede ser
adenina (A), timina (T), guanina (G) o citosina (C)), un azucar (2 - desoxirribosa) y un
fosfato. La disposicidn secuencial de las cuatro bases a lo largo de la cadena es la que
codifica la informacién genética. El DNA se presenta como una doble cadena de
nucleétidos, en la que las dos hebras estan unidas entre si por puentes de hidréogeno.
El modelo de estructura en doble hélice fue propuesto en 1953 por James Watson vy

Francis Crick al analizar los parametros de hélice obtenidos por difraccidn de rayos X.

Aditivo: Patrén de herencia en el que se asume que cada copia del alelo variante
modifica el riesgo en una cantidad aditiva (en escala logit); por tanto, los homocigotos

para el alelo variante tienen el doble de riesgo que los heterocigotos.

Cromosoma: Estructura fisica en la que se encuentra organizado el DNA. Un
cromosoma corresponde a una molécula de DNA compactado, organizada en genes y

mantenida por proteinas llamadas histonas.

Dominante: Patrén de herencia en el que se asume que basta con tener un alelo
variante para conferir riesgo. Es decir, supone que una Unica copia del alelo variante es
suficiente para modificar el riesgo y que ser portador de dos copias lo modifica en igual
magnitud; por tanto, heterocigotos y homocigotos del alelo variante tienen el mismo
riesgo. Se puede comparar la combinacion de estos dos genotipos respecto a los

homocigotos del alelo mas frecuente.

Fenotipo: Caracteristicas fisicas y/o bioquimicas observables de la expresion de uno o
varios genes. Conjunto de rasgos clinicos de un individuo con un genotipo

determinado.
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Gen: Unidad basica de la herencia que consiste en un segmento de DNA que codifica
una proteina, segmento de proteina o una molécula de ARN especificos con una

caracteristica o funcién determinada.

Genoma: Conjunto de los genes de un individuo o una especie contenida en un juego

haploide de cromosomas.

Genotipo: Constitucidn genética de un organismo. Puede referirse al conjunto de
genes (genoma) o al grupo especifico de alelos heredados en un locus. El genotipo,
junto con factores ambientales que actuan sobre el DNA, determina las caracteristicas

del organismo, es decir, su fenotipo.

Genotipado: Es la caracterizacidon genética o proceso de determinacién de los alelos
especificos heredados por un individuo. Los genotipos de un SNP, es decir la
combinacion de sus dos correspondientes alelos (dos homocigotos A/A y B/B y un
heterocigoto A/B o B/A, donde Ay B puede ser cualquiera de las 4 bases A, C, Go T) se
obtienen a partir de las intensidades de la imagen escaneada de un experimento de

microarrays.

Heterocigoto: Individuo que tiene dos alelos diferentes en un locus, uno en cada

cromosoma de una misma pareja de cromosomas.

Homaocigoto: Individuo que tiene dos alelos idénticos en un mismo locus determinado,

uno en cada cromosoma de una misma pareja de cromosomas.

Locus (loci en plural): Posicion o localizacién fisica de un gen especifico en un

cromosoma.

Nucleétido: Unidad monomérica de los acidos nucleicos. En el DNA se encuentran los
desoxirribonucledtidos, que estan formados por la unién covalente de una base
nitrogenada (adenina, guanina, timina o citosina), un grupo fosfato y un azucar (2 -

desoxirribosa). En el caso del RNA el azucar es una ribosa.

Polimorfismos: Son todas aquellas variaciones en la secuencia del DNA que ocurren

con una frecuencia de al menos 1 % en la poblacién general.
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Recesivo: Patréon de herencia en el que se asume que es necesario tener dos copias del
alelo variante para modificar el riesgo; por tanto, heterocigotos y homocigotos del
alelo mas frecuente tienen el mismo riesgo. Se compara la combinacién de ellos

respecto a los homocigotos del alelo variante.

SNP: Son polimorfismos de un cambio en un nucledtido en una posicién concreta del

genoma que afecta a una sola base (adenina (A), timina (T), citosina (C) o guanina (G)).

Sobredominante: Modelo de herencia en el que se comparan los dos genotipos
homocigotos contra el heterocigoto. Este modelo también se conoce con el nombre de

heterocigosidad.
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Propésito:

Analizar la influencia de polimorfismos genéticos de un solo nucleétido (SNP)
determinantes de la inmunidad innata en la aparicion de sepsis grave y shock séptico,

asi como en su mortalidad después de una cirugia mayor en la poblacién europea.

Métodos:

Se realizé un estudio de genes candidatos en casos y controles. Se compararon 248
pacientes sépticos (sepsis grave o shock séptico) y 264 pacientes con SRIS, sin
evidencia de infeccidn, que se sometieron a cirugia cardiaca o abdominal en el Hospital
Clinico Universitario de Valladolid (Espafia), entre diciembre de 2008 y junio de 2012.
Se realizé ademas un analisis de riesgo de mortalidad y curvas de supervivencia en los

pacientes sépticos.
Resultados:

Variantes genéticas en genes de la IL-1B (rs16944), proteina C reactiva (CRP-
rs2794521) e IL-10 (rs1800896) determinaron una mayor susceptibilidad a la sepsis
grave y el shock séptico. En estos pacientes, las variantes de los polimorfismos de la IL-
6 (rs1800795) y del NFKBIA (rs2233406) determinaron una mayor mortalidad
temprana; mientras que la variante del ADRB2 (rs1042717) determiné una menor
mortalidad. De forma tardia, las variantes de la MBL2 (rs1800450) y de la IL-10

(rs1800872) resultaron protectoras.

De los 248 pacientes con sepsis, 116 (46,8 %) fallecieron, con una media de
supervivencia de 57 dias (IC 95 % = 52,9 - 62,2). Unicamente las variantes de los

polimorfismos del ADRB2 e IL-10 (rs1800872) tuvieron relacidn con la supervivencia.
Conclusion:

Polimorfismos funcionales en genes de la inmunidad innata relacionados con
mecanismos de deteccidn microbiana, sefializacion, citoquinas pro y antiinflamatorias
y funcién endotelial predisponen al desarrollo de sepsis grave y pueden llegar a ser
parte de un modelo de riesgo, que tenga como propdsito predecir subgrupos de

pacientes con mejor o peor prondstico en el shock séptico y sepsis grave.
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1.1 Epidemiologia

La sepsis es un grave problema de salud publica que conlleva un elevado costo en
términos de mortalidad, morbilidad y recursos sanitarios. Es la primera causa de
muerte en las unidades de cuidados intensivos, a pesar del uso de antibidticos

modernos y terapias de resucitacion [1].

Multiples estudios han reportado una alta incidencia de sepsis en la poblacién general.
En un estudio realizado en la Comunidad de Madrid durante el afio 2003, la incidencia
fue de 367 casos por cada 100.000 habitantes por afio. La incidencia de sepsis grave se
estimo en 104 por 100.000 habitantes por afio mientras que la de shock séptico fue de
31 casos por 100.000 habitantes por afio [2]. En un estudio multicéntrico llevado a
cabo en el afio 2002, en 13 hospitales de las comunidades auténomas de Asturias y
Castilla y Ledn, la incidencia acumulada estimada de sepsis grave para la poblacidn fue
de 25 casos tratados en unidades de cuidados intensivos por 100.000 habitantes por
ano [3]. En un estudio francés, la incidencia de sepsis grave fue de 94 casos por
100.000 habitantes [4], y en uno realizado en los Estados Unidos la incidencia pasé de

66,8 hospitalizaciones x 100.000 habitantes en 1993 a 132 x 100.000 en 2003 [5].

En cuanto a la mortalidad, en el estudio realizado en la Comunidad de Madrid, la
muerte por sepsis, sepsis grave y shock séptico fue de 12.8 %, 20.7 % y 45.7 %
respectivamente [2]. En un estudio multicéntrico espafiol la mortalidad
intrahospitalaria de los pacientes con sepsis grave fue de 54.3 % y la mortalidad
temprana (en las primeras 48 horas) del 14.8 % [3]. A nivel europeo, en el afio 2006, el
grupo de Vincent y colaboradores analizaron una muestra de 3147 pacientes sépticos
representativos de 13 paises encontrando una mortalidad global del 18.5 % en

unidades de cuidados intensivos y del 24.1 % en el ambito intrahospitalario [6].

En un estudio del afio 2012 que analizd los datos de 25.537 pacientes con sepsis grave
y shock séptico en Estados Unidos y Europa, se encontrd una mortalidad global del 32
%. Los pacientes que ingresaron en UCI en Europa tuvieron con mayor frecuencia fallo
multiorganico y una mortalidad 10 % mayor, diferencia que desaparecié al ajustarse
por la gravedad de la enfermedad [7].
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En los Estados Unidos, durante la Ultima década, la tasa de mortalidad intrahospitalaria
de los pacientes sépticos apenas mejoré del 45.8 % al 37.8 %, mientras que la

mortalidad absoluta se incrementé de 30.3 a 40.7 muertes por 100.000 habitantes [5].

El coste de cada ingreso por sepsis grave se ha calculado en nuestro medio en unos
10.000 euros. El coste anual de la atencion a los pacientes con sepsis grave en la
Comunidad de Madrid se ha calculado en 70 millones de euros [8]. En los Estados
Unidos el coste de cada caso de sepsis grave puede ascender a 22.100 dodlares vy
representar hasta 16,7 billones de dodlares en todo el pais [9]. Por todo lo
anteriormente expuesto se entiende la necesidad de continuar la bisqueda de nuevas
alternativas terapéuticas eficaces, reproducibles y seguras, asi como de pruebas
diagndsticas que permitan una identificacion temprana de la sepsis e iniciar un

tratamiento precoz, pilar fundamental para disminuir la mortalidad por sepsis.
1.2 Definiciones y conceptos
1.2.1 Definicién de sepsis

La palabra sepsis viene del griego onyig (sipsis) que significa putrefacciéon [10]. Desde
Galeno y Celso se describieron los signos clasicos de la inflamacién: vasodilatacion
periférica (rubor), fiebre (calor), dolor, aumento de la permeabilidad capilar (tumor) y

disfuncién organica (functio laesa) [11].

En 1991 el American College of Chest Physicians y la Society of Critical Care Medicine
(ACCP y SCCM) consensuaron la definicion de sepsis como el desarrollo de un sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica (SRIS) secundario a una infeccidn [12]. Asi mismo
se definid la gravedad de la sepsis de la siguiente forma: sepsis grave, shock séptico y
sindrome de disfuncién multiorganica (SDMO). Estas definiciones se reevaluaron en
una conferencia internacional en el afio 2001 (International Sepsis Definitions
Conference), donde se propuso un sistema de categorizacidon de riesgo denominado
sistema “PIRO”, derivado de su acronimo en inglés “Predisposition”, “Insult/Infection”,
“Response” y “Organ disfunction”. Este sistema divide los componentes del proceso

infeccioso en factores predisponentes a la infeccidn: historia previa, factores
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genéticos, bioldgicos y culturales; infeccion: tipo de microorganismos y fuente de
infeccion; respuesta del huésped: caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas y bioldgicas;
y por ultimo el desarrollo de disfuncién de 6rganos. De esta forma es posible
categorizar y valorar los distintos predictores independientes de prondstico para una
respuesta séptica [13]. El sistema PIRO es de momento s6lo un marco conceptual para
la investigacion futura sin que se haya desarrollado una aplicacién clinica. En la
practica habitual se contintdan utilizando las definiciones vigentes desde el afio 1991,
qgue estan incluidas en las Ultimas guias internacionales de tratamiento de la sepsis

grave y del shock séptico actualizadas en el afio 2012 [14].

La sepsis se define como la presencia de una infeccidon junto con manifestaciones
sistémicas de inflamacion. La sepsis grave se define como sepsis sumada a disfuncién
orgdnica inducida por sepsis o hipoperfusion tisular (hipotensién inducida por la
infeccidn, lactato elevado u oliguria). La hipotension inducida por sepsis se define
como una presion arterial sistolica (PAS) < 90 mmHg, una disminucidon > 40 mmHg o
menor de dos desviaciones estandar por debajo de lo normal para la edad; o bien una
presién arterial media (PAM) < 70 mmHg, siempre en ausencia de otras causas de
hipotensién. Cuando esta hipotension persiste a pesar de la reanimacion adecuada con

fluidos se dice que el paciente se encuentra en shock séptico [13, 14].

Algunos grupos [11] sugieren que la anterior definicion conlleva un problema de baja
especificidad, ya que la respuesta inflamatoria a otros procesos estériles tales como
guemaduras, traumatismo, pancreatitis, autoinmunidad o rechazo a trasplante, entre
otros, puede no ser distinguible de la respuesta inflamatoria a la infeccion, tanto desde
el punto de vista clinico como molecular (figura 1). Esta corriente de pensamiento
sugiere que dentro de la definicidn de sepsis, se incluya la presencia de disfuncién
organica; es decir, que la sepsis se defina como la respuesta inflamatoria a la infeccién
junto con la presencia de disfuncién de al menos un érgano [11]. En el simposio
Merinoff, el Foro Internacional de Sepsis escribid: “la sepsis es una condicién
potencialmente fatal que surge cuando la respuesta del cuerpo a la infeccidon dafia sus

propios tejidos y 6rganos”. Esta es la mas reciente percepcion de la sepsis [15].
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INFECCION

Quemaduras

Pancreatitis

Autoinmunidad

Figura 1. Espectro entre inflamacidn, infeccién y sepsis (adaptado de Bone et al, [16]).

1.2.2 Criterios diagnodsticos [14]
Sepsis
Infeccion documentada o sospechada, y algunos de los siguientes factores:
Variables generales:
* Fiebre (> 38,3°C) o hipotermia (< 36°C).

* Frecuencia cardiaca > 90/min o mas de dos desviaciones estandar por encima

del valor normal segun la edad.

* PAS <90 mmHg, disminucidn > 40 mmHg en adultos, o cuando es inferior a dos

desviaciones estandar de lo normal para la edad; o bien una PAM < 70 mmHg.

* Taquipnea.
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e Estado mental alterado.

* Edema importante o equilibrio positivo de fluidos (> 20 mL/kg durante mas de

24 h).

* En el paciente no diabético, hiperglucemia (glucosa en plasma > 140 mg/dL o

7,7 mmol/l).
Variables inflamatorias:

* Leucocitosis ( > 12 000), leucopenia ( < 4 000) o recuento de leucocitos normal

con mas del 10 % de formas inmaduras.

* Proteina C reactiva en plasma superior a dos desviaciones estandar por encima

del valor normal.

* Procalcitonina en plasma superior a dos desviaciones estdndar por encima del

valor normal.
Variables de disfuncion organica:
* Hipoxemia arterial (PaO,/FiO, < 300).

* Oliguria aguda (diuresis < 0,5 ml/kg/h durante al menos 2 horas a pesar de una

adecuada reanimacion con fluidos).
* Aumento de creatinina > 0,5mg/dL o 44,2 umol/L.
* Anomalias en la coagulacién (INR> 1,50 TTPa > 60 s)
* f{leo (ausencia de borborigmos)
* Trombocitopenia (recuento de plaquetas < 100 000 pL)
* Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total en plasma > 4mg/dL o 70 umol/L)
Variables de perfusion tisular:

* Hiperlactatemia (> 1 mmol/L)
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* Reduccién en llenado capilar o moteado.
Sepsis grave

La sepsis grave se define como hipoperfusion tisular o disfuncion orgdnica inducida por

sepsis (cualquiera de los siguientes casos debido a la infeccion).

* Hipotensidn inducida por sepsis.

* Lactato por encima de los limites maximos normales de laboratorio.

* Diuresis < 0,5 ml/kg/h durante mas de 2 h a pesar de una reanimacion

adecuada con fluidos.

* Lesidn pulmonar aguda con Pa0,/FIO; < 250 con ausencia de neumonia como

foco de infeccion.

* Lesidon pulmonar aguda con PaO,/FIO, <200 por neumonia como foco de

infeccion.
* (Creatinina > 2,0 mg/dL (176,8 umol/L).
* Bilirrubina > 2 mg/dL (34,2 umol/L).
* Recuento de plaquetas < 100 000 pL.
* Coagulopatia ( INR > 1.5).
Shock séptico

* Hipotension inducida por sepsis a pesar de una adecuada resucitacion con

fluidos (30 mL/kg de cristaloides o su equivalente en albumina).
Sindrome de disfuncién multiorganica

* Perdida de la capacidad del organismo para mantener la homeostasis. Se trata

del lado mas grave del espectro del SRIS y la sepsis. No hay criterios estrictos
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para definirlo, se considera anormalidades progresivas érgano especificas de

los siguientes parametros:

Pa0,/FiO;

Recuento de plagquetas

Bilirrubina sérica

Creatinina sérica ( o gasto urinario)

Escala de Glasgow

Presidn arterial

Sepsis y disfuncién orgénica
o hipoperfusion tisular
con elevacion de lactato

SEPSIS G

SEPTICO

SRIS + Infeccién

MORTALIDAD

Fiebre / Hipotermia documentada Hipotensién inducida por sepsis
. ‘ a pesar de una adecuada

Taquicardia resucitacion con fluidos

Hipotension S E PSIS

Taquipnea 4

Leucocitosis / Leucopenia

SRIS

/

Figura 2. Espectro de gravedad de la sepsis, el shock séptico y el SDMO.
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1.2.3 Guias de practica clinica

En el 2002 se inicié la campafia sobreviviendo a la sepsis (SSC, por sus siglas en inglés)
como una iniciativa global que reune esfuerzos de varias organizaciones profesionales
con el objetivo comun de mejorar el tratamiento de la sepsis y disminuir la alta tasa de
mortalidad. En esta campafa participan tres sociedades cientificas principales, la
European Society of Intensive Care Medicine, el International Sepsis Forum y la Society
of Critical Care Medicine. En el afio 2004 se publicaron las pautas de actuacién clinica
de la SSC para el manejo del paciente con sepsis grave y shock séptico con el respaldo
de 11 sociedades cientificas. Esta guia se revisé en el afio 2012 [14] por un comité
internacional de expertos y se adhiriéd a los principios de la medicina basada en la
evidencia utilizando el sistema GRADE (Grading of Recommendations Assessment,
Development and Evaluation) para determinar la intensidad de las recomendaciones

que dicta.
1.2.3.1 Reanimacion inicial

La base del tratamiento para la inestabilidad hemodindmica es la correccion de la
hipotensidn y la restauracidén de un flujo sanguineo regional adecuado con el objetivo
de preservar la perfusién tisular. Es importante combinar criterios de valoracion, tales
como presion arterial con evaluacion de perfusion regional y global mediante
pardmetros como concentracion de lactato en sangre, perfusidn cutdnea, estado
mental y gasto urinario. Se recomienda un protocolo cuantitativo de reanimacion con
liguidos [17], que debe iniciarse tan pronto como se identifique la hipoperfusién
(lactato mayor o igual a 4 mmol/L o hipotensién) y cuyos objetivos durante las

primeras 6 horas son:

a. PVC 8 — 12 mmHg. En pacientes ventilados mecanicamente o aquellos con
distensibilidad ventricular reducida se debe lograr un objetivo mas alto de PVC

de 12 a 15 mmHg [18].
b. PAM mayor o igual a 65 mmHg [19].

c. Diuresis mayor o igual a 0,5 ml/Kg/hr.
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d. Saturacidn de oxigeno venosa central (vena cava superior, SO,vc) o saturacién

de oxigeno venosa mixta (SO,v) de 70 % o 65 %, respectivamente [20].

e. Dirigir la reanimacion para normalizar el lactato como marcador de

hipoperfusion tisular [21].

1.2.3.2 Diagnostico

Es importante distinguir rapidamente la sepsis del SRIS, ya que en caso de existir una
infeccidn ésta debe tratarse lo antes posible. Se deben obtener cultivos clinicamente
apropiados idealmente antes de iniciar tratamiento antibiético, al menos dos
conjuntos de hemocultivos en frascos aerobios y anaerobios, con al menos uno
recogido por via percutanea y otro recogido a través de cada dispositivo de acceso

vascular de mas de 48 horas de colocacion [22, 23].

Se recomienda ademas el uso de la prueba de 1,3 beta-D-glucano o de anticuerpos
manano y antimanano en funcién de su disponibilidad con el fin de detectar la
candidiasis invasiva en el diagndstico diferencial de la infeccidn [24, 25]. Asi mismo se

deben realizar estudios de imagen para constatar el posible foco de la infeccién.

1.2.3.3 Tratamiento

Se deben administrar antibidticos intravenosos efectivos dentro de la primera hora
[26]. Este tratamiento debe incluir uno o mas antibiéticos que hayan demostrado
actividad contra todos los patdgenos probables (bacteriano, flungico o virico) y que
penetren en concentraciones adecuadas en los tejidos que se supone son la fuente de
la sepsis. El tratamiento se debe reevaluar diariamente. Ademads, en el caso de los
pacientes neutropénicos o con patégenos resistentes a farmacos (p.ej. Acinetobacter y
Pseudomona spp) se recomienda tratamiento empirico combinado que no se debe
mantener por un periodo superior a 3 - 5 dias y se debe reducir en cuanto se tenga el
perfil de sensibilidad. La duracidn habitual de tratamiento es de 7 - 10 dias,
pudiéndose alargar en pacientes con respuesta clinica lenta, focos de infeccién no

drenados, bacteriemia por S. aureus, infecciones fungicas, viricas o neutropenia [27].
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El uso de niveles bajos de procalcitonina o biomarcadores similares pueden ayudar al
médico en la interrupcidon de antibidticos empiricos en pacientes que parecen estar

sépticos, pero sin evidencia posterior de infeccidn [28].
1.2.3.4 Control de la fuente de infeccion

Se debe hacer un diagndstico anatémico especifico de la infeccion y si es posible,
intervenirse en las primeras 12 horas [29]. Una excepcién seria la necrosis
peripancredtica donde la intervencion definitiva deberia posponerse hasta que los
tejidos viables y no viables estén bien demarcados [30]. Se prefiere ademas el
procedimiento efectivo que produzca el menor traumatismo fisiolégico. Una vez que
se garantice un nuevo acceso vascular, es recomendable retirar aquellos dispositivos

intravasculares que puedan ser reservorio de infeccidn.
1.2.3.5 Prevenciodn de la infeccion

Para disminuir la incidencia de neumonia asociada al respirador se recomienda el uso
de gluconato de clorhexidina oral como método de descontaminacion orofaringea

[31].
1.2.3.6 Tratamiento con fluidos en la sepsis grave

Los cristaloides son la opcidn inicial para la reanimacién con fluidos. Se debe evitar el
uso de hidroxietilalmidén [32, 33]. Cuando los pacientes requieren cantidades
importantes de cristaloides, se recomienda la albumina [34]. Se recomienda una
sobrecarga liquida inicial con 30 ml/kg de cristaloides o su equivalente en albimina. Se
recomienda continuar la administracién de fluidos, siempre que exista una mejora
hemodinamica basada en variables dinamicas (p.ej. variacion de la presion diferencial
arterial o variacién del volumen sistdlico) o estaticas (p.ej. presion arterial o frecuencia

cardiaca) [35].
1.2.3.7 Vasopresores

Una reanimacion adecuada con fluidos es un aspecto fundamental en el tratamiento

hemodinamico de pacientes con shock séptico y lo ideal es conseguirla antes de utilizar
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vasopresores e indtropos; sin embargo, la utilizacién temprana de vasopresores en
pacientes con shock séptico es habitualmente necesaria. Cuando esto ocurre, se debe
tratar de interrumpir los vasopresores mediante una reanimaciéon con fluidos

adecuada.

El tratamiento vasopresor debe buscar una PAM de al menos 65 mmHg [36]. Algunos
pacientes pueden requerir presiones arteriales medias mdas elevadas como por
ejemplo aquellos con aterosclerosis o hipertensién arterial previa. A todos los
pacientes que requieran vasopresores se les debe colocar un catéter arterial tan
pronto como sea posible con el fin de obtener una informacion inmediata vy

reproducible sobre la presidn arterial en la que basar las decisiones del tratamiento.

La noradrenalina es el vasopresor de primera eleccidon [37 — 49]. Se puede anadir
adrenalina o utilizarse en su remplazo para mantener una presion arterial adecuada. La
vasopresina a dosis bajas (hasta 0,03 U/min) puede afiadirse a la norepinefrina con el
fin de obtener una presiodn arterial adecuada o disminuir las dosis de norepinefrina,
pero no se recomienda como vasopresor inicial Unico para el tratamiento de la
hipotensidén inducida por sepsis [50]. Dosis mas altas de vasopresina deben reservarse
para tratamientos de rescate cuando no se haya podido lograr una PAM adecuada con

otros agentes vasopresores.

El uso de dopamina como agente vasopresor alternativo a noradrenalina se limita a
pacientes seleccionados con bajo riesgo de taquiarritmias. La noradrenalina es un
vasopresor mas potente que la dopamina y puede ser mas efectiva para corregir la
hipotensién en los pacientes con shock séptico, ademas de ser menos arritmogénica.
La informacidn obtenida de cinco estudios aleatorizados que compararon a la
noradrenalina con la dopamina mostré un riesgo relativo de mortalidad en shock
séptico de 0,91 (IC 95 % = 0,84 - 1,00) a favor de la noradrenalina [51]. Ademas, un
estudio aleatorizado que comparé el uso de dopamina a dosis bajas contra placebo, no
demostré diferencia en los niveles de creatinina, necesidad de terapia de reemplazo
renal, gasto urinario, ni en el tiempo para recuperar la funcién renal, asi como

tampoco hubo diferencias en la tasa de supervivencia ni en la estancia hospitalaria. Por
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lo tanto, el uso de dopamina como protector renal se encuentra actualmente

desfasado [52, 53].

Adicionalmente no se recomienda el uso de fenilefrina en el tratamiento del shock
séptico excepto en las siguientes circunstancias: (a) noradrenalina asociada con
arritmias graves, (b) gasto cardiaco alto y presidn arterial continuamente baja, o (c)
como tratamiento de rescate cuando la combinacién de farmacos

inotrépicos/vasopresores y vasopresina no logra el objetivo de la PAM [54].
1.2.3.8 Inotropicos

La dobutamina es el inotrépico de primera eleccién para pacientes con gasto cardiaco
bajo en presencia de presién de llenado ventricular izquierdo (o evaluacién clinica de
reanimacion con fluidos adecuada) y PAM adecuada. Se recomienda anadir al
vasopresor un tratamiento de prueba con perfusion de dobutamina de hasta 20
ug/kg/min en presencia de: (a) disfuncion miocardica, como lo indican las presiones
cardiacas de llenado elevadas y bajo gasto cardiaco, o (b) signos continuos de
hipoperfusion, a pesar de lograr un volumen intravascular adecuado y PAM adecuada

[55].
1.2.3.9 Corticosteroides

Se recomienda no utilizar hidrocortisona intravenosa en el tratamiento del shock
séptico si la reanimacion con fluidos adecuada y el tratamiento con vasopresores son
capaces de restaurar la estabilidad hemodinamica. De no poder lograr este objetivo, se

sugiere administrar hidrocortisona intravenosa en una dosis de 200 mg al dia [56].

Se sugiere no utilizar la prueba de estimulacion ACTH para identificar el subconjunto
de adultos con shock séptico que deberian recibir hidrocortisona. En los pacientes
tratados, se ajusta la dosis de hidrocortisona cuando ya no se necesitan los
vasopresores. Tampoco se recomienda administrar corticosteroides para el

tratamiento de la sepsis en ausencia de shock [57].
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1.2.3.10 Hemoderivados

Una vez resuelta la hipoperfusion tisular se recomienda la utilizacién de
hemoderivados para lograr un objetivo de concentracién de hemoglobina de 7,0 a 9,0
g/dl en adultos [58]. No se recomienda la eritropoyetina ni el uso de plasma fresco
congelado (si no hay hemorragia activa o el paciente requiere de cirugia). La
antitrombina tampoco se recomienda [59]. El uso de plaquetas esta indicado cuando
su recuento sea menor de 10.000 o menor de 20.000 si se considera que el paciente
estd en riesgo de hemorragia. Si hay sangrado activo o en contexto de cirugia, se

recomiendan niveles plaquetarios de al menos 50.000 [60].
1.2.3.11 Proteina C

En el afio 2001 el estudio PROWESS [61] mostrd una reduccion de la mortalidad de la
sepsis con el uso de la proteina C lo que motivd su inclusién en las guias de
tratamiento del afilo 2004. Sin embargo estudios posteriores mostraron su ineficacia en
la sepsis leve y en nifios, lo que restringid su uso a pacientes con sepsis grave (APACHE
>25 o SDMO); ello llevd a la realizacion de un segundo estudio (PROWESS SHOCK) que

mostro la ineficacia de la proteina C lo que obligé a su retirada del mercado [62].
1.2.3.12 SDRA inducido por sepsis y ventilacion mecanica

La sepsis y el shock séptico se asocian con frecuencia a dafio pulmonar y desarrollo del
Sindrome de Dificultad Respiratoria Aguda (SDRA) por un doble mecanismo, indirecto
(situaciones de shock y liberacion de mediadores inflamatorios) y directo por efecto
sobre el pulmdn en el caso de la sepsis de origen pulmonar (neumonia) [63]. En las
guias de tratamiento de la campafa “sobreviviendo a la sepsis” se utilizan las
definiciones del Consenso Europeo-Americano de SDRA, que en su ultima actualizacion
divide al SDRA en tres categorias: leve, para PaFiO;, < 300, moderado para PaFiO, <200

y grave cuando la PaFiO, es < 100 [64].

La pérdida de capacidad ventilatoria del pulmdén secundaria al SDRA hace que
frecuentemente los pacientes con sepsis requieran de soporte ventilatorio. Este
soporte no esta exento de complicaciones tales como el barotrauma o la infeccién.
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Con el fin de limitar estas complicaciones se han estudiado diferentes estrategias en
las que se limita tanto el volumen corriente como la presidn inspiratoria o espiratoria;
a partir de estos estudios se derivan recomendaciones como: 1) Mantener un volumen
corriente de 6 ml/Kg con una presion de meseta menor o igual a 30 cmH,0 [65]. 2)
Utilizar PEEP (presién positiva al final de la espiracion) mayor de 5 cmH,0 como
estrategia para prevenir el colapso alveolar [66, 67]. 3) En centros donde haya
experiencia, utilizar la posicién de decubito prono como método para mejorar la
hipoxemia grave (PaFiO, < 100) [68]. 4) Mantener la cabecera a 30 - 45 grados para
disminuir el riesgo de aspiracidon y de neumonia asociada al respirador [69]. 5) Realizar
sistematicamente intentos de desconexién una vez el paciente esté

hemodindmicamente estable y con requerimientos bajos de FiO2 y PEEP [70].

La ventilacion mecanica no invasiva es una técnica que ofrece ventajas tales como un
menor requerimiento de sedaciéon y una mejor comunicacion con el paciente, ademas
de evitar complicaciones asociadas con el uso de la intubacién orotraqueal como por
ejemplo la neumonia asociada a ventilacién mecanica [71, 72]. Por ello, se recomienda
su uso siempre y cuando se tolere adecuadamente; los niveles de presién de soporte y
PEEP sean bajos y no existan contraindicaciones tales como un bajo nivel de conciencia

o incapacidad para defender la via aérea.

Los pacientes con SDRA desarrollan edema pulmonar por un incremento en la
permeabilidad capilar y una presion hidrostatica aumentada junto con una presién
oncética disminuida [73]. Se recomienda utilizar una estrategia de fluidos
conservadora en ausencia de hipoperfusion tisular, basdndose en la medicién de la
presidon venosa central (PVC < 4 mmHg) o de la presién capilar pulmonar (PCP < 8
mmHg) con el fin de disminuir la duracion de la ventilacién mecdanica [74]. Los
pacientes con SDRA inducida por sepsis bien seleccionados contindan siendo
candidatos para la insercién de catéter de arteria pulmonar cuando las respuestas a
decisiones de manejo importantes dependen de la informacion que se obtiene de

mediciones directas. Sin embargo, se recomienda no utilizarlo rutinariamente [75].
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1.2.3.13 Sedacidn, analgésicos y bloqueo neuromuscular

Se deben utilizar protocolos de sedacién, bien sea continua o intermitente, con el fin
de limitar la dosis de sedante al minimo necesario para que la ventilacion mecanica sea
tolerada, ya que esta demostrado que esto se relaciona con una menor estancia en UCI

y menor tiempo de ventilacién mecanica [76].

El uso de bloqueantes neuromusculares se recomienda en el caso del SDRA con PaFiO,
< 150 mmHg donde se deben utilizar inicialmente para reducir las presiones pico de la

via respiratoria [77].
1.2.3.14 Control de la glucemia

La glucemia se debe mantener por debajo de 180 mg/dl mediante el uso de un
protocolo de insulina en el que se monitorice la glucometria cada 1 — 2 horas hasta que
los valores de glucosa y la tasa de infusion sean estables pasando luego a cada 4 horas.
Esta recomendacidn se basa en los resultados del estudio NICE — SUGAR que demostré
gue en los pacientes de UCI un protocolo de insulinoterapia mas intensivo
(glucometria menor de 110 mg/dL) se relacioné con un mayor riesgo de hipoglucemia

y un incremento en la mortalidad [78].
1.2.3.15 Terapia de reemplazo renal y uso de bicarbonato

En los pacientes con sepsis, la terapia de reemplazo renal continua y la hemodialisis
intermitente son equivalentes [79]. En aquellos pacientes con inestabilidad
hemodinamica es preferible utilizar la terapia de reemplazo renal continua al ser

menos brusco el intercambio hidrico [80].

La infusién intravenosa de bicarbonato sédico esta desaconsejada como tratamiento

de la acidosis lactica inducida por la sepsis cuando el pH es > 7,15 [81, 82].
1.2.3.16 Prevencion de la ulcera gastrointestinal y nutricion

Se recomienda el uso de profilaxis en pacientes que presenten factores de riesgo para
hemorragia gastrointestinal tales como coagulopatia (INR > 1.5 o plaquetas < 50.000),

uso de ventilacién mecanica por mds de 48 horas o hipotensidn. Esta profilaxis se debe
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realizar con inhibidores de bomba de protones o antagonistas H2 aunque se prefiere a
los primeros. Los pacientes que no presentan factores de riesgo no deberian recibir

profilaxis [83].

Se recomienda iniciar nutricion por via oral o enteral tan pronto sea posible; esta debe
iniciarse de forma progresiva. Esta estrategia se relaciona con una incidencia reducida
de complicaciones infecciosas asi como periodos de ventilacion mecdnica y estancia en

UCI mas cortos [84].
1.2.3.17 Profilaxis de la trombosis venosa profunda.

Se recomienda el uso de profilaxis para trombosis venosa en los pacientes con sepsis
grave mediante el uso diario de heparina de bajo peso molecular o dos veces al dia de
heparina no fraccionada [85]. En pacientes con aclaramiento de creatinina inferior a 30
ml/min se puede utilizar dalteparina, otra heparina de bajo peso molecular que tenga

poco metabolismo renal o heparina no fraccionada [86].

Cuando existe alguna contraindicacién para el uso de heparina (trombocitopenia,
coagulopatia grave, sangrado activo, hemorragia intracerebral reciente) se recomienda
el uso de profilaxis mecanica mediante medias de compresién graduada o dispositivos

de compresion neumadtica intermitente [87].

Un metaanalisis reciente de la colaboracién Cochrane [88] combind los hallazgos de 11
estudios y concluyd que la combinacion de la profilaxis mecanica y la farmacoldgica es
superior a su uso individual para prevenir la trombosis venosa profunda y es superior a
la profilaxis mecanica aislada para prevenir el tromboembolismo pulmonar. Por ello, se
sugiere el uso combinado de profilaxis farmacoldgica y mecdnica siempre que sea

posible.
1.3 Fisiopatologia
1.3.1 Mecanismos basicos

La respuesta séptica es una cadena de eventos compleja que involucra procesos

inflamatorios y antiinflamatorios, reacciones celulares y humorales y anormalidades
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circulatorias [1]. Esta cadena puede llevar a una hipoperfusidon generalizada, fallo

multiorganico y muerte.

Durante las ultimas 4 décadas y hasta hace poco, la sepsis se entendia como el
resultado de una respuesta inflamatoria descontrolada ante un estimulo infeccioso; sin
embargo, los pobres resultados obtenidos con las terapias antiinflamatorias han
llevado al replanteamiento de la fisiopatologia de la sepsis, siendo ahora considerada
como un desequilibrio entre reacciones proinflamatorias (disefiadas para eliminar a los
patégenos invasores, pero a su vez causante de dafio tisular) y respuestas
antiinflamatorias (disefiadas para limitar la inflamacién excesiva, pero al mismo tiempo
haciendo al huésped mads vulnerable a otros gérmenes); asi, la hipdtesis de que la
inflamacién excesiva es la causa Unica o principal de los efectos adversos de la sepsis

en el paciente en el momento actual no se considera correcta [89].

El sistema inmunitario opera con elementos celulares que interactian entre si gracias
a diversos mediadores y receptores quimicos. La respuesta del huésped suele
comenzar cuando las células de la inmunidad innata particularmente los macréfagos,
reconocen y se unen a componentes microbianos tales como el lipopolisacarido (LPS)
de membrana de las bacterias gram negativas, el acido lipoteicoico de las gram
positivas o el DNA bacteriano [90]. Este reconocimiento se realiza a través de un
sistema de receptores reconocedores de patrones (PRR, por sus siglas en inglés), los
cuales identifican patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP). Existen al
menos tres familias de PRR: 1) Receptores Toll-like (TLR), 2) Dominios de
Oligomerizacion de Nucleétidos (NOD) y 3) Helicasas similares al gen inducido por

acido retinoico | (RIG-I).

Las células de la inmunidad innata también reconocen sefiales enddgenas, conocidas
como patrones moleculares asociados a dafio (DAMP) [91, 92]; ejemplos de estas
sefiales son las proteinas de shock térmico (HSP), el fibrindgeno, el acido hialurénico y
la proteina del grupo 1 de alta movilidad (HMGB1), las cuales causan una mayor

amplificacién de la respuesta proinflamatoria.
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La unién de los componentes microbianos a los PRR desencadena diversas vias de
sefializacion intracelular para producir su efecto bioldgico. Los receptores TLR [93]
desencadenan una cascada de sefales mediadas a través del factor de transcripcion
NF-kB que se desplaza del citosol al nucleo e induce la transcripcion de citoquinas
proinflamatorias tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa), la interleucina-1
(IL-1) y quimiocinas como la molécula de adhesidn intercelular (ICAM-1), la molécula
de adhesion vascular 1 (VCAM-1) y el éxido nitrico, las cuales son liberadas a la
circulacidn sanguinea y causan la activacién de neutréfilos, monocitos, macréfagos,
plaguetas y células endoteliales. Los leucocitos circulantes sufren una serie de cambios
(rodamiento, adhesidn, diapédesis y quimiotaxis) que les lleva al sitio donde se estd
produciendo la infeccidn. Esta migracion produce los signos clinicos de inflamacién
como el calor y el eritema debido a la vasodilatacidn local y la hiperemia y el edema

secundarios a la permeabilidad microvascular.

De manera paralela, los PRR activan una serie de cascadas proteicas plasmaticas tales
como la cascada de la coagulacién, la fibrinolisis, el sistema de complemento y
calicreina-quinina; ademas de estimular la sintesis de mediadores lipidicos
eicosanoides (metabolitos del dcido araquiddnico), factor activador de plaquetas (PAF)

y radicales de oxigeno [91].

Simultdneamente a la respuesta proinflamatoria se desencadena otra antiinflamatoria
a través de citoquinas como la interleucina 10 (IL-10) que antagonizan la produccidn de
TNFa y IL-1 a nivel de las células mononucleares y los linfocitos T helper y antagonistas
de citoquinas como el antagonista del receptor de la IL-1 (IL-1Ra) y el receptor soluble
del TNF (sTNF-R) [94]. Ademas algunas moléculas antiinflamatorias como la IL-6 e IL-10
pueden tener también efectos proinflamatorios tales como la proliferacién de células

B, de células T citotodxicas y la produccidon de anticuerpos.

El sistema de complemento es otro de los mecanismos de defensa del huésped contra
los patégenos. Existen tres vias para su activacion: 1) la via cldsica; 2) la via alternativa
y 3) la via de las lectinas. Tanto la via clasica como la via alternativa son mediadas por

la interaccién de un antigeno con un anticuerpo y se consideran parte de la inmunidad
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adquirida, mientras que la activacién de la via de las lectinas es independiente de
anticuerpos, utiliza un receptor de unién a manosas (MBL) para el reconocimiento de
los patdgenos y se considera parte de la inmunidad innata [95]. La activacidon de
cualquiera de estas vias resulta en la formacién del complejo de ataque a la membrana
microbiana. Aunque el complemento es un sistema de defensa importante contra los
microorganismos también se ha relacionado con efectos negativos en el shock séptico
tales como fallo multiorganico y muerte [96, 97]. A nivel experimental se ha trabajado
en intervenciones que buscan bloquear la sefializacion del C5a y del C1 con el fin de
disminuir la respuesta inflamatoria [98], consiguiendo disminuir la morbilidad en

algunos modelos animales [89].

Los pacientes con sepsis de forma casi invariable presentan evidencia de activacion del
sistema de la coagulacién. En condiciones normales el factor tisular (FT) se considera
como el iniciador de la coagulacién en sepsis. Los eventos procoagulantes estan
controlados por tres proteinas anticoagulantes principales: el inhibidor de la via del
factor tisular (TFPI), la antitrombina y la proteina C activada. Durante la sepsis grave la
actividad del TFPI, la antitrombina y la proteina C activada se encuentra disminuida, lo
gue junto con el incremento de la actividad del FT genera un estado procoagulante

[99].

Aunque la infeccidon grave puede estar asociada con una fase de hiperinflamacion,
muchos, si no todos los pacientes que sobreviven a la fase aguda de la sepsis,
desarrollan un estado prolongado de inmunosupresion, una condiciéon conocida como
inmunoparalisis. La mayor parte de los pacientes reclutados en estudios clinicos
muestran evidencia de este estado de respuesta inmune disminuida. Aunque la
inmunoparalisis se ha considerado como beneficiosa en el sentido que contrarresta un
estado proinflamatorio devastador, también puede conducir a una incapacidad para
controlar la infeccion y a una predisposicion a la infeccion nosocomial. Un nivel de
expresion de HLA-DR inferior al 30 % se relaciona con una mayor frecuencia de fallo

multiorganico y una mayor mortalidad en shock séptico [100].
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1.3.2 Genética

Desde la publicacién clasica de Sorensen et al [101], donde describid que el riesgo
relativo de morir por una causa infecciosa era casi cinco veces mayor cuando el padre
bioldgico habia fallecido por una infeccion dentro de los primeros cincuenta afios de
vida, sabemos que los factores genéticos implican un riesgo heredable de morir por
infeccidon aun mayor que el riesgo para fallecer por cancer o enfermedad

cardiovascular.

Los trabajos que buscan explicar la relacién entre la genética y el riesgo de infeccién
se basan principalmente en estudios de asociacidon de polimorfismos y de genoma

completo.

Un polimorfismo genético es una variacion de la secuencia de DNA en una localizacién
particular de un cromosoma. Existen tres tipos de polimorfismos: 1) Polimorfismos de
nucledtido simple (SNP, por sus siglas en inglés); 2) Niumero variable de repeticiones
en tandem (VNTR) y 3) Variacion en el nimero de copias (CNV). De ellas, los SNP son
con diferencia los polimorfismos mas frecuentes y los mas analizados en la actualidad.
Se trata de cambios que afectan a una sola base (adenina (A), timina (T), citosina (C) o
guanina (G)) de un nucledtido en una posicién concreta del genoma. Estos cambios
pueden ocurrir por deleciones, inserciones o sustituciones y aparecen con una
frecuencia en promedio de 1 por cada 1000 pares de bases a lo largo del genoma. Los
SNP se diferencian de una mutacién puntual en que su frecuencia en la poblacién

general es superior al 1 % (figura 3).

Los SNP pueden provocar una deficiencia absoluta, una anomalia o un cambio en los
niveles de expresidon de una proteina aunque generalmente la mayoria de estos
polimorfismos no tienen un impacto funcional (es decir, no hacen que aparezca una
enfermedad o un rasgo determinado); sélo algunos polimorfismos tienen algun
impacto y su herencia se determina por la evolucidn, es decir, cuando una variante
presenta una ventaja para el individuo, el polimorfismo aumenta en frecuencia dentro

de la poblacién.
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Figura 3. Polimorfismo de nucleétido simple (SNP).

Estan descritas asociaciones entre SNP de genes relacionados con la deteccién
microbiana, mecanismos de sefializacién de la respuesta inmune e inflamatoria,
citoquinas pro y anti inflamatorias y la funcidn endotelial con el prondstico de los
pacientes con sepsis. La mayoria de trabajos en este sentido utilizan el método de
analisis de genes-candidatos, el cual tiene su origen en el estudio de enfermedades
clasicas mendelianas determinadas por un Unico gen y analizadas mediante técnicas de
analisis de ligamiento que buscan determinar riesgos aumentados o disminuidos para
portadores de un determinado alelo en la poblacion. Estos trabajos dirigen la
busqueda a genes “sospechosos” al estar implicados en las vias biolégicas implicadas
en la sepsis [102]. A continuacién exponemos la literatura mas relevante publicada en

las ultimas dos décadas con respecto a estos genes candidatos.

1.3.2.1 SNP relacionados con deteccion microbiana

CD14 (rs2569190)

El CD14 es una proteina de la membrana celular de los macréfagos, neutréfilos y

células dendriticas que forma parte junto con el MD2 y el TLR4 del complejo de
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receptor del LPS de la membrana de las bacterias gram negativas. El genotipo
homocigoto T/T se relaciona con una mayor expresion de CD14 en los monocitos in
vitro tras exposicidn a lipopolisacarido y en pacientes sépticos [103]. Los trabajos que
examinan el rol de este polimorfismo en la sepsis reportan una mayor susceptibilidad a
la sepsis en neonatos de bajo peso [104] y mayor riesgo de infeccién por gram
negativos en adultos ingresados en UCI [105]. En cuanto a la gravedad de la
enfermedad, los adultos sépticos en UCI portadores del genotipo T/T parecen tener
una menor mortalidad [106]. Sin embargo estos reportes no son concluyentes ya que
otros grupos no han encontrado cambios en la incidencia ni en el prondstico de la

sepsis [107, 108].
TLR2 (rs4696480 y rs5743708)

Es un receptor de membrana presente principalmente en los leucocitos de sangre
periférica y se encarga de la deteccién de patdégenos gram positivos al reconocer las
lipoproteinas y el acido lipoteicoico de la pared bacteriana. Sus mutaciones se asocian
con mayor susceptibilidad a la infeccion por gram positivos [105, 109, 110] aunque en
un estudio dirigido a infeccién por S. aureus no pudo confirmarse esta asociacién

[111].
TLR4 (rs4986790 y rs4986791)

El TLR4 es un receptor de la membrana leucocitaria que se encarga del
reconocimiento de bacterias gram negativas al reconocer el LPS. Los polimorfismos de
este gen se asocian a una susceptibilidad aumentada a la infeccién [112, 113] asi como
a una progresion mas rapida [110] y a una mayor mortalidad en UCI debida a la
infeccion [114, 115]. Estos polimorfismos se asocian también con un aumento del
riesgo de sepsis y shock séptico tras quemadura [116]. Sin embargo, otros trabajos
describen un menor riesgo de desarrollar sepsis grave en una cohorte de pacientes
con sepsis post trauma [117] y un menor riesgo de desarrollar sepsis en la infeccidon
por neumococo en poblacién pediatrica [118]. En la infeccién por meningococo no se
ha encontrado ninguna asociacion con susceptibilidad o gravedad de la enfermedad
[119, 120].
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MBL2 (rs1800450)

La lectina de unién a manosas (MBL) es una proteina humoral encargada del
reconocimiento de PAMP mediante su unién a los carbohidratos presentes en la
superficie de los microorganismos y actua activando la cascada del complemento [95].
Los polimorfismos del gen de la MBL2 se asocian a menores niveles circulantes de esta
proteina [121], lo cual a su vez se relaciona con mayor susceptibilidad a infecciones por
S. pneumoniae [122 — 124], N. meningitidis, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Legionella
spp. entre otras. Ademas, bajos niveles de MBL se asocian con el desarrollo de sepsis
grave [121], coagulacién intravascular diseminada y fallo multiorganico. Es importante
anotar que aunque otros grupos no han podido replicar estos hallazgos [125], un
reciente metaanalisis de todos los estudios publicados concluyé que los polimorfismos

del MBL estan asociados con mayor susceptibilidad a la infeccién [126].
Proteina C Reactiva (rs2794521)

La proteina sintetizada a partir de este gen pertenece a la familia de las pentaxinas. Su
rol en la defensa del huésped se basa en su capacidad para detectar fosfocolinas de
patégenos y células dafiadas del huésped e iniciar su eliminacién mediante la
activacion del complemento. El genotipo G/G del polimorfismo -717G (rs2794521) de
la region promotora de la CRP se asocia con mayor mortalidad por pneumococo
independientemente de los niveles de CRP en sangre. Ademads, el haplotipo 1184C,

2042C, 2911C se relaciona con menor colonizacién por S. aureus [127, 128].
NOD2 (rs2066844 y rs2066845)

El NOD2/CARD15 es un receptor de membrana encargado de la deteccién de
peptidoglicanos bacterianos y sus principales variantes se encuentran en las posiciones
702, 908 y 1007. La presencia de dichos polimorfismos es un factor de riesgo para

desarrollar bacteriemia [114] y se asocia con una mayor mortalidad por sepsis [129].
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FCGR2A (rs1801274)

El FCGR2A es una proteina que hace parte del receptor de IgG tipo 2. Su activacién
media en el inicio de la fagocitosis y la citotoxicidad de los neutrofilos y es de particular
importancia en la defensa contra microorganismos encapsulados. Los polimorfismos
del gen del FGR2A en la posicién 131 cambian la afinidad de esta proteina por la IgG2,
lo que puede producir diferentes efectos sobre la susceptibilidad y la gravedad de la
infeccion. Por una parte se ha descrito como factor de riesgo para desarrollar infeccién
invasiva por neumococo [130 — 133] mientras que otros dos grupos reportan un efecto

protector [134, 135].

1.3.2.2 SNP relacionados con vias de sefalizacion intracelular

IRAK1 (rs1059702)

La cinasa asociada al receptor de la interleucina 1 (IRAK1) forma parte de la via de
sefializacion intracelular de los receptores tipo Toll y como tal, es importante en la
regulacién de la transcripciéon de mediadores inflamatorios, al ser un paso intermedio
en la translocacion del NF-kB al nucleo. El polimorfismo en la posicidon 1595 del gen
que codifica para el IRAK1 hace parte de un haplotipo presente en la poblacion
caucasica y su presencia se relaciona con un incremento de los niveles de NF-kB a nivel
nuclear, una mayor incidencia de sepsis [136], de shock y mayor necesidad de uso de

ventilador asi como mayor mortalidad [137, 138].

NFKBIA (rs2233406)

Es una proteina intracitoplasmatica que regula la transcripciéon de genes mediadores
de la respuesta inmune mediante la inhibicién del factor de transcripcion nuclear NF-
kB al formar un complejo que impide el paso del NF-kB al nucleo. Existen mutaciones
raras del gen del NFKBIA que producen formas muy infrecuentes de inmunodeficiencia
[139]; polimorfismos mas comunes en este gen se relacionan con una mayor

susceptibilidad a la sepsis por neumococo [140].
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TONSL (rs4925858 y rs760477)

La proteina TONSL (previamente conocida como NFKBIL2), se encarga de regular la
transcripcidn proteica mediante la inhibicién del NF-kB. La heterocigosidad en dos
polimorfismos de este gen se relaciona con una menor susceptibilidad a la infeccién

invasiva por neumococo en un trabajo realizado en poblacidén europea y africana [141].
TIRAP (rs8177374)

Se trata de una proteina asociada a los receptores TLR 2 y 4 y cuya funcidn es iniciar la
cascada de sefalizacidn intracelular del NF-kB, lo que a su vez resulta en la secrecion
de citoquinas proinflamatorias. Ser heterocigoto para el polimorfismo Ser180Leu se
asocia con un efecto protector para infeccion por neumococo, malaria y tuberculosis
en poblacidon europea, africana y asidtica [142], aunque un estudio posterior en

poblacidén alemana, africana y asiatica no pudo replicar este hallazgo [143].
TRAF6 (rs4755453)

Forma parte de la familia de proteinas asociadas al receptor de TNF y se encarga de la
transduccion de sefiales del TNF y de la familia de la IL-1/Toll. Regula la respuesta
inflamatoria activando a la cinasa del IKB (IKK) en respuesta a citoquinas
proinflamatorias. En pacientes ingresados en UCI, el alelo C del polimorfismo
rs4755453 se relaciona con un mayor riesgo de dafio pulmonar inducido por sepsis

[144].
1.3.2.3 SNP relacionados con citoquinas proinflamatorias
Factor de Necrosis Tumoral (rs1800629)

El factor de necrosis tumoral (TNF) es una proteina que forma parte del grupo de las
citoquinas proinflamatorias. En el aflo 1999 un primer estudio asocié un polimorfismo
de la regiéon promotora del TNFa (-308A rs1800629) con una mayor mortalidad en
pacientes con sepsis grave y shock séptico [145]. Estudios posteriores relacionan este
mismo polimorfismo con una mayor susceptibilidad a malaria cerebral y una mayor

mortalidad por meningococcemia. Sin embargo, otros grupos no han podido replicar
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estos hallazgos. La cercania de los locus para los genes de la linfotoxina y la HSP70
hace que algunos autores sugieran que se trata de asociaciones cruzadas [116, 145 —

153].

Interleucina 1B (rs16944)

La IL-1B es la citoquina proinflamatoria por excelencia; capaz de estimular la
produccién de otras citoquinas proinflamatorias asi como estimular la médula ésea
para la liberacién de neutréfilos. Variantes en las posiciones -31y -511 determinan una
mayor produccién de IL-1B como respuesta al lipopolisacdrido en modelos
experimentales [154]. Se ha implicado al polimorfismo en la posicién -511 del gen de la
IL-1B como un factor de mayor susceptibilidad a la infeccidén por estreptococo del
grupo A en un estudio de casos y controles con mujeres en puerperio [155] y también
con un mayor riesgo de bacteremia en pacientes con trasplante renal [156] asi como
mayor gravedad y mortalidad en el caso de pacientes con infeccidon por meningococo
[157] y mayor riesgo de sepsis grave en pacientes quemados [116]. El polimorfismo en
la posiciéon -31, tiene una frecuencia en la poblacién general casi idéntica la del
polimorfismo en la posiciéon -511 y se relaciona con mayor mortalidad en pacientes

sépticos en poblacidn japonesa [158].

En contraste, no se ha encontrado asociacidén en el caso de sepsis por bacterias gram
negativas [159] y en un estudio en poblacidon china de UCI tampoco se encontré
asociaciéon con susceptibilidad a la sepsis [160]. Esta discrepancia llevé a la realizacidon
de un metaanalisis reciente donde se combinaron los resultados de siete trabajos, sin
encontrarse una asociacion significativa entre los SNP de las posiciones -31y -511vy la
susceptibilidad para desarrollar o fallecer por sepsis. La falta de homogeneidad de las
poblaciones entre los estudios y numero de pacientes limitado hacen dificil obtener

una conclusion definitiva [161].

Interleucina 6 (rs1800795)

La interleucina 6 es una glucoproteina secretada por los macréfagos y células T y hace

parte de las citoquinas proinflamatorias aunque también tiene actividad
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antiinflamatoria. El polimorfismo en la posicion -174 (rs1800795) del gen de la IL-6 se
relaciona con niveles alterados de IL-6 circulante y esta descrita una asociacién con un
peor prondstico en la sepsis de pacientes quemados o que han sufrido un traumatismo
grave. De nuevo, estos hallazgos no son consistentes, existiendo otros estudios que
muestran un nulo efecto sobre la supervivencia o incluso un efecto protector [116, 162

- 168].
1.3.2.4 SNP relacionados con citoquinas anti-inflamatorias
Interleucina 10 (rs1800872 y rs1800896)

La interleucina 10 es una proteina producida principalmente por los monocitos y en
menor medida por los linfocitos. Posee propiedades pleiotrépicas en la regulacién de
la respuesta inmune e inflamatoria. Inhibe la expresion de citoquinas proinflamatorias
y de las moléculas del complejo de histocompatibilidad tipo Il y favorece la activacion

de células B y la produccidn de anticuerpos.

El haplotipo -592C/734G/3367G esta descrito como un predictor importante de la
sepsis por neumonia al asociarse con un incremento en la mortalidad y la disfuncién
organica en pacientes criticos con sepsis de origen pulmonar mas no en sepsis de otro
origen [169]. Los homocigotos para el alelo G en la posicién 1082 (heredado en
desequilibrio de ligamiento y equivalente por tanto al haplotipo -592C/734G/3367G)
tienen un mayor riesgo de shock séptico en el contexto de neumonia neumocdccica
[170] y mayor mortalidad en neumonia adquirida en comunidad [171]. Este efecto
puede estar relacionado con la capacidad de la IL-10 de inhibir la funcién inflamatoria y

el dafio mediado por los macréfagos, la IL-1 y el TNF a nivel alveolar [194].

En los casos de sepsis de origen extrapulmonar el alelo A en la posicién 1082 se
relaciona con una mayor susceptibilidad para desarrollar sepsis [172] y peritonitis en
UCI [173], mientras que el alelo G determina mayores niveles de IL-10 y una mayor
mortalidad por sepsis en poblacion europea [172], hallazgo replicado en poblacién

china [174].
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1.3.2.5 SNP relacionados con la funcion endotelial
ADRB2 (rs1042717)

El receptor adrenérgico B2 es una proteina integral de membrana que actua como
receptor beta adrenérgico. A nivel endotelial regula la relajacién del musculo liso al
inducir vasodilatacién. Se expresa también en la membrana leucocitaria donde tiene

un efecto inhibitorio sobre la respuesta proinflamatoria [175].

El genotipo A/A del polimorfismo rs1042717 determina una mayor necesidad de
vasopresores adrenérgicos en pacientes con shock séptico asi como una mayor

probabilidad de fallo multiorganico y mortalidad a 28 dias [176].
AGTRAP (rs11121816)

La proteina asociada con el receptor tipo 1 de la angiotensina 2 es una proteina

transmembrana que se encarga de inhibir la via de sefalizacién de la angiotensina Il.

El genotipo G/G del polimorfismo rs11121816 del gen que codifica para la AGTRAP se
relaciona con hipotensién, taquicardia y una mayor mortalidad a 28 dias en pacientes

con shock séptico [177].
LNPEP (rs4869317)

La Leucilcistinil aminopeptidasa, también denominada vasopresinasa es una enzima
que se encarga de degradar a la vasopresina, la oxitocina, la bradiquinina y otras

hormonas peptidicas.

El polimorfismo rs4869317 se relaciona con un incremento en la depuracion de la
vasopresina y una mayor variacion en los niveles séricos de sodio junto con una mayor

mortalidad por shock séptico a 28 dias en pacientes sometidos a cirugia cardiaca [178].
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Figura 4. Principales receptores y vias de sefializacidn de la inmunidad innata relacionados con la sepsis.
Peptidoglicano (PG), lipopolisacérido (LPS), fosfocolina (FC), proteina C reactiva (CRP), complejo de ataque a
membrana (MAC), inhibidores del NF-kB (IkBs), cinasa IkB (IKK), fosfoinositol 3 cinasa (IP3K), éxido nitrico (NO),
factor activador de plaquetas (PAF).
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El diagndstico precoz y la estratificacion de la gravedad de la sepsis incrementan la
posibilidad de iniciar un tratamiento oportuno y dirigido con el fin de disminuir su
mortalidad [9]. Sin embargo, esto es dificultoso debido a la gran variabilidad y la
inespecificidad de sus signos y sintomas. De esta heterogeneidad clinica se deriva la
importancia de buscar biomarcadores que sirvan como predictores de susceptibilidad y

prondstico de la sepsis.

Hasta ahora, la busqueda de biomarcadores ha sido poco exitosa. La medicién
rutinaria de endotoxina, procalcitonina u otros marcadores no estd recomendada [14].
La interpretacidon de los niveles obtenidos es problematica en pacientes que sufren un
proceso inflamatorio agudo secundario a causas no infecciosas (p.ej. posoperatorio,
fallo cardiaco, neoplasia, etc.). Tampoco han sido exitosos la mayoria de estudios
clinicos de intervenciones en shock séptico no por desconocimiento del principio
bioldgico o fisioldgico aplicado, sino por la incapacidad para dirigirse especificamente a

la heterogeneidad sustancial que caracteriza a este sindrome [179].

La heterogeneidad clinica es el reto principal y su solucion yace en nuestra capacidad
de reducirla y manejarla adecuadamente a través de una mejor estratificacion de los
pacientes. El concepto de estratificacion pre intervencidn consiste en definir subgrupos
de pacientes con mejor o peor prondstico ante la infeccion mediante la determinacién
de variantes del genotipo (SNP), concepto que ya ha demostrado su utilidad en

modelos experimentales de sepsis polimicrobiana [180].

En las ultimas dos décadas se han estudiado multiples variantes en los genes que
codifican para las moléculas que hacen parte de las vias de la inmunidad innata,
llevandose a cabo trabajos que demuestran la relacién de estas variantes con la
susceptibilidad y el prondstico de la sepsis [102]. El interés suscitado por este grupo de
genes estd mas que justificado debido al rol de la inmunidad innata como primera
linea de defensa del huésped contra la infeccion y por la capacidad que tienen las

variantes genéticas para modular esta respuesta en multiples niveles.

La modulacién genética de la inmunidad innata va desde el reconocimiento del
microorganismo, el control de las cascadas inflamatorias, la elaboracion de moléculas
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efectoras y la eliminacién del patégeno hasta las interacciones con la respuesta
inmune adaptativa. La sepsis se entiende cada vez mds como un estado de mala
regulacién del proceso inflamatorio que conlleva una pérdida de la funcién protectora
normal de la inmunidad innata y produce un dafo en el huésped. Cada uno de los
mecanismos que hacen parte de la inmunidad innata y que son regulados por los
polimorfismos genéticos se convierten entonces en una diana terapéutica potencial y

generan la posibilidad de desarrollar tratamientos personalizados.

Sin embargo, la gran mayoria de los trabajos que han evaluado genes candidatos de la
inmunidad innata en la sepsis se han realizado en pacientes ingresados en UCI médicas
o médico-quirurgicas, tanto en adultos como en poblacién pediatrica y con motivos de
ingreso diversos, tales como quemaduras o politraumatismo. Existen muy pocos
estudios que evallan el papel de estos genes en el caso de la poblacion quirdrgica, lo
que hace que la aplicabilidad en el ambito quirurgico de los resultados obtenidos en

otras poblaciones sea desconocida y justifica su andlisis en nuestros pacientes.
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Los polimorfismos genéticos de nucledtido simple de genes de la inmunidad innata
determinan un riesgo incrementado o disminuido para desarrollar sepsis, shock
séptico y muerte en poblaciones no quirdrgicas. Estas variantes pueden definir un

perfil de riesgo en poblacion espafiola sometida a cirugia cardiaca o abdominal.
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4.1 Objetivo principal

El objetivo principal de este estudio es determinar si los polimorfismos de un solo
nucledtido relacionados con la inmunidad innata determinan un cambio en el riesgo de
desarrollar sepsis grave y shock séptico, asi como su efecto en la mortalidad después

de una cirugia mayor en la poblacién europea.
4.2 Objetivos especificos

1. Determinar las frecuencias alélicas y las distribuciones genotipicas de los SNP

seleccionados en la poblacion de estudio.

2. Buscar asociaciones con la susceptibilidad a la sepsis al comparar casos contra

controles afectos de SRIS de origen no infeccioso.

3. Buscar asociaciones con el prondstico de la sepsis mediante el analisis de la

mortalidad global y el comportamiento de las curvas de supervivencia.

4. Evaluar la capacidad prondstica de SNP aislados o en combinacién mediante la

elaboracién de curvas de caracteristicas operador-receptor (ROC).

5. Definir perfiles especificos de riesgo genético para pacientes posquirdrgicos de

acuerdo al tipo de cirugia (cardiaca o abdominal).
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5.1 Financiacion

El desarrollo de este trabajo fue posible gracias a la financiacién de la Junta de Castilla
y Ledn a través de los proyectos con referencias: 18IKMW99 (BOCYL-D-07092011-17) y
GRS 773/A/13.

5.2 Pacientes

Se realizé un estudio prospectivo de genes candidatos en casos y controles, en
pacientes mayores de 18 afios que se sometieron a cirugia cardiaca o abdominal en el
Hospital Clinico Universitario de Valladolid (Espafia), entre diciembre de 2008 y junio
de 2012. Ademas, se realizd un subestudio longitudinal para el analisis de la
supervivencia en pacientes sépticos. Todos los pacientes dieron su consentimiento por
escrito para el estudio. El estudio se realizd de conformidad con la Declaracion de

Helsinki y fue aprobado por el Comité de Etica Institucional.

Inicialmente, se incluyeron 253 pacientes con sepsis grave o shock séptico (grupo caso)
y 277 pacientes con sindrome de respuesta inflamatoria sistémica de origen no
infeccioso (SRIS, grupo control). Los sujetos del grupo control fueron pacientes que se
sometieron a cirugia cardiaca o abdominal y tenian edad y sexo similar a los casos. 5
casos y 13 controles fueron excluidos al no poderse determinar su genotipo debido a la
baja calidad del DNA. Finalmente, 248 casos y 264 controles se incluyeron en este

estudio.
5.3 Datos clinicos

Los datos demograficos y clinicos se obtuvieron de la historia clinica de cada paciente:
edad, sexo, tipo de cirugia, comorbilidades como diabetes, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, hipertensién arterial, fallo renal crénico, enfermedad hepatica y
cancer. Para evaluar la gravedad de la sepsis se registré el peor dato de los siguientes
parametros en las primeras 24 horas tras el diagndstico: temperatura, presion arterial
media, frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, relacion PaO,/FiO,, sodio, potasio,
creatinina, bilirrubina total, plaquetas, lactato, procalcitonina, proteina C-reactiva
(CRP), saturacion venosa central de oxigeno (SO,vc), glucosa, recuento de leucocitos,
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neutrdéfilos, Relacion Normalizada Internacional (INR), Puntuacién del Acute Physiology
and Chronic Health Evaluation System (APACHE 1l) [181] y puntuacion de la Sequential
Organ Failure Assessment (SOFA) [182]. También se registraron los sitios de infeccion y

tipos de microorganismos causantes de la infeccion.
5.4 Diagnostico de sepsis

El diagndstico de sepsis grave o shock séptico se establecié de acuerdo con los criterios
de la SCCM/ESICM/ACCP/ATS/SIS International Sepsis Definitions Conference [13]. La
presencia de infeccién fue bien documentada o se presumié sobre la base de los
hallazgos clinicos. En el caso de los pacientes con sepsis, cuando la infeccién fue
sospechada fuertemente sin ser confirmada microbioldégicamente, dos médicos con
experiencia discutieron y llegaron a un consenso en el diagndstico de acuerdo con los
hallazgos fisicos y de laboratorio. Definimos diferentes grados de afectacidn clinica:

SRIS, sepsis, sepsis grave y shock séptico.
5.5 Seleccién de polimorfismos

Se realizé una busqueda sistematica de PUBMED hasta el 12 de Julio de 2013, con las
siguientes palabras clave: SNP, gen candidato, sepsis, shock séptico y neumonia, en
inglés y espafiol. 3 de los autores revisaron de forma independiente los SNP
preseleccionados. De 40 SNP candidatos, se seleccionaron 33 SNP segun las
frecuencias alélicas y genotipicas en poblacion europea. Finalmente de esos 33 SNP se
seleccionaron 23 SNP segun la factibilidad técnica para su genotipado (CeGen) (Tabla

1).

Los SNP seleccionados estan relacionados con la inmunidad innata al ser ésta el
principal mecanismo de respuesta del organismo ante la infeccion en la fase aguda.
Estos SNP son representativos de las vias mds importantes de actuacion: deteccién
microbiana, sefializacidn intracelular, citoquinas pro y antiinflamatorias y funcién

endotelial.
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Tabla 1. Genes y SNP candidatos seleccionados organizados por clase funcional.

Deteccion . re ez Citoquinas Citoquinas anti-
microbiana St L proinflamatorias inflamatorias
MBL2 (rs1800450) IRAK1 (rs1059702)  IL-1B (rs16944) IL-10(rs1800872)  ADRB2 (rs1042717)
CRP (rs2794521) NFKBIA (rs2233406) IL-6 (rs1800795) IL-10 (rs1800896) AGTRAP (rs11121816)
FCGR2A (rs1801274) TONSL (rs4925858) LNPEP (rs4869317)
NOD2 (rs2066844) TONSL (rs760477)
NOD2 (rs2066845)  TIRAP (rs8177374)
CD14 (rs2569190)  TRAF6 (rs4755453)
TLR2 (rs4696480 )
TLR2 (rs5743708)
TLR4 (rs4986790)

TLR4 (rs4986791)

Funcion endotelial

Simbolos de los genes seglin la Human Genome Organization.

5.6 Muestra

Se recogid una muestra de sangre periférica en tubos de EDTA tanto para los casos
como para los controles cuando se confirmd el diagndstico clinico. Todos los tubos
fueron adecuadamente identificados mediante una pegatina en el tubo indicando el
nimero de historia del paciente y la fecha de extraccién de la muestra. Las muestras
fueron procesadas en las primeras 48 horas después de la extraccidon con el fin de

preservar su calidad.
5.6 Genotipado

La extraccion de DNA a partir de sangre periférica se realizé con el kit High Pure PCR
Template Preparation (Roche®). Las muestras de DNA fueron enviadas al Centro
Nacional de Genotipado Espafiol (CeGen; http://www.cegen.org/) con el fin de
determinar el genotipo de los 23 polimorfismos. La genotipificacion se realizo
mediante la plataforma MassArray de Sequenom (San Diego, CA, USA) utilizando la

tecnologia iPLEX® Gold con un panel pre-disefiado y a medida.
5.7 Variables de resultado
Se analizaron tres variables de resultado principales:

1) Susceptibilidad a la infecciéon determinada por el diagndstico de sepsis grave o
shock séptico.
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2) Mortalidad temprana: Se definié como el fallecimiento de los pacientes con

diagnéstico de sepsis grave o shock séptico en los primeros 28 dias.

3) Mortalidad tardia: Se defini6 como el fallecimiento de los pacientes con

diagndstico de sepsis grave o shock séptico en los primeros 90 dias.
5.8 Analisis estadistico

El anadlisis estadistico se realizd con el paquete the Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versién 22 (SPSS INC, Chicago, IL, USA). Para todos los analisis se
definio significacion estadistica como un valor de p < 0,05. Se realizd una estadistica
descriptiva de la poblacién de estudio. Las variables categoricas y las proporciones se
analizaron utilizando el test de Chi-cuadrado. Las variables cuantitativas se analizaron
utilizando la T de Student y la U de Mann-Whitney de acuerdo a si cumplian el criterio

de normalidad.

Para el andlisis de los polimorfismos se utilizé el paquete de R SNPassoc (cran.r-
project.org/web/packages/SNPassoc/index.html) [183]. Se realizé una descripcion
estadistica y un andlisis de desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg para cada
polimorfismo. Se establecio el modelo de herencia mdas adecuado para cada
polimorfismo, mediante los criterios estadisticos de informacién de Akaike vy
Bayesiano, eligiendo aquel modelo con menor valor de los mismos y que correspondié
al modelo de herencia con una p de menor valor. Se calcularon las OR de asociacion
entre cada genotipo y la variable resultado y los correspondientes intervalos de

confianza del 95 %.

Se realiz6 un analisis de regresion logistica para evaluar la relacién entre cada genotipo
y el desarrollo de sepsis grave o shock séptico (grupo caso vs. grupo control). También
evaluamos la relacion del genotipo con el riesgo de mortalidad a 28 y 90 dias. Todos
los andlisis de regresidon logistica se ajustaron por edad, sexo, condiciones previas o

preexistentes (comorbilidades) y tipo de cirugia (cardiaca o abdominal).

Las curvas de supervivencia en pacientes con sepsis grave o shock séptico (grupo caso)
se realizaron mediante el método de Kaplan-Meier y las diferencias entre las medianas
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de supervivencia de los grupos determinados por cada genotipo se compararon
mediante el test de log-rank. Se realizé un analisis multivariante mediante el modelo
de riesgos proporcionales de Cox. Todos los anadlisis se ajustaron por edad, sexo, tipo
de cirugia (cardiaca o abdominal), insuficiencia renal crénica, lactato, CRP y puntuacion
APACHE I, al ser las variables que mejor predijeron la mortalidad en un analisis de

regresion logistica binaria por pasos (Stepwise algorithm).

Para cada polimorfismo asociado significativamente con susceptibilidad a la sepsis se
determind la probabilidad diagndstica mediante un andlisis de regresidn logistica
bivariada y se procedio a realizar un andlisis de drea bajo la curva ROC. A continuacién
se evalud la interaccion de dichos polimorfismos con la probabilidad prondstica

prequirurgica (regresion multiple hacia delante por método de Wald).

Del mismo modo para cada polimorfismo asociado con mortalidad se realizaron
analisis de area bajo la curva ROC y se evalué su interaccidén con el mejor modelo

clinico obtenido en el analisis de regresidn logistica bivariada.
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6.1 Caracteristicas de la poblacion de estudio

Las caracteristicas demograficas y clinicas de la poblacién se muestran en las tablas 2 y
3. No hubo diferencias significativas en la edad y el género. Los casos se caracterizaron
por una mayor puntuacion en las escalas de gravedad de la enfermedad (APACHE Il y
SOFA) frente a los controles (p < 0,001) asi como por unos mayores niveles de lactato,
CRP, procalcitonina, creatinina, bilirrubina total, INR, TTPa y un mayor recuento

leucocitario (p < 0,001).

Por otra parte, el grupo caso tuvo una mayor proporcion de pacientes con enfermedad
renal crénica (p = 0.001) y cirugia abdominal (p < 0,0001), mientras que el grupo
control tuvo un mayor porcentaje de pacientes con neoplasia (p = 0,002), cardiopatia

(p =0.0001) y cirugia cardiaca (p < 0,0001).

Tabla 2. Caracteristicas poblacionales.

Caracteristica Controles Casos p

n 264 248

Edad (afios), (1) 71(9,8) 70,7(11,5) 0,77
Sexo (M/F), (2) 168(63,6)/96(36,4) 157(63,3)/91(36,7) 0,93
Cirugia, (2)

Cardiaca 152(57,6) 103(41,5) <0,0001
Abdominal 112(42,4) 145(58,5) <0,0001
Comorbilidades, (2)

Diabetes 50(18,9) 34(13,7) 0,11
Cardiopatia 161(61) 109(44) <0,0001
EPOC 35(13,3) 40(16,1) 0,35
HTA 162(61,4) 139(56) 0,22
Enfermedad 15(5,7) 37(14,9) 0,001
renal cronica

Neoplasia 94(35,6) 57(23) 0,002
Hepatopatia 5(1,9) 11(4,4) 0,099
Obesidad 35(13,3) 33(13,3) 0,98
Tabaquismo 38(14,4) 45(18,1) 0,25
Enolismo 10(3,8) 18(7,3) 0,084

1T de Student, media(+ DE) 2 Chi-cuadrado, n(%). p <.05 fue
considerada significativa. Para las variables cuantitativas se evalud la
normalidad de distribucién mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov.
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Tabla 3. indices de gravedad y microbiologia.

Caracteristica Controles n = 264 Casos n = 248 p
Gravedad de la enfermedad

APACHE I, (3) 9(8-9) 16(13 - 19) <0,0001
SOFA, (3) 3(3-4) 8(7 - 10) <0,0001
Lactato arterial (mEqg/L), (3) 20(13 - 30) 24(15 - 36) <0,0001
CRP (mg/L), (3) 14,55(7 - 54,3) 237(136 - 301) <0,0001
Procalcitonina (ng/ml), (3) 0,26(0,11 - 0,65) 4,31(1,33-15,7) <0,0001
Sv02 (%), (1) 73,1(11,8) 70,6(10,3) 0,16
Leucocitos (x1073 pl), (3) 10610(8807,5 - 13230) 14690(9300 - 20300)  <0,0001
Valores de laboratorio

Creatinina (mg/dl), (3) 0,93(0,74 - 1,11) 1,58(0,95 - 2,55) <0,0001
Bilirrubina total (mg/dl), (3) 0,59(0,43 - 0,87) 0,96(0,53 - 1,75) <0,0001
Glucosa (mg/dl), (1) 160,3(49,3) 168,7(60,4) 0,08
Hematocrito (%), (3) 30,8(27,8 - 34) 29,9(26,7-32,1) 0,001
Plaquetas (x103/mm3), (3) 145500(112000 - 195000) 1662228%30(;00 ) 0,47
INR, (3) 1,36(1,24 - 1,5) 1,46(1,3 - 1,75) <0,0001
TTPa, (3) 1,17(1,05 - 1,35) 1,35(1,17 - 1,59) <0,0001
Sitio de infeccion, (2)

Neumonia NA 118(47,6)

Peritonitis NA 111(44,8)
Bacteremia/catéter NA 83(33,5)

Endocarditis NA 16(6,5)

ITU NA 29(11,7)
Sii?odzﬂﬁ:regriicdoa/lnfeccién NA 61(24,6)

Microbiologia, (2)

Gram positivos NA 42(16,9)

Gram negativos NA 53(21,4)

Hongos NA 7(2,8)

Mixto NA 89(35,9)

Cultivos negativos NA 57(23)

1T de Student, media(+ DE) 2 Chi-cuadrado, n(%) 3 Mann-Whitney, mediana(RIC). p < .05 fue

considerada significativa. Para las variables cuantitativas se evalud la normalidad de
distribucién mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. NA, no aplica. APACHE I, Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation; SOFA, Sequential Organ Failure Assesment.

Entre los casos hubo 132 supervivientes y 116 fallecidos (Tablas 4 y 5). El grupo no
superviviente se caracterizé por una mayor edad (p < 0,0001), una mayor puntuacion
de APACHE Il y SOFA (p < 0,0001), mayores niveles de lactato arterial (p < 0,0001),
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procalcitonina (p = 0,007), creatinina (p = 0,001) y menor numero de plaquetas (p <
0,0001), asi como una mayor proporcion de pacientes con cirugia abdominal (p =
0,004) y de peritonitis (p = 0,005), ademas de presentar con mayor frecuencia

antecedente de enfermedad renal crénica (p = 0,002).

Tabla 4. Caracteristicas de los casos.

Casos (n=248)

Caracteristica Supervivientes Fallecidos p

n 132 116

Edad (afios), (2) 68(57,5-78) 78(67 - 81) <0,0001
Sexo (M/F), (1) 86(65,2)/46(34,8) 71(61,2)/45(38,8) 0,52
Cirugia, (1)

Cardiaca 66(50) 37(31,9) 0,004
Abdominal 66(50) 79(68,1) 0,004

Comorbilidades,

(1)

Diabetes 20(15,2) 14(12,1) 0,48
Cardiopatia 58(43,9) 51(44) 0,99
EPOC 18(13,6) 22(19) 0,25
HTA 73(55,3) 66(56,9) 0,8

E::iir:;e‘jad renal 11(8,3) 26(22,4) 0,002
Neoplasia 27(20,5) 30(25,9) 0,31
Hepatopatia 5(3,8) 6(5,2) 0,59
Obesidad 15(11,4) 18(15,5) 0,33
Tabaquismo 25(18,9) 20(17,2) 0,73
Enolismo 8(6,1) 10(8,6) 0,44

1 Chi-cuadrado, n(%) 2 Mann-Whitney, mediana(RIC). p < .05 fue
considerada significativa. Para las variables cuantitativas se evalud la
normalidad de distribucién mediante la prueba de Kolmogorov-
Smirnov.
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Tabla 5. indices de gravedad y microbiologia de los casos.

Casos (n=248)

Caracteristica Supervivientes n = 132 Fallecidos n =116 p
Gravedad de la enfermedad

APACHE Il (3) 14(12 - 17) 17(15 - 21) <0,0001
SOFA, (3) 8(6-9,5) 9(7,75 - 11) <0,0001
Lactato arterial (mEqg/L), (3) 21(14 - 28,5) 30,5(17 - 43,62) <0,0001
CRP (mg/L), (1) 214,69(107,17) 256,01(124,09) 0,1
Procalcitonina (ng/ml), (3) 3,13(1-9,77) 5,47(1,82 - 20,5) 0,007
Sv02 (%), (1) 70,54(9,18) 72,04(9,87) 0,27
Leucocitos (x103 pl), (1) 16036(8372) 16616(11503,2) 0,76
Valores de laboratorio

Creatinina (mg/dl), (3) 1,37(0,94 - 2,12) 1,81(1,05 - 3,02) 0,001
Bilirrubina total (mg/dl), (1) 1,26(1,16) 1,45(1,38) 0,22
Glucosa (mg/dl), (1) 169,8(57,9) 166,78(62,72) 0,75
Hematocrito (%), (1) 29,81(4,9) 29,63(4,75) 0,67
Plaquetas (x103/mm3), (3) 178020802;85;300 i 123283(785%7)50 i <0,0001
INR, (1) 1,54(0,48) 1,72(0,9) 0,06
TTPa, (1) 1,37(0,34) 1,40(0,46) 0,28
Sitio de infeccion, (2)

Neumonia 66(50) 52(44,8) 0,41
Peritonitis 48(36,4) 63(54,3) 0,005
Bacteremia/catéter 49(37,1) 34(29,3) 0,19
Endocarditis 8(6,1) 8(6,9) 0,79
ITU 15(11,4) 14(12,1) 0,86
fl’;:’od:jﬁ:reg:'ia/ Infeccion 32(24,2) 29(25) 0,89
Microbiologia, (2)

Gram positivos 23(17,4) 19(16,4) 0,82
Gram negativos 28(21,2) 25(21,6) 0,94
Hongos 4(3) 3(2,6) 0,83
Mixto 45(34,1) 44(37,9) 0,52
Cultivos negativos 32(24,2) 25(21,6) 0,61

1T de Student, media(+ DE) 2 Chi-cuadrado, n(%) 3 Mann-Whitney, mediana(RIC). p < .05 fue

considerada significativa. Para las variables cuantitativas se evalud la normalidad de
distribucién mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. APACHE, Acute Physiology And
Chronic Health Evaluation; SOFA, Sequential Organ Failure Assesment.

6.2 Distribucion de las frecuencias genotipicas

La distribucion de las frecuencias genotipicas y alélicas, asi como el equilibrio de
Hardy-Weimberg evaluado en la poblacion control se agruparon por clase funcional y

se muestran en las tablas 6, 7, 8, 9 y 10.
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Tabla 6. Distribucion de las frecuencias genotipicas para los SNP
relacionados con la deteccién microbiana.

Genotino Controles Casos Alelos Controles  Casos
P n(%) n(%) n(%) n(%)

G/G  186(73,22) 180(72,9) A  76(14,96) 75(15)
A/G  60(23,62) 59(23,9) G  432(85,03) 419(85)
A/A 8(3,14) 8(3,2)

NA 10 1

c/c 80(30,53) 63(25,5) C  282(53,81) 254(51)
C/T  122(46,56) 128(51,8) T  242(46,18) 240(49)
/T 60(22,90)  56(22,7)

HWE
NP o))

rs1800450 0,23

rs1801274 0,32

NA 2 1

C/C  239(90,87) 223(89,9) C  501(95,24) 471(95)
rs2066844 0,45 e 23(8,74)  25(10,1) T 25(4,75)  25(5)

/T 1(0,38) 0(0)

NA 1 0

G/G  262(99,24) 243(98) G  526(99,62) 491(99)
rs2066845 1 c/G 2(0,75) 5(2) c 20037)  5(1)

NA 2 0

A/A 63(24,32) 73(29,4) A 253(48,84) 257(52)
A/G 127(49,03) 111(44,8) G 265(51,15) 239(48)
G/G 69(26,64) 64(25,8)

NA 5 0

T/T 143(54,78) 129(52,2) C 135(25,86) 146(30)
c/T 101(38,69) 90(36,4) T 387(74,13) 348(70)

rs2569190 0,8

rs2794521 1

c/c 17(6,51) 28(11,3)

NA 3 1

A/A 73(27,86)  82(33,2) A 277(52,86) 280(57)

A/T 131(50) 116(47) T 247(47,13) 214(43)
rs4696480 1

T/T 58(22,13)  49(19,8)

NA 2 1

A/A 229(86,74) 224(90,3) A 489(92,61) 470(95)

A/G 31(11,74) 22(8,9) G 39(7,38) 26(5)
rs4986790 0,04

G/G 4(1,51) 2(0,8)

NA 0 0

c/c 230(87,12) 221(89,1) C 490(92,80) 467(94)

/T 30(11,36) 25(10,1) T 38(7,20)  29(6)
rs4986791 0,034

T 4(1,51) 2(0,8)

NA 0 0

G/G  259(98,11) 242(97,6) G  523(99,05) 490(99)
rs5743708 1 A/G 5(1,89) 6(2,4) A 5(0,95) 6(1)

NA 0 0

1 HWE, Equilibrio de Hardy-Weimberg evaluado en la poblacién control.
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Tabla 7. Distribucidn de las frecuencias genotipicas para los SNP relacionados
con sefializacién intracelular.

HWE Controles Casos Controles Casos
NP i Alel
> @ %" he e M a) n)

C/C  211(80,53) 209(84,6) C  442(84,35) 433(88)
/T 20(7,63)  15(6,1) T  82(15,64) 61(12)
T/T  31(11,83)  23(9,3)

NA 2 1

C/C  121(46,36) 132(53,4) C  357(68,39) 356(72)
C/T  115(44,06) 92(37,2) T  165(31,61) 138(28)
/T 25(9,57)  23(9,3)

NA 3 1

G/G  195(74,14) 180(72,6) C  76(14,44) 71(14)
C/G  60(22,81) 65(26,2) G  450(85,55) 425(86)
c/c 8(3,04) 3(1,2)

NA 1 0

G/G  77(29,50) 63(25,7) G  270(51,72) 250(51)
A/G  116(44,44) 124(50,6) A  252(48,27) 240(49)
A/A  68(26,05) 58(23,7)

NA 3 3

c/C  81(31,27) 66(26,7) C  274(52,89) 254(51)
C/T  112(43,24) 122(49,4) T  244(47,10) 240(49)
T/T  66(25,48) 59(23,9)

NA 5 1

C/C  177(67,30) 169(68,2) C  425(80,79) 407(82)
C/T  71(26,99) 69(27,8) 101(19,20) 89(18)
/T 15(5,70)  10(4)

NA 1 0

rs1059702 <0,0001

rs2233406 0,89

rs4755453 0,21

rs4925858 0,083

rs760477 @ 0,034

—

rs8177374 0,045

1 HWE, Equilibrio de Hardy-Weimberg evaluado en la poblacién control.

Tabla 8. Distribucidn de las frecuencias genotipicas para los SNP
relacionados con citoquinas proinflamatorias.

HWE Controles Casos Controles  Casos
NP i Alel
o %™ e e A n ns)

G/G  134(51,14) 119(48) A  144(27,48) 158(32)

A/G  112(42,74) 100(40,3) G  380(72,51) 338(68)
rs16944 0,28

A/A 16(6,10)  29(11,7)

NA 2 0

G/G  106(40,30) 110(44,7) G  329(62,54) 330(67)

C/G  117(44,48) 110(44,7) C  197(37,45) 162(33)

rs1800795 = 0,43
C/C  40(15,21) 26(10,6)

NA 1 2

1 HWE, Equilibrio de Hardy-Weimberg evaluado en la poblacién control.

100



Polimorfismos en genes de la inmunidad innata determinan la susceptibilidad y la mortalidad de la
sepsis grave y el shock séptico.

Tabla 9. Distribucidn de las frecuencias genotipicas para los SNP
relacionados con citoquinas anti-inflamatorias.

HWE Controles Casos Controles Casos
NP i Alel
> e %" n e A ne ns)

C/C  155(58,93) 148(59,7) C  398(75,66) 381(77)
A/C  88(33,46) 85(34,3) A  128(24,33) 115(23)
A/A 20(7,60)  15(6)
NA 1 0
A/A  92(34,98) 69(27,8) A  307(58,36) 262(53)

rs1800872 0,13

A/G 123(46,76) 124(50) G 219(41,63) 234(47)

rs1800896 0,53
G/G  48(18,25) 55(22,2)

NA 1 0

1 HWE, Equilibrio de Hardy-Weimberg evaluado en la poblacién control.

Tabla 10. Distribucion de las frecuencias genotipicas para los SNP
relacionados con la funcion endotelial.

Genotino Controles Casos Alelos Controles Casos
. n(%) n(%) n(%) n(%)

G/G  164(62,12) 144(58,3) G  413(78,21) 378(77)
G/A  85(32,19) 90(36,4) A  115(21,78) 116(23)

HWE
NP e

rs1042717 0,37

A/A 15(5,7)  13(5,3)

NA 0 1

T/T  129(49,23) 105(42,5) G  160(30,53) 175(35)
—— G/T  106(40,45) 109(44,1) T  364(69,46) 319(65)

G/G  27(10,30) 33(13,4)

NA 2 1

T/T  124(47,32) 117(47,2) T  357(68,13) 346(70)

A/T  109(41,60) 112(452) A  167(31,87) 150(30)

rs4869317 = 0,48
A/A  29(11,06)  19(7,7)

NA 2 0

1 HWE, Equilibrio de Hardy-Weimberg evaluado en la poblacién control.

6.3 Genotipos y susceptibilidad a la infeccion

La tabla 11 muestra el andlisis multivariante de los factores genéticos asociados con

susceptibilidad a la infeccidn.

Al analizar el grupo caso frente al grupo control se encontré que el genotipo A/A del
gendelaIL-1B (rs16944), el alelo G del gen de la IL-10 (rs1800896) y el genotipo C/C de
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la CRP (rs2794521) se asociaron con una mayor susceptibilidad para desarrollar sepsis
(OR de 2,04, 1,35 y 1,94 respectivamente). Estos mismos polimorfismos determinaron

una mayor susceptibilidad para desarrollar shock séptico.

Al analizar los SNP de acuerdo al tipo de cirugia se encontré que en el subgrupo de
cirugia abdominal el alelo G del gen de la proteina asociada con el receptor tipo 1 de la
Angiotensina 2 (AGTRAP, rs11121816, OR = 1,58) y el genotipo C/C del gen de la
proteina C reactiva (CRP, rs2794521, OR = 3,96) se asociaron con una mayor
susceptibilidad a la sepsis, mientras que los genotipos A/G y G/G en el gen del TLR4
(rs4986790) tuvieron una menor susceptibilidad (OR = 0,28). En los pacientes
sometidos a cirugia cardiaca los genotipos A/G y G/G del gen de la IL-10 (rs1800896,
OR = 2,02) y el genotipo A/A del CD14 (rs2569190, OR = 1,86) se asociaron con una
susceptibilidad aumentada para la sepsis mientras que el genotipo C/C de la IL-6 fue un

factor protector (rs1800795; OR = 0,46).

Los portadores del genotipo A/A del gen de la IL-1B (rs16944) y el alelo G del gen de la
IL-10 (rs1800896) tuvieron un riesgo incrementado de desarrollar sepsis por neumonia

(OR=2,28 y OR = 1,69 respectivamente).

El riesgo de desarrollar sepsis por peritonitis en los pacientes sometidos a cirugia
abdominal aumenté en los portadores de los genotipos C/C del gen de la CRP
(rs2794521, OR = 3,40) y G/G del gen de la AGTRAP (rs11121816, OR = 2,64) mientras
que los genotipos A/T y T/T del gen que codifica para el TLR2 (rs4696480, OR = 0,42) y
A/Gy G/G en el gen del TLR4 fueron protectores (rs4986790, OR = 0,31).
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Tabla 11. Analisis multivariante de los factores genéticos asociados con
susceptibilidad a la infeccion.

Analisis Analisis multivariante
HWE
SNP Genotipo OR (IC95 %
P lcoss P e
Controles vs. casos | rs16944 AJA 2,04(1,02-4,05) 0,039 0,28
n=512
rs2794521 c/C 1,94 (0,99 - 3,83) 0,051 1
rs1800896 G 1,35(1,03-1,76) 0,026 0,53
rs16944 A/A 2,41(1,20-4,86) 0,012 0,28
Controles vs shock | 2500¢ G 1,38(1,04-1,83) 0,024 0,53
séptico n = 469
rs2794521 c/C 2,51 (1,27 -4,98) 0,0074 1
Controles vs. casos | 511121816 G 1,58 (1,04-2,40) 0,029 0,64
de cirugia abdominal | rs2794521 c/C 3,96 (1,30-12,09) 0,009 0,45
= 2 rs4986790 A/G-G/G  0,28(0,10-0,78) 0,011 0,52
Controles vs. casos | 151800896 A/G-G/G  2,02(1,15-3,58) 0,013 0,23
de cirugia cardiaca | rs1800795 c/c 0,46 (0,20-1,06) 0,057 0,12
e rs2569190 A/A 1,86 (1,03-3,34) 0,038 1
Controles vs. casos | rs16944 AJA 2,28(1,03-5,03) 0,043 0,28
con neumonia
n =382 rs1800896 G 1,69 (1,21-2,36) 0,0017 0,53
rs11121816 G/G 2,64(1,05-6,63) 0,035 0,64
Controles vs casos
con peritonitisen | 152794521 c/C 3,40 (1,07 - 10,80) 0,03 0,45
cirugia abdominal | rs4696480  A/T-T/T  0,42(0,22-0,82) 0,01 0,57
n=223
rs4986790 A/G-G/G  0,31(0,10-0,91) 0,026 0,52

1 HWE, Equilibrio de Hardy-Weimberg en controles.

6.4 Genotipos y mortalidad

Se analizd la mortalidad en dos momentos, uno temprano (en los primeros 28 dias) y

uno tardio (dentro de los 90 dias).

6.4.1 Mortalidad temprana

La tabla 12 muestra el analisis multivariante de los factores genéticos asociados con

mortalidad a 28 dias en el grupo caso.

Al comparar a los supervivientes frente a los fallecidos en el grupo de casos se
encontré que aquellos heterocigotos A/G en el gen del ADRB2 (rs1042717) tuvieron
una menor mortalidad (OR = 0,38). En el subgrupo de cirugia cardiaca se encontrd una
mayor mortalidad en los portadores de los genotipos C/T y T/T del NOD2 (rs2066844,
OR =22,65), C/Ty T/T del NFKBIA (rs2233406, OR = 3,33), A/A de la TONSL (rs4925858,
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OR = 5,23) y T/T de la TONSL (rs760477, OR = 7,25); en el subgrupo de cirugia
abdominal se encontrd un efecto protector en los heterocigotos A/G en el gen del
ADRB2 (rs1042717, OR = 0,33) asi como para los portadores A/G y A/A del gen de la IL-
1B (rs16944, OR = 0,36).

Tabla 12. Analisis multivariante de los factores genéticos asociados con
mortalidad a 28 dias.

Analisis Analisis multivariante
Casos SNP Genotipo OR (IC 95 %) p (:I)\)Qlf)
n =248
rs1042717 A/G 0,38(0,20-0,72)  0,0022 0,31
rs2066844  C/T-T/T  22,65(3,04-168,83) 0,0008 1
Cirugfa rs2233406 c/T-T/T 3,33 (1,03 - 10,75) 0,035 0,56
Cna rzdllzc; rs4925858 A/A 5,23 (1,48-18,47)  0,0088 0,49
rs760477 /T 7,25(1,97-26,71)  0,0017 1
Cirugia rs1042717 A/G 0,33 (0,14 - 0,74) 0,0056 0,79
abdominal
n =145 rs16944 A/G - A/A 0,36 (0,17-0,77)  0,0066 0,48
—_— rs1042717 A/G 0,37(0,19-0,76)  0,0047 0,34
séptico | rs1800795 c/c 3,23 (1,09 - 9,56) 0,032 0,52
n=205 | 13733406  C/T-T/T 2,38 (1,21 - 4,68) 001 023
rs1042717 A/G 0,12 (0,03-0,45)  0,0003 0,77
rs2066844 /T 4,22(1,04-17,12) 0042 1
Nﬁuzml‘;g"a rs2794521 /T 0,32 (0,11 - 0,92) 0027 1
rs4986790 A/G 7,27 (1,53-34,64) 0011 0,13
rs4986791 /T 7,27 (1,53-34,64) 0011 0,13
Peritonitis | .16944 A/G - A/A 034(0,14-0,81) 0013 1
en cirugia
a:df”fliga' rs1042717 A/G 0,28(0,11-0,74)  0,0071 0,76

1 HWE, Equilibrio de Hardy-Weimberg en controles.

En los pacientes con shock séptico los heterocigotos A/G del gen del ADRB2
(rs1042717) tuvieron una menor mortalidad (OR = 0,37) mientras que los pacientes
homocigotos para el alelo C del gen de la IL-6 (rs1800795) y los portadores del alelo T
del gen del NFKBIA (rs2233406) tuvieron una mayor mortalidad (OR = 3,23 y 2,38

respectivamente).

En los pacientes afectos de neumonia tuvieron prondstico favorable los portadores
A/G del ADRB2 (rs1042717, OR =0,12) y C/T del gen de la CRP (rs2794521, OR = 0,32)
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y desfavorable los heterocigotos C/T del NOD2 (rs2066844, OR = 4,22) y A/G y C/T del
TLR4 (rs4986790 y rs4986791, OR = 7,27).

Los pacientes portadores del alelo A del gen de la IL-1B (rs16944) y los heterocigotos
A/G del gen del ADRB2 (rs1042717) tuvieron una menor mortalidad por peritonitis (OR

=0,34y 0,28 respectivamente).
6.4.2 Mortalidad tardia

La tabla 13 muestra el andlisis multivariante de los factores genéticos asociados con

mortalidad a 90 dias en el grupo caso.

Tres genotipos se asociaron con un prondstico favorable en los casos: A/G del ADRB2
(rs1042717; OR = 0,56), A/G y A/A de la MBL2 (rs1800450, OR = 0,50) y A de la IL-10
(rs1800872; OR = 0,50).

En cirugia cardiaca los genotipos A/G y A/A del gen del ADRB2 se relacionaron con una
menor mortalidad (rs1042717, OR = 0,33) mientras que los portadores A/G y A/A del
gen de la IL-1B (rs16944; OR = 3,84), C/T y T/T del gen del NOD2 (rs2066844; OR =
5,95) A/Ay T/T de la TONSL (rs4925858, OR = 5,09 y rs760477, OR = 6,74) tuvieron una

mayor mortalidad.

En cirugia abdominal el genotipo A/G y A/A del gen de la MBL2 (rs1800450, OR = 0,40)
y el alelo A del gen de la IL-10 (rs1800872, OR = 0,43) fueron factores asociados con

una menor mortalidad.

Las variantes A/G y A/A de la MBL2 (rs1800450, OR = 0,43) y el alelo A de la IL-10
(rs1800872, OR = 0,47) determinaron una menor mortalidad en los pacientes con
shock séptico. Las variantes C/T y T/T del NFKBIA (rs2233406; OR = 2,27) se

relacionaron con una mayor mortalidad.

Los pacientes heterocigotos A/G en el gen del ADRB2 (rs1042717, OR = 0,25), asi como
los portadores de las variantes A/G y A/A de la MBL2 (rs1800450, OR = 0,25) y los
heterocigotos C/T del gen de la CRP (rs2794521, OR = 0,31) tuvieron un mejor
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prondstico en el caso de la infeccidn por neumonia, mientras que aquellos portadores
de las variantes A/A del gen de la IL-1B (rs16944, OR = 4,57) y A/G y C/T del gen del
TLR4 (rs4986790 y rs4986791, OR = 4,79) tuvieron una mayor mortalidad.

En el caso de peritonitis en cirugia abdominal los portadores A/G y A/A del gen MBL2
(rs1800450) y A/C y A/A del gen de la IL-10 (rs1800872) tuvieron una menor

mortalidad (OR = 0,23 y 0,33 respectivamente).

Tabla 13. Analisis multivariante de los factores genéticos asociados con
mortalidad a 90 dias.

Analisis Analisis multivariante
) HWE
SNP Genotipo OR (IC 95 %) (P)(1)
Casos =24 | rs1042717 A/G 0,56 (0,31-0,99) 0,046 0,34
rs1800450  A/G-A/A  0,550(0,26-0,96) 0,034 0,25
rs1800872 A 0,50(0,30-0,81) 0,004 0,67
rs1042717  A/G-A/A  0,33(0,12-0,95) 0,033 0,49
Cirugia rs16944 A/G-A/A  3,84(1,34-11,00) 0,0085 1
cardiaca rs2066844 C/T-T/T  595(1,14-31,18) 0,029 1
ISReE) rs4925858 A/A 5,09 (1,53-16,94) 0,0056 0,45
rs760477 T 6,74 (1,98-22,9) 0,0011 1
Cirugia rs1800450  A/G-A/A  0,40(0,17-0,93) 0,031 0,71
abdominal
n =145 rs1800872 A 0,43(0,23-0,81) 0,0068 1
rs1800450  A/G-A/A  0,43(0,21-0,90) 0,022 0,3
Sh°rf'i52é0‘;“c° rs1800872 A 0,47 (0,27-0,81)  0,0056 0,81
rs2233406 C/T-T/T  2,27(1,19-4,35) 0,012 0,27
rs1042717 A/G 0,25(0,09-0,69) 0,0044 0,74
rs16944 A/A 4,57 (1,19-17,58) 0,02 1
Neumonia rs1800450  A/G-A/A  0,25(0,08-0,78) 0,012 0,39
n=118 rs2794521 c/T 0,31(0,12-0,78)  0,0096 0,55
rs4986790 A/G 4,79 (1,05-21,82) 0,036 0,11
rs4986791 /T 4,79 (1,05-21,82) 0,036 0,11
Peritonitisen | 1800450  A/G-A/A  0,23(0,07-0,71) 0,0069 0,67
cirugia
a:df”lnl"ia' rs1800872  A/C-A/A  0,33(0,13-0,83) 0,016 0,74

1 HWE, Equilibrio de Hardy-Weimberg en controles.
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6.5 Andlisis de supervivencia

De los 248 pacientes 116 (46,8 %) fallecieron, con una media de supervivencia de 57

dias (IC 95 % = 52,9 - 62,2). A los 28 dias los pacientes heterocigotos A/G para el gen

ADRB2 (rs1042717, figura 5 y tabla 14) tuvieron una reduccién del riesgo de muerte

con un hazard ratio (HR) de 0,6 (IC 95 % = 0,36 - 0,99, p = 0,047). A los 90 dias los

portadores del genotipo A/C y A/A del gen de la IL-10 (rs1800872) tuvieron una

reduccion del riesgo de muerte con un HR de 0,8 (IC 95 % = 0,66 - 0,98) y una p = 0,032

con respecto a los portadores del genotipo C/C (figura 6 y tabla 15). No se encontraron

diferencias significativas para los

polimorfismos estudiados.

demds riesgos relativos entre el resto de los

0,84

0,64

0,44

0,29

0,04

™
i
—
rs1042717
~AJA-G/G
A/G
T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Figura 5. Curva de Kaplan Meier para el gen ADRB2 (log rank = 4,86 p = 0,027).

Supervivencia a 28 dias
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Tabla 14. Modelo de Cox
28 dias con rs1042717.

para supervivencia a

1IC95 %
Variables p HR | Limite Limite
inferior superior

ADRB2 (rs1042717) | 0,05 | 0,60 | 0,36 0,99
Tipo de cirugia 0,10 | 0,66 | 0,40 1,09
Sexo 0,61 |0,89| 0,55 1,42
Edad 0,09 |1,02| 1,00 1,05
IRC 0,02 {051 0,29 0,91
CRP 0,05 |1,00| 1,00 1,00
Lactato <0,001 | 1,01 1,00 1,02
APACHEII 0,01 |1,06| 1,01 1,11
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Figura 6. Curva de Kaplan Meier para el gen de la IL-10 (Log Rank = 3,67 p = 0,055)

Tabla 15. Modelo de Cox para supervivencia a
90 dias con rs1800872.

1IC95 %

Variables p HR | Limite Limite
inferior superior

IL-10 (rs1800872) | 0,03 | 0,80 | 0,66 0,98

APACHEII 0,01 | 1,05 1,01 1,10
Lactato <0,001 | 1,01 1,00 1,01
CRP 0,01 | 1,00 | 1,00 1,00
IRC 0,01 [052| 0,32 0,86
Sexo 0,71 | 093 | 0,63 1,37
Edad 0,03 | 1,02 1,00 1,04

Tipo de cirugia 0,04 | 0,64 | 0,42 0,98
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6.6 Modelos prondsticos preoperatorios de susceptibilidad a la infeccion
6.6.1 Modelo prondstico para el desarrollo de sepsis

En primer lugar se realizé un andlisis de regresidn logistica binaria (método de Wald) el
cual mostré que la HTA, la IRC, la DM2 y el antecedente de neoplasia fueron las
variables clinicas preoperatorias mdas importantes en la susceptibilidad a la sepsis (AUC
=0,62; p<0,001;1IC95 % = 0,57 - 0,67). Se calculd entonces el area bajo la curva para
cada uno de los polimorfismos relacionados con la probabilidad de desarrollar sepsis
en el analisis multivariante. La combinacién de estos tres SNP (IL-10 rs1800896, IL-1B
rs16944 y CRP rs2794521) tuvo como resultado un incremento en la capacidad
predictora con respecto a cada SNP por separado (AUC = 0,59 p < 0,001; IC95 % = 0,54
- 0,64). En tercer lugar combinamos la curva ROC del modelo clinico con la curva ROC
obtenida de los tres SNP, con lo que se evidencié una mejoria de la capacidad
pronéstica (AUC=0,67; p<0,001;IC95 % =0,62-0,72).

Susceptibilidad a la infeccién
10

0,84 /

0,6 /

Sensibilidad

——DM2 HTA IRC Neoplasia
Variables clinicas e IL1B + IL10 + CRP

0,29

0,0 T T T
0,0 0.2 0.4 06 08 10

1 - Especificidad

Figura 7. Curva ROC para susceptibilidad a la sepsis.
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6.6.2 Modelo prondstico para el desarrollo de shock séptico

El modelo prequirdrgico que mejor predijo la susceptibilidad para desarrollar shock
séptico incluyd a la HTA, la IRC y el antecedente de neoplasia (AUC = 0,61, p < 0,001, IC
95 % = 0,56 - 0,66). El valor prondstico de dicho modelo aumentd al afiadirsele los
polimorfismos de los genes de la IL-10 (rs1800896), la IL-1B (rs16944) y la CRP
(rs2794521) aumenando su AUC a 0,68 (p < 0,001, 1C95 % = 0,63 - 0,73).

Susceptibilidad al shock séptico

1,0
0,81
//7/
//V
4
J/
" 067 /
3 /
: f
o J
" /
c /"
g 0,47 / ____HTAIRCNeo +IL1B + IL10 +
/ CRP
/ HTA IRC Neoplasia
A~ Linea de referencia
0,27
/"v
0,0 T T T T
0,0 0,2 0,4 06 0,8 1,0

1 - Especificidad

Figura 8. Curva ROC para susceptibilidad al shock séptico.

6.6.3 Modelo prondstico de sepsis en cirugia abdominal

La curva ROC para los tres polimorfismos asociados con susceptibilidad a la infeccién
en cirugia abdominal (CRP rs2794521, TLR4 4986790 y AGTRAP rs11121816) tuvo una
capacidad para identificar a los pacientes que desarrollaron sepsis con un AUC de 0,62
(p <0,001; 1C95 % = 0,55 - 0,69). El modelo prequirurgico en este caso tuvo un AUC de
0,74 (p < 0,001; IC 95 % = 0,68 - 0,80). Al anadirse los polimorfismos descritos al
modelo prequirdrgico se mejord la capacidad de prediccion de sepsis con una AUC de

0,77 (p <0,001; IC95 % =0,71 - 0,83).
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6.6.4 Modelo prondstico de sepsis en cirugia cardiaca

o Susceptibilidad a infeccién en cirugia abdominal
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0,84 //
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0,0 T T T T
0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad

Figura 9. Curva ROC para susceptibilidad a la sepsis en cirugia abdominal.

En el caso de la cirugia cardiaca, los SNP en los genes de la IL-6 (rs1800795), la IL-10

(rs1800896) y el CD14 (rs2569190) tuvieron un area bajo la curva de 0,64 (p < 0,001; IC

95 % = 0,57 - 0,70). El modelo clinico con las variables prequirdrgicas tuvo un AUC de

0,60 (p < 0,001; IC 95 % = 0,53 - 0,67). Al afiadir a este modelo los polimorfismos

descritos encontramos una mejoria en la capacidad predictora con un AUC de 0,67 (p

<0,001;1C95 % =0,61-0,74).

Sensibilidad

Susceptibilidad a infeccion en cirugia cardiaca
1,0 r,_lJ -
—
0,8 | '
| l’_/”
F,/_‘
0,67 [ =
[’iI—J
’7 -
I
0,44 [ I—F
g
K
o ____Probabilidad preoperatoria
’ {PPO
PPO + IL10 + IL6 +CD14
Linea de referencia
0,27
0,0 T T T T
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1,0

1 - Especificidad
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6.6.5 Modelo prondstico de sepsis por neumonia

Los SNP implicados en susceptibilidad a desarrollar neumonia fueron los de la IL-1B
(rs16944) y la IL-10 (rs1800896). En conjunto tuvieron un AUC de 0,59 (p < 0,001; IC 95
% = 0,53 - 0,65). Se objetivaron como principales predictores clinicos la IRC y el
antecedente de neoplasia (AUC = 0,62, p < 0,001, IC 95 % = 0,56 - 0,68). La
incorporacion de los polimorfismos descritos al modelo clinico mejord la capacidad

predictora (AUC = 0,68, p < 0,001, IC95 % =0,63 - 0,74).
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Figura 11. Curva ROC para susceptibilidad a la sepsis por neumonia.

6.6.6 Modelo prondstico de sepsis por peritonitis en cirugia abdominal

En conjunto, los polimorfismos en los genes de la AGTRAP (rs11121816), la CRP
(rs2794521), el TLR2 (rs4696480) y el TLR4 (rs4986790) tuvieron un buen rendimiento

para predecir el desarrollo de sepsis por peritonitis en cirugia abdominal (AUC = 0,65).
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Susceptibilidad a peritonitis
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Tabla 16. SNP implicados en la
susceptibilidad para sepsis por peritonitis.
Valores para la curva ROC.

1IC 95 %
SNP AUC p Limite Limite
inferior superior
AGTRAP 0,54 | 0,34 0,46 0,61
CRP 0,55 | 0,17 0,48 0,63
TLR2 0,58 | 0,05 0,50 0,65
TLR4 0,54 | 0,36 0,46 0,61
AGTRAP + CRP
+TLR2 + TLRA 0,65 | <0,001| 0,58 0,72

Figura 12. Curva ROC para los SNP implicados en la susceptibilidad para sepsis por peritonitis.

El uso de estos polimorfismos mejoré significativamente la capacidad prondstica del

modelo preoperatorio que incluyé a la HTA, la IRC y el antecedente de neoplasia (AUC

=0,80).

Susceptibilidad a peritonitis
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/
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Tabla 17. Susceptibilidad para peritonitis. Valores
para la curva ROC.

1IC95 %
Modelo AUC p Limite Limite
inferior superior
Probabilidad 0,74 | <0,001| 068 0,81
preoperatoria (PPO)
PPO + AGTRAP + CRP
+TLR2 + TLRA 0,80 | <0,001| 0,74 0,85

Figura 13. Curva ROC para susceptibilidad a peritonitis.
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6.7 Modelos de prediccion de mortalidad temprana

6.7.1 Modelo de prediccién de mortalidad temprana por sepsis.

Las variables predictoras de mortalidad a 28 dias fueron la DM, la IRC, el lactato y el

APACHE Il (AUC = 0,75). La heterocigocidad A/G en el gen del ADRB2 (rs1042717) tuvo

un efecto favorable sobre la capacidad predictora del modelo clinico.

1,0

Mortalidad a 28 dias

0,8

0,67

0,47

0,29

0,0

—— Maodelo clinico
Modelo clinico + ADRB2

0,0

0,2 0.4 056 0,8
1 - Especificidad

Tabla 18. Mortalidad a 28 dias por sepsis.

Valores para la curva ROC.

Modelo AUC p

IC95 %

Limite Limite
inferior superior

DM +IRC + Lactato
+ APACHE
Modelo clinico +
ADRB2

0,75 | <0,001

0,78 | <0,001

0,68 0,81

0,71 0,84

Figura 14. Curva ROC para mortalidad a 28 dias por sepsis.

6.7.2 Modelo de prediccién de mortalidad temprana por shock séptico

En el caso del shock séptico la combinacion de los SNP de los genes del ADRB2

(rs1042717), la IL-6 (rs1800795) y el NFKBIA (rs2233406) permitio diferenciar el grupo

de supervivientes de los fallecidos (AUC = 0,63, p = 0,002, IC 95 % = 0,55 - 0,71). ARadir

los SNP al modelo de prediccidon clinico dio como resultado una mejoria en la

capacidad discriminatoria con un AUC de 0,80.

114




Sensibilidad

Polimorfismos en genes de la inmunidad innata determinan la susceptibilidad y la mortalidad de la
sepsis grave y el shock séptico.

Shock séptico - Mortalidad a 28 dias.

| — ’
-
d |
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r'_r,f Tabla 19. Mortalidad a 28 dias por shock séptico.
_ Valores para la curva ROC.
o Hr — IC 95 %
5 % J Modelo AUC| p Limite  Limite
3 inferior superior
£ JJ I Diabetes +IRC+ | 76 | c0,001| 070 0,83
»n 047 [ I _H?fﬁlf + ADRB2 + IL6 + L:/ICtZt(I) + ?PACHE
odelo clinico +
il —— Modelo cini
_ e ADRB2 + IL-6 + NFkpia | %80 | <0001 | 074 086
/
0,27 |
I
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0,0 0,2 0.4 0,6 0,8 1.0
1 - Especificidad
Figura 15. Curva ROC para mortalidad a 28 dias por shock séptico.
6.7.3 Modelo de prediccién de mortalidad temprana en cirugia cardiaca
En cirugia cardiaca cuatro polimorfismos en los genes del NOD2 (rs2066844), NFKBIA
(rs2233406) y TONSL (rs4925858 y rs760477) se relacionaron con una mayor
mortalidad por sepsis.
o Cirugia cardiaca - Mortalidad a 28 dias
' /,/"7 Tabla 20. SNP implicados en la mortalidad a 28 dias
7 por sepsis en cirugia cardiaca. Valores para la curva
7 ROC.
0,51 7 7 IC95%
7 SNP AUC p Limite Limite
/ inferior superior
/ NOD2 0,57 0,26 0,44 0,71
/ NFKBIA 056 | 04 | 043 069
/ TONSL rs4925858 0,64 0,04 0,50 0,77
—NOD2
NFKBIA TONSL rs760477 064 | 003 | 051 0,78
T TONSL 5760477 NOD2 + NFKBIA + TONSL
ONSL rs760477
9925858\ 1e760477 (rs4925858, rs760477) | 7> | <0001 064 0386

O.IB
1 - Especificidad

T
0,4 08

Figura 16. Curvas ROC para los SNP implicados en la mortalidad a 28 dias por sepsis en cirugia cardiaca.
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Utilizando estos cuatro polimorfismos se observd una notoria mejoria del modelo

clinico de prediccién de mortalidad en los primeros 28 dias tras cirugia cardiaca (AUC =

0,90).

Cirugia cardiaca - Mortalidad a 28 dias

A
0,87 ,_
,,/'l
0,6
047 _/ ___APACHE Il + DM2 + IRC
+ Lactato
r Modelo clinico + NOD2
+ NFKBIA + rs4925858
+rs760477
D,Z—r
0,0 T T T T
0,0 0,2 0.4 0,6 0,8

1 - Especificidad

1,0

Tabla 21. Mortalidad a 28 dias por sepsis en cirugia
cardiaca. Valores para la curva ROC.

1IC95 %
Modelo AUC p Limite Limite
inferior superior
APACHEI+DM+ 1 271 0,001 065 089
IRC + lactato
Modelo clinico + NOD2 +
NFKBIA + TONSL 0,90 | <0,001 | 0,84 0,96

(rs4925858, rs760477)

Figura 17. Curva ROC para mortalidad a 28 dias por sepsis en cirugia cardiaca.

6.7.4 Modelo de prediccion de mortalidad temprana en cirugia abdominal

En cirugia abdominal, la adicidn de los polimorfismos del ADRB2 (rs1042717) y la IL-1B

(rs16944) a la curva ROC del mejor modelo clinico (DM, IRC, lactato) resulté en una

aumento del AUC.
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Figura 18. Curvas ROC para mortalidad a 28 dias por sepsis en cirugia abdominal.

Tabla 22. SNP implicados en la mortalidad a
28 dias por sepsis en cirugia abdominal.
Valores para la curva ROC.

1IC95 %
SNP AUC p Limite Limite
inferior superior
ADRB2 0,59 | 0,06 0,50 0,69
IL-1B 0,60 | 0,04 0,51 0,70
ADRB2 +IL-1B | 0,65 | <0,001 | 0,56 0,74

Tabla 23. Mortalidad a 28 dias por sepsis en
cirugia abdominal. Valores para la curva ROC.

1C 95 %
Modelo AUC p Limite Limite
inferior superior
DM+IRC+ 1568 |<0,001| 059 077
Lactato
Modelo clinico +
ADRB2 + IL-1B 0,76 | <0,001| 0,68 0,84

6.7.5 Modelo de prediccion de mortalidad temprana en sepsis por neumonia

Los polimorfismos en 5 genes (ADRB2 rs1042717, CRP rs2794521, NOD2 rs2066844 y

TLR4 rs4986790 y rs4986791) que determinaron un cambio en la mortalidad en el caso

de la neumonia tuvieron en conjunto un AUC de 0,69 para discriminar entre fallecidos

y supervivientes. La curva ROC del modelo clinico por si mismo tuvo un AUC de 0,77 y

al afadirse los SNP se obtuvo una mejoria en la capacidad discriminatoria del modelo

con un AUC de 0,84.
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Figura 19. Curvas ROC para mortalidad a 28 dias en sepsis por neumonia.

Tabla 24. SNP implicados en la mortalidad a 28 dias en
sepsis por neumonia. Valores para la curva ROC.

1IC95 %
SNP AUC p Limite Limite
inferior superior
ADRB2 0,63 | 0,02 0,53 0,74
NOD2 0,55 | 0,37 0,44 0,67
CRP 0,59 | 0,12 0,48 0,7
TLR4 rs4986790 0,56 | 0,27 0,45 0,68
TLR4 rs4986791 0,56 | 0,27 0,45 0,68

Tabla 25. Mortalidad a 28 dias en sepsis por neumonia. Valores
para la curva ROC.

IC95 %
Modelo AUC p Limite Limite
inferior superior
APACHE + DM + IRC + lactato 0,77 | <0,001| 0,67 0,86
Modelo clinico + ADRB2 + NOD2 +
CRP + TLR4 (rs4986790, rs4986791)

0,84 | 0,001 | 0,76 0,91
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6.7.6 Modelo de prediccién de mortalidad temprana en sepsis por peritonitis

Los polimorfismos en los genes de la IL-1B (rs16944) y del ADRB2 (rs1042717)
predijeron la mortalidad por peritonitis en cirugia abdominal con un AUC de 0,65.

Cuando se afiadieron al modelo clinico aumentd la capacidad prondstica a un AUC de
0,79.
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Figura 20. Curvas ROC para mortalidad a 28 dias en sepsis por peritonitis.

Tabla 26. SNP implicados en la mortalidad

Tabla 27. Mortalidad a 28 dias en sepsis por
a 28 dias en sepsis por peritonitis. Valores

peritonitis. Valores para la curva ROC.

para la curva ROC. 1IC95 %
IC95 % Modelo AUC p Limite  Limite
SNP AUC| p | Limite Limite inferior superior
inferior superior MOdig;B”z--lB 0,79 | <0,001| 0,70 0,87
IL-1B 0,61|0,05| 0,50 0,72 APA"CHE” -
+
ADRB2 0,60 | 0,08 | 0,49 0,70 + IRC + Lactato | %73 | <0001 0,63 0,82
ADRB2 +IL-1B | 0,65 | 0,01 | 0,55 0,76
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Modelos de prediccion de mortalidad tardia
6.8.1 Modelo de prediccién de mortalidad tardia por sepsis.

La combinacién de los polimorfismos en los genes del ADRB2 (rs1042717), MBL2
(rs1800450) e IL-10 (rs1800872) tuvo una capacidad predictora con un AUC de 0,62
para mortalidad en sepsis por cualquier causa (p < 0,001; IC 95 % = 0,56 — 0,69). El
mejor modelo clinico tuvo un AUC de 0,79 que se incrementd hasta 0,83 tras afiadirse

los tres SNP.

Mortalidad a 90 dias
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- A para la curva ROC.
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Figura 21. Curva ROC para mortalidad a 90 dias por sepsis.
6.8.2 Modelo de prediccién de mortalidad tardia por shock séptico

La combinacién de los valores predictores de los SNP en genes de la MBL2 (rs1800450),
la IL-10 (rs1800872) y el NFKBIA (rs2233406) tuvo un AUC de 0,61 (p = 0,004; IC 95 % =
0,54 - 0,69). El modelo clinico (tipo de cirugia, edad, IRC, obesidad, lactato, CRP y
SOFA) predijo la mortalidad del shock séptico con un AUC de 0,78. La curva ROC

combinada del modelo clinico y los SNP aumenté el AUC a 0,82.
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Tabla 29. Mortalidad a 90 dias por shock séptico.
Valores para la curva ROC.

IC95 %
Modelo AUC p Limite Limite
inferior superior
Modelo clinico 0,78 | <0,001 | 0,72 0,85
Modelo clinico + MBL2
+1L-10 + NFKBIA 0,82 | <0,001| 0,76 0,87

Figura 22. Curvas ROC para mortalidad a 90 dias por shock séptico.

6.8.3 Modelo de prediccion de mortalidad tardia en cirugia cardiaca

La combinacién de las variantes en los genes del ADRB2 (rs1042717), IL-1B (rs16944),

NOD2 (rs2066844) y TONSL (rs4925858 y rs760477) predijo la mortalidad de los

pacientes de cirugia cardiaca con un AUC de 0,74. La curva ROC combinada para el

modelo clinico (APACHE y lactato) y los SNP tuvo una capacidad predictora mayor con

un AUC de 0,81.
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Figura 23. Curvas ROC para mortalidad a 90 dias por sepsis en cirugia cardiaca.
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Tabla 30. SNP implicados en la mortalidad a 90 dias por
sepsis en cirugia cardiaca. Valores para la curva ROC.

1IC95 %
SNP AUC| p Limite  Limite
inferior superior
ADRB2 0,57 | 0,27 0,45 0,68
IL-1B 0,61| 0,07 0,50 0,72
NOD2 0,54| 0,53 0,42 0,66
TONSL rs4925858 0,61 | 0,06 0,50 0,73
TONSL rs760477 0,63 | 0,03 0,52 0,75
+IL-1B + +
TONSL (14925858, re7eoar) | 074 0001 | 063 034

Tabla 31. Mortalidad a 90 dias por sepsis en cirugia cardiaca.
Valores para la curva ROC.

1IC95 %
Limite Limite
inferior superior
0,62 0,83

Modelo AUC p

Modelo (Lactato + APACHE)

Modelo + ADRB2 + IL-1B + NOD2
+ TONSL (rs4925858, rs760477)

0,72 | <0,001

0,81|<0,001| 0,72 0,90

6.8.4 Modelo de prediccion de mortalidad tardia en cirugia abdominal

En cirugia abdominal la combinacién de las variantes en los genes de la MBL2
(rs1800450) y la IL-10 (rs1800872) tuvo una capacidad prondstica de 0,64 (p = 0,003; IC
95 % = 0,55 - 0,73). Al afiadirse al modelo clinico se obtuvo una curva ROC con un AUC

de 0,80.
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Figura 24. Curva ROC para mortalidad a 90 dias por sepsis en cirugia abdominal.
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6.8.5 Modelo de prediccion de mortalidad tardia en sepsis por neumonia

En el caso de la neumonia, los polimorfismos en los genes del ADRB2 (rs1042717), IL-

1B (rs16944), MBL2 (rs1800450), CRP (rs2794521) y TLR4 (rs4986790 y rs4986791)

pudieron discriminar a los supervivientes de los fallecidos con un AUC de 0,71,

aumentando a 0,83 cuando se anadié el mejor modelo clinico.
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Figura 25. Curvas ROC para mortalidad a 90 dias en sepsis por neumonia.

Tabla 33. SNP implicados en la mortalidad a 90 dias en
sepsis por neumonia. Valores para la curva ROC.

1IC95 %
SNP AUC p Limite Limite
inferior superior

ADRB2 0,60 | 0,06 0,50 0,70
IL-1B 0,56 | 0,30 0,45 0,66
MBL2 0,58 | 0,16 0,47 0,68
CRP 0,59 | 0,09 0,49 0,69
rs4986790 0,54 | 0,40 0,44 0,65
rs4986791 0,55 | 0,34 0,45 0,66
ADRB2 + IL-1B + MBL2 + CRP + 0,71 | <0,001| 0,62 0,80

TLR4 (rs4986790, rs4986791)

Tabla 34. Mortalidad a 90 dias en sepsis por

neumonia. Valores para la curva ROC.

IC95 %

Modelo AUC p

Limite Limite
inferior superior

Tipo de cirugia + SOFA
Modelo + ADRB2 + IL-1B

+ MBL2 + CRP + TLR4
(rs4986790, rs4986791)

0,74 | <0,001

0,83 | <0,001

0,65 0,83

0,75 0,90

6.8.6 Modelo de prediccion de mortalidad tardia en sepsis por peritonitis

La combinacidon de SNP en los genes de la MBL2 (rs1800450) e IL-10 (rs1800872)

predijo la mortalidad por peritonitis en cirugia abdominal con un AUC de 0,66 y al

anadirse al modelo clinico se obtuvo un AUC de 0,84.
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Figura 26. Curvas ROC para mortalidad a 90 dias en sepsis por peritonitis.

Tabla 35. SNP implicados en la mortalidad
a 90 dias en sepsis por peritonitis. Valores
para la curva ROC.

1IC95 %
SNP AUC p Limite Limite
inferior superior
MBL2 0,58 | 0,17 0,47 0,68
IL-10 0,62 | 0,03 0,52 0,73
MBL2 +IL-10 | 0,66 | 0,004 | 0,55 0,76
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Tabla 36. Mortalidad a 90 dias en sepsis por
peritonitis. Valores para la curva ROC.

1IC95 %
Modelo AUC P Limite Limite
inferior superior
Modelo (Edad +
Obesidad + 0,80 | <0,001| 0,72 0,88
SOFA)
Modelo clinico +
MBL2 + IL-10 0,84 | <0,001| 0,77 0,91
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7.1 Caracteristicas de la poblacion

A diferencia de otros trabajos donde los pacientes provienen de UCI médicas o
médico-quirdgicas, nuestra poblacion se compone sélamente de pacientes
posquirurgicos, lo que se traduce en una ventaja al eliminar parte de la
heterogeneidad que ha complicado la interpretacidn de los hallazgos de otros estudios

y permitir obtener conclusiones aplicables a esta poblacidn especifica.

Los pacientes de nuestro estudio se caracterizan por una edad avanzada con una
media de 71 aifos, mayor a la edad descrita en otras cohortes de pacientes sépticos
encontradas en la literatura [2 — 4, 6]. Este hallazgo puede estar en relacion con el
envejecimiento poblacional propio de Espafa [184, 185]. Encontramos ademads una
importante prevalencia de comorbilidades tales como diabetes, hipertension,
cardiopatia y presencia de neoplasia. La tasa de mortalidad (46,8 %) se encuentra

dentro de la esperable para pacientes con sepsis grave y shock séptico [3].

La presencia de infeccion intraabdominal se relaciona con formas mas graves de sepsis
y una mayor mortalidad (54,3 %), hallazgo en concordancia con lo reportado por otros
grupos. Del mismo modo, mayores puntuaciones de SOFA y APACHE se relacionan con

una mayor mortalidad tanto a 28 como a 90 dias.
7.2 Microbiologia

Los sitios de infeccion mas frecuentes son en su orden el pulmonar (47,6 %) seguido
del intraabdominal (44,8 %), la infeccion de catéter (33,5 %), la infeccion del sitio
quirargico (24,6 %), la infeccidn del tracto urinario (11,7 %) y la endocarditis (6,5 %). La
etiologia mas frecuente es la infecciéon por microorganismos gram negativos seguido
de los gram positivos. Existe un importante porcentaje de casos con infeccidon mixta
por gram positivos, gram negativos y hongos (35,9 %). Esta proporcién es comparable

a la reportada en la mayoria de series publicadas [2 — 4, 6].
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7.3 Rol de la inmunidad innata en la patogénesis de la sepsis

La respuesta séptica depende del patégeno causante, de la carga microbiana y su
virulencia, asi como de factores del huésped, su constitucidon genética, su edad, su
comorbilidad, el tiempo de inicio de infeccién, el uso de antimicrobianos y otras

terapias.

La inmunidad innata es la primera respuesta del organismo ante la infeccién y los
mecanismos bioldgicos que la conforman incluyen a los receptores de reconocimiento
de patrones asociados a patogenos (lipopolisacaridos, peptidoglicanos, acido
lipoteicoico, etc) asi como el reconocimiento de sefiales asociadas a dafo, las
citoquinas, las vias de sefializacion intracelular y el sistema de complemento. En este
trabajo nos hemos centrado en polimorfismos de genes que han mostrado ser

determinantes en el funcionamiento de estos sistemas.

La sepsis puede ser vista como una disregulacion del sistema inmune. La puesta en
marcha de la cascada de eventos moleculares que desencadena en la sepsis comienza
por el reconocimiento de los patdégenos a través del conjunto de receptores PRR. De
estos receptores la familia Toll y las moléculas asociadas a su via de sefializacién
(TIRAP, TRIF, TRAM, IRAK) asi como la familia de receptores NOD en el caso de
patdgenos intracelulares parecen ser los PRR mas importantes en el inicio de la sintesis
proteica de mediadores que resultan en la activacién celular y la cascada de
mecanismos inflamatorios. Aunque recientemente un estudio fase Il de un
antagonista del TLR4/MD2 no logré demostrar un beneficio en los pacientes sépticos
[186], la inmunomodulacién farmacolégica sigue siendo una via terapéutica factible y
promisoria y las variantes genéticas que determinan la respuesta del individuo a la

infeccidn deberian convertirse en una herramienta prondstica en el futuro.

Las citoquinas que hacen parte de la inmunidad innata cumplen un rol como
reguladoras de la respuesta del huésped. En la actualidad se tiende a abandonar el
concepto de la sepsis entendida como una respuesta inflamatoria exagerada seguida
por una contraparte antiinflamatoria compensatoria al considerarse que este modelo
es una simplificacion excesiva. Esta demostrado que la induccidon de genes pro y
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antiinflamatorios ocurrre de manera simultanea y que la inhibicion aislada de las dos
moléculas proinflamatorias “clasicas”, la IL-1 y el TNF no resulta en una mejoria del

prondstico de los pacientes con sepsis [187, 188].

Por otra parte algunos trabajos reportan niveles elevados de los factores C3a y C5a del
complemento como parte de la respuesta a la infeccién (resultado de las vias clasica,
alternativa y de las lectinas), ademas, su activacidn excesiva se ha relacionado con un
peor prondstico de la sepsis [189]. Por ello, la inhibicidn del complemento esta siendo

evaluada como diana terapéutica en la sepsis [190].

Todo lo anterior hace que la importancia de las vias de la inmunidad innata en la
patogenia de la sepsis esté mas que justificada. La falta de beneficio de las terapias
dirigidas a este nivel se explica al menos en parte por la heterogeneidad genética de la
poblacién, lo que nos lleva a la necesidad de conocer las variantes presentes en

nuestra poblacion y su rol en la sepsis.
7.4 Susceptibilidad

Demostramos que los genotipos A/A del gen de la IL-1B, C/C de la CRP y G de la IL-10
determinan un riesgo incrementado de desarrollo de sepsis en el postoperatorio de
cirugia mayor. Trabajos previos han relacionado a las variantes funcionales del gen de
la IL-1B en la posicidn 511 con un incremento en los niveles de la misma [154]; la
variante descrita en el gen de la CRP se relaciona con mayores niveles de CRP
plasmatica en estudios poblacionales de marcadores inflamatorios [191] y las variantes
de la posicion 1082 del gen de la IL-10 con una mayor sintesis de interleucina [172,
174]. Estas variantes pueden determinar una mayor respuesta inflamatoria inicial en el
caso de la IL-1B y CRP y un incremento en el estado tardio de inmunoparalisis relativa
en el caso de la IL-10. El efecto de estos polimorfismos se mantiene en el caso del

shock séptico. La IL-10 y la IL-1B también aumentan el riesgo de sepsis por neumonia.

El analisis de subgrupos muestra resultados interesantes y distintivos entre los
pacientes de cirugia abdominal y cardiaca cuando se trata de definir perfiles de

susceptibilidad para el desarrollo de sepsis. Mientras que en los pacientes de cirugia
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abdominal tienen mas peso las variantes en los genes de la CRP, la AGTRAP y el TLR4,
en la cirugia cardiaca las variantes de los genes de la IL-10, la IL-6 y el CD14 tienen
mayor importancia. El efecto de las variantes en los genes de la CRP, la AGTRAP vy el
TLR4 es mads evidente al analizar el subgrupo de infeccién por peritonitis, lo que

sugiere un mecanismo fisiopatoldgico comun.

El SNP en el gen de la AGTRAP ha sido relacionado previamente con una mayor
mortalidad por shock séptico [177] al conferir una resistencia relativa al efecto
vasopresor de la angiotensina, lo que se traduce en mayor hipotension y taquicardia.
Este mismo efecto bioldgico explica la mayor susceptibilidad al desarrollo de sepsis

encontrada.

Existen dos posibles mecanismos mediante los cuales se explica el efecto protector de
la variante en el gen del TLR4 sobre la susceptibilidad a la sepsis. El mas comunmente
aceptado implica que, al tratarse de la principal molécula de union al LPS de la pared
de los microorganismos gram negativos, un cambio en su conformacion determina una
diferencia en la afinidad del receptor por el LPS y regula por tanto la respuesta a la
infeccidn. Por otra parte, diferentes niveles de expresion de la molécula tienen un
efecto sobre la via de sefializacion del TIRAP/MAL que resulta en un desequilibrio en la

respuesta de las vias de transcripcién del interferdn y del NF-kB [192, 193].
7.5 Mortalidad

Los pacientes heterocigotos para el polimorfismo rs1042717 del gen del ADRB2 se
caracterizan por una menor mortalidad por sepsis de forma temprana y tardia. Este
efecto protector se mantiene durante los primeros 28 dias en los pacientes que sufren

un shock séptico.

Las variantes de los genes de la MBL2 y la IL-10 tienen un efecto protector en la
mortalidad tardia de la sepsis y el shock séptico. Dichas variantes son ademas
protectoras en el caso de los pacientes de cirugia abdominal afectos de peritonitis. En

el caso del shock séptico la variante del gen del NFKBIA determina una mayor
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mortalidad temprana y tardia. La variante del gen de la IL-6 sdlo se relaciona con la

mortalidad temprana.

Los pacientes de cirugia cardiaca se benefician del efecto protector de la variante del
gen del ADRB2, mientras que el riesgo de mortalidad se incrementa por las variantes

en los genes del NOD2 y TONSL tanto a 28 como a 90 dias.

En los pacientes con neumonia las variantes en los genes del ADRB2 y la CRP se
relacionan con una menor mortalidad, mientras que las variantes en el gen del TLR4 se

asocian con una mayor mortalidad tanto a 28 como a 90 dias.

La homocigosis en el gen del ADRB2 esta descrita como un factor de mal prondstico en
el shock séptico al estar relacionada con una mala respuesta a agonistas adrenérgicos.
Ademds estd descrito un potencial efecto inmunomodulador que se explica por la
existencia de receptores beta en la superficie linfocitaria capaces de alterar Ila
produccién de la IL-6, entre otros mediadores inflamatorios [176]. Creemos que la
heterocigosis A/G del gen del ADRB2 puede determinar el efecto contrario a la
homocigosis, con una menor respuesta inflamatoria a nivel leucocitario asi como una
respuesta alterada a vasopresores adrenérgicos, explicando asi el efecto protector

encontrado.

Las variantes en el gen del NFKBIA se relacionan con formas raras de
inmunodeficiencia [139]. Su efecto bioldgico se explica por la capacidad de inhibir al
NF-kB; esta inhibicion condiciona una disminucién en la cascada de expresion de las

moléculas pro inflamatorias que dependen de él.

El MBL tiene su funcidn principal como detector microbiano y las variantes de su gen
se han relacionado tradicionalmente con niveles séricos menores y una mayor
susceptibilidad a la infeccion [121 — 124]. Sin embargo mas recientemente se ha
reconocido que la MBL2 posee efectos inmunomoduladores sobre el sistema del
complemento y citoquinas como la IL-6 lo que hace plausible un efecto protector sobre

la mortalidad como el que hemos visto en nuestros pacientes.
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El efecto de las variantes del gen del TLR4 sobre la mortalidad por neumonia coincide
con lo publicado sobre la mortalidad en otras series de pacientes de UCI [110, 114,
115]. La hipdtesis mas comunmente aceptada para explicar este efecto tiene que ver
con la respuesta que induce el LPS sobre el TLR4 y la cascada de eventos inflamatorios

gue se desencadenan.

Es de resaltar el papel de los polimorfismos en los genes del NOD2 y de la TONSL en el
incremento de la mortalidad temprana y tardia de los pacientes con cirugia cardiaca.
La variante del NOD2 evaluada (Arg702Trp) es una mutacién de cambio de sentido y
resulta en una proteina andmala incapaz de reconocer patdgenos y de activar la
inflamacién de la via del NF-kB [129]. Las proteinas TONSL (antes conocidas como
NFKBIL2) también actuan sobre el NF-kB mediante su inhibicién, lo que resulta en la
pérdida de este mecanismo de respuesta del huésped a la infeccién [141]. Vemos
entonces que la respuesta del NF-kB es de particular importancia para los pacientes

gue van a ser intervenidos de cirugia cardiaca.

Unicamente las variantes de los polimorfismos en los genes del ADRB2 y la IL-10 tiene

un efecto significativo sobre la supervivencia evaluado por el método de Kaplan Meier.

No hemos encontrado un efecto significativo para los polimorfismos de los genes del
FCGR2A, IRAK1, TIRAP, TRAF6 y LNPEP en nuestra poblacion. La ausencia de
asociaciones significativas en gran parte de los polimorfismos estudiados refleja la gran
variabilidad existente en la metodologia empleada en los trabajos realizados a la fecha
[130 — 138, 142 — 144, 187]. En estos estudios existen diferencias a nivel de la
poblacién estudiada y de las variables de resultado analizadas (bacteriemia,
meningococcemia, sepsis aislada por gram negativos, etc.). Los estudios de genes
candidatos tienen la dificultad de no ser capaces de distinguir las asociaciones
verdaderamente causales de aquellas relacionadas con otros SNP no conocidos que
pueden hacer parte de un Unico haplotipo. Por otra parte, la complejidad vy
redundancia de mecanismos en la estructura de nuestro sistema inmune también
puede explicar por qué la presencia de un Unico polimorfismo no necesariamente se

asocia con un cambio en la susceptibilidad a la infeccidn o a su mortalidad, o puede ser
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qgue el cambio sea de una magnitud inferior a aquella necesaria para ser relevante

desde un punto de vista clinico.
7.6 Limitaciones

Como limitacién de nuestro estudio estd el nimero reducido de pacientes en algunos
de los andlisis de subgrupos. Para corregir este problema se seleccionaron Unicamente
aquellas asociaciones con valores de p mas bajos (correccién de Bonferroni) con lo que

disminuye la posibilidad de falsos positivos.

Otra limitacion importante es la falta de una cohorte de validacién que permita darle
validez externa a los resultados obtenidos. Es necesario replicar los hallazgos de este

estudio en otras poblaciones quirudrgicas a futuro.

Como limitacion relativa se presenta el hecho de que la poblacién proviene de un
unico centro. Sin embargo, creemos que al tratarse de un hospital de referencia para
toda una comunidad auténoma, la muestra es muy representativa de la poblacion

espafiola y se correlaciona con la practica clinica habitual.

En términos generales, una gran variedad de asociaciones positivas o negativas se han
reportado entre ciertos polimorfismos genéticos y la susceptibilidad o el prondstico de
la sepsis. El hecho de que los SNP analizados en este estudio no hayan sido estudiados
con anterioridad en el caso especifico de la sepsis grave y el shock séptico de los
pacientes en posoperatorio de cirugia cardiaca y abdominal, da importancia a nuestros

datos de cara a futuros estudios.

Reforzamos nuestra idea de que el prondstico de los pacientes sometidos a una cirugia
cardiaca o abdominal esta determinado en buena parte por la predisposicion genética
para reaccionar ante la infeccidn y la agresién quirdrgica. Los genes implicados en la

inmunidad innata intervienen de manera determinante en estas situaciones.
7.8 Futuros estudios

Los estudios futuros en la genética de la sepsis deben tener como objetivo principal

encontrar herramientas que permitan predecir el grado de susceptibilidad individual a
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desarrollar sepsis asi como estratificar la gravedad y la probabilidad de muerte debida
a la misma. La identificacion de las variantes genéticas responsables de la respuesta
del individuo a la agresién microbiana debe ofrecer dianas terapéuticas susceptibles de
una intervencién farmacologica personalizada, que permita realizar una estratificaciéon
basada en perfiles de riesgo genético de los pacientes que participen en ensayos
clinicos, eliminando asi la heterogeneidad clinica responsable del fracaso de

numerosos estudios terapéuticos.

La agresidn quirudrgica tiene caracteristicas especificas que hacen que la infeccién y la
sepsis sea diferente de aquella que se presenta en otros contextos clinicos. De alli
surge la necesidad de disefiar y realizar estudios de asociacidon de genes candidatos en
esta poblacidn. En el futuro deben realizarse estudios en poblaciones especificas de
cirugia cardiaca y abdominal que cuenten con un mayor nimero de pacientes, y de ser
posible, tengan un caracter multicéntrico que permita replicar los resultados que
hemos obtenido. Seria interesante ademads evaluar el papel de estos polimorfismos en

poblaciones con un origen racial diferente.

Una herramienta relativamente nueva, la técnica de estudio de genoma amplio, se ha
hecho cada vez mas disponible y se realiza con un coste cada vez menor. La aplicacién
de esta técnica permitira la deteccion de nuevas vias bioldgicas implicadas en una

entidad tan compleja como la sepsis.
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1. El analisis de los polimorfismos en genes seleccionados de la inmunidad innata
nos ha permitido encontrar variaciones en las frecuencias alélicas y en las
distribuciones genotipicas. Estas variaciones se relacionan con cambios en la
susceptibilidad a la sepsis grave y el shock séptico asi como en su mortalidad.

2. Las variantes en los genes de la IL-1B, CRP e IL-10 determinan una mayor
susceptibilidad para desarrollar sepsis en el posoperatorio de cirugia mayor.

3. Las variantes en los genes de la IL-6 y del NFKBIA determinan una mayor
mortalidad temprana. Las variantes en los genes de la MBL2 y la IL-10 son
protectoras de forma tardia mientras que la variante del gen del ADRB2
determina una menor mortalidad tanto de forma temprana como tardia.

4, Hemos podido definir perfiles especificos de riesgo genético en funcidn del tipo
de cirugia y el tiempo de evolucion: en la cirugia cardiaca, los genes
relacionados con la regulaciéon negativa del NF-kB (NOD2, TONSL y NFKBIA)
determinaron una mayor mortalidad temprana. A los 90 dias las variantes de
los genes de la IL-1B y del NOD2 se relacionaron con una mayor mortalidad.

5. En la cirugia abdominal los SNP en los genes de la IL-1B y del ADRB2 se
relacionaron con un efecto protector para mortalidad temprana. Las variantes
en los genes de la MBL2 y de la IL-10 definieron un perfil de menor mortalidad
tardia.

6. El uso de andlisis de area bajo la curva nos permitié cuantificar el efecto de las
variantes de riesgo genético en combinacion con las variables clinicas como
herramienta predictora de desarrollo de sepsis y mortalidad en cirugia.
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