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1 INTRODUCCION

1.1 SEPSIS

1.1.1 EVOLUCION HISTORICA DE SU DEFINICION

A lo largo de las ultimas décadas la definicion de sepsis ha sufrido importantes cambios debido a

los avances cientificos y al mejor conocimiento fisiopatologico de este sindrome clinico.

1.1.1.1 Conferencia de Consenso de American College of Chest Physicians y la
Sociedad Americana de Cuidados Intensivos

En 1991 surge el primer intento de estandarizacion de terminologia para definir la sepsis. Con
los objetivos de: permitir una deteccion precoz del proceso séptico a pie de cama, que permita un
tratamiento precoz, y crear unas definiciones estandarizadas para futuras investigaciones. Se
aceptaban ya entonces las limitaciones de las mismas, sugiriendo futuros estudios para validarlas.
La primera parte del documento se centra en la utilizacion de scores de gravedad para evaluar,
describir y estratificar en funcién del pronostico a los pacientes sépticos, y en la segunda se
establecen recomendaciones sobre el uso de las terapias mas recientes en sepsis del momento.
El término “SIRS” (sindrome de respuesta inflamatoria sistémica) se propone en aquel momento
para describir el proceso inflamatorio sistémico provocado por la infeccion, pero también por
otras etiologias no infecciosas, tales como la traumatica, los grandes quemados y las pancreatitis.
Para que un paciente presentase SIRS se debian manifestar mas de uno de los siguientes signos
clinicos, sin limitarse a estos: temperatura corporal superior a 38°C o inferior a 36°C;taquicardia
superior a 90 Ipm; taquipnea superior a 20 rpm o paCO2 inferior o igual a 32mmHg; leucocitosis
superior a 12000/mm3 o inferior a 4000/mm3 o presencia de mas de 10% de formas inmaduras
en sangre (descartando leucopenia o neutropenia inducidas farmacologicamente como en la
quimioterapia). La sepsis se definia como la respuesta inflamatoria sistémica provocada por una
infeccion confirmada y se establecian 3 niveles de gravedad: sepsis, sepsis grave y shock séptico.
Se elimind el término septicemia, hasta entonces utilizado, para definir la presencia de
microorganismos en sangre, puesto que daba lugar a confusion, y se mantuvieron los términos de
bacteriemia para definir la presencia de bacterias en sangre, de viremia para los virus, fungemia
para los hongos y parasitemia para parasitos, vigentes hoy en dia.

Se propuso el término sepsis grave, abandonado en la actualidad desde el 2016 (1), para definir
la sepsis que asociaba disfuncidon organica, marcadores de hipoperfusion (acidosis lactica,
oliguria, alteraciones neurologicas) o hipotension asociada (TAS inferior a 90 mmHg o reduccion

de 40 mmHg de la basal) en ausencia de otras causas de hipotension.
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El shock séptico se definio en 1991 como una sepsis con hipotension arterial mantenida pese a
una adecuada reanimacion con fluidos, con signos de hipoperfusion y disfuncion organica, que
requiere del inicio de farmacos inotropicos y/o vasopresores. Se caracterizaron también las
distintas disfunciones organicas, como resultado del fracaso de los drganos para mantener la
homeostasis y se englobaron en el conocido “sindrome de disfunciéon multiorganica o MODS*
(Multiple Organ Dysfunction Syndrome), que podia ser primario (directamente relacionado con

la causa infecciosa) o secundario (debido la excesiva respuesta inflamatoria del huésped) (2).

1.1.1.2 International Sepsis Definitions Conference

Una década después, en 2001, tiene lugar la International Sepsis Definitions Conference, con
colaboracion de las sociedades cientificas europeas y americanas. Consideraron entonces que la
definicion anterior de sepsis creaba dudas, que era necesaria una revision de las definiciones
acordes con los avances en el conocimiento del sindrome y con la incorporacion de nuevos
biomarcadores.

El término usado durante la década anterior, SIRS, se le consideré demasiado sensible y poco
especifico para diagnosticar la sepsis, por lo que se le afladieron mas criterios clinicos y analiticos
al SIRS previo para la definicion de sepsis. Es en esta conferencia donde aparecen por primera
vez biomarcadores entre los criterios diagnosticos: proteina C reactiva y procalcitonina (3).

No obstante, la sepsis se siguio estratificando en los 3 niveles de gravedad anteriores: sepsis,

sepsis grave y shock séptico.
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Infeccion®, documentada o sospechada y alguno de los siguientes®

Criterios generales

Fiebre (temperatura central >38,3°C)

Hipotermia (temperatura central < 36°C)

Frecuencia cardiaca > 90 Ipm o > 2P8 del valor normal para su edad

Taquipnea

Alteracion del nivel de conciencia

Balance hidrico positivo (> 20 ml/kg en 24h)

Hiperglucemia (glucemia plasmatica > 120 mg/dl) en ausencia de diabetes mellitus

Criterios de inflamacion

Leucocitosis > 12000 mm?® o leucopenia < 4000 mm?
Presencia > 10% de formas inmaduras de leucocitos
Proteina C reactiva > 25P

Procalcitonina > 2P

Criterios hemodinamicos

Hipotension arterial (TAS <90 mmHg o TAM < 70 o TAS que desciende > 40
mmHg en adultos o < 25 para su edad.

Saturacion venosa mixta > 70%

Indice cardiaco > 3,5 L/min

Criterios de disfuncion organica

Hipoxemia arterial (PaO2/FI02 < 300)

Oliguria aguda (diuresis horaria < 0,5ml/kg en 2h minimo)
Aumento de creatinina > 0,5 mg/dl

Alteraciones de la coagulacion (INR > 1,5 o TTPA > 60 seg)
Ileo

Trombocitopenia < 100 10°

Bilirrubina total > 4mg/dl

Criterios de hipoperfusion tisular
Acidosis lactica > 1 mmol/L
Disminucion del relleno capilar

Tabla 1. Criterios diagnésticos de sepsis.

Adaptado de Levy et al 2003 (3). Se exponen los diferentes criterios propuestos, tanto clinicos como
analiticos, con los umbrales requeridos, con el fin de ayudar al clinico a identificar a pie de cama el paciente
potencialmente séptico. * la infeccion se define como el proceso patologico provocado por un
microorganismo °la saturacién venosa mixta > 70 % es normal en nifios.

El término sepsis grave propuesto en 1991 se mantuvo, refiriéndose a aquella sepsis que asocia
disfuncion organica. Y para definir y clasificar la disfuncion organica sugirieron utilizar la escala
Marshall (4) o la escala “SOFA” (Sequential Organ Failure Assessment Score) (5) que es la
clasificacion de fracasos organicos mas usada en la practica clinica actual y que tiene en cuenta 6
organos: sistema nervioso central, cardiovascular, respiratorio, hepatico, renal y coagulacion

(Tabla 2).
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Puntuacion

Variables
Respiratorio
Pa02/Fi02
mmHg
Coagulacion
Plaquetas.103/uL
Hepatico
Bilirrubina
mg/dl
Cardiovascular

Hipotension

Sistema
Nervioso
Central

Escala de
Glasgow

Renal
Creatinina mg/dl
o débito urinario

ml/dia

0 1
>400 <400
>150 <150
<1,2 1,2-1,9

No TAM <70
hipotensién mmHg

15 13-14
<1,2 1,2-1,9

Tabla 2. Escala SOFA de fracaso organico.

<300

<100

2-5,9

Dopamina
<5
pg/kg/min

10-12

2,0-34

<200

<50

6-11,9

Dopamina > 5,
Noradrenalina
<0,1o0
adrenalina <
0,1
6-9

3,5-4,9 0 <500

<100

<20

Dopamina >15
pg/kg/min
Noradrenalina >

0,1 pg/kg/min

<6

>50<200

Adaptado de Ferreira et al 2001 (5). Se expone la clasificacion SOFA, con la puntuacion para cada uno de
los sistemas evaluados, con los umbrales numéricos. La puntuacion total es la suma de cada puntuacion por
organo, con valores totales posibles entre 0 y 24 puntos.

En 2001 los criterios diagnosticos de shock séptico se mantienen como en 1991: fracaso agudo

hemodinamico con hipotension arterial persistente no explicado por otras causas, determinado

por TAS <90 mmHg, TAM < 60 o reduccion > 40 mmHg con respecto a su valor basal, que no

responde a reanimacion adecuada con volumen.
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1.1.1.3 Tercera conferencia internacional de consenso de sepsis y shock séptico
(Sepsis-3)

Finalmente, hay que esperar hasta el aflo 2016 para que aparezcan las definiciones vigentes en la
actualidad, en la tercera conferencia internacional de consenso de la European Society of Intensive
Care Medicine and the Society of critical Care Medicine. Se considerd necesario reevaluar las
definiciones anteriores como consecuencia de los cambios en el conocimiento de la fisiopatologia
de la sepsis, de los avances en el tratamiento y de los estudios epidemiologicos (1).

Se reconocio la ausencia de test diagnostico gold standard para la sepsis, a la que se considera un
sindrome clinico en lugar de una enfermedad especifica.

La sepsis es una disfuncion organica, potencialmente mortal, causada por una respuesta
descontrolada del huésped a la infeccion. Se reconoce que factores endogenos pueden
amplificarla, y explicar su heterogeneidad clinica y bioldgica, haciendo énfasis en que el
desarrollo futuro de las ciencias 6dmicas (transcriptomica, metabolémica y protedémica) podran
caracterizar mejor los subgrupos especificos de la poblacion afectada (1).

El término SIRS, usado desde 1991 para caracterizar la respuesta inflamatoria del organismo, al
que se le incorporaron nuevos criterios en la conferencia del 2001 para caracterizar la sepsis, se
le considera en 2016 poco valido para describir un proceso en el que no solo esta involucrada una
respuesta inflamatoria, sino también antinflamatoria concomitante, con distintas alteraciones
organicas. Y aunque consideran que el SIRS no expresa una respuesta descontrolada ni
potencialmente mortal de la sepsis, instan a continuar usandolo para el screening de los procesos
infecciosos, y a no abandonarlo en la practica clinica. (1) Sin embargo, en su lugar, para identificar
precozmente al paciente potencialmente séptico proponen una escala nueva, “quick SOFA”, de

facil aplicacion a pie de cama, compuesta por 3 items (Tabla 3).

Frecuencia respiratoria > 22rpm
Estado mental alterado
Tension arterial sistolica 100 mmHg

Tabla 3. Escala quick SOFA.

Adaptado de Singer et al 2016 (1) Se considera quick SOFA positiva si 2 de los 3 items se cumplen.

Al paciente con quick SOFA positivo se le debe realizar una valoracion clinica de posibles
disfunciones organicas mediante la escala SOFA; se considera que un aumento de 2 puntos
pronostica una mortalidad hospitalaria de mas del 10% (6), teniendo en cuenta que cuanto mas
alto es el valor de la escala SOFA , mas riesgo de mortalidad existe (7). La sepsis queda definida
como el aumento de 2 o mas puntos en la escala SOFA. El término sepsis grave, hasta entonces

usado, desaparece, por considerarse “redundante y superfluo”, quedando solo 2 niveles de
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gravedad de los 3 anteriores del sindrome: sepsis y shock séptico. El shock séptico se define como
la sepsis que requiere apoyo inotropico/vasopresor para mantener TAM > 65 mmHg y que
ademas asocia acidosis lactica > 2mmol/L pese a una correcta reanimacion hemodinamica inicial.
Asi, en la evaluacion de los criterios clinicos utilizados para esta nueva definicion, el valor
predictivo para mortalidad hospitalaria fue superior para la escala SOFA que para los criterios
SIRS en los pacientes ingresados en cuidados intensivos, igualando valor predictivo para el resto
de pacientes (6).

Con estas nuevas definiciones el diagrama de flujo para el diagnostico inicial de la sepsis seria:

Patient with suspected infection

Y
/ aSOFA222 \ No  / sepsisstill \ No Monitor clinical condition;
\ (see@) > il » reevaluate for possible sepsis
\ / \ ~/ if clinically indicated

Yes Yes
Y

Assess for evidence
of organ dysfunction

@ qSOFA Variables
v .
! SOFA 22?7 No Monitor clinical condition; pespiistoniaie
| (see(B) > reevaluate for possible sepsis Mental status
\ if clinically indicated Systolic blood pressure
Yes
Y
S < SOFA Variables
v Pa0,/FiO, ratio
\ A5
" Despite adequate fluid resuscitation, \ Glasgow Coma Scale score

1. vasopressors required to maintain

MAP 265 mm Hg No Mean arterial pressure
AND Administration of vasopressors
2. serum lactate level >2 mmol/L? with type and dose rate of infusion
\ . / Serum creatinine or urine output
ves Bilirubin

Y

Septic shock Platelet count

Figura 1. Algoritmo de manejo diagndstico de los pacientes con sepsis y shock séptico.

Extraido de Singer et al (1). Al paciente con sospecha de infeccion y qSOFA positiva se le valora la
disfuncion organica mediante la escala SOFA, si ésta aumenta en 2 puntos se le diagnostica de sepsis. Si la
sepsis presenta TAM < 65mmHg a pesar de adecuada resucitacion con fluidos y lactato sérico > 2mmmol/L
se diagnostica de shock séptico. Se debe suponer que la puntuacion inicial SOFA es cero, a menos que se
sepa que el paciente tiene una disfuncion organica preexistente (aguda o cronica) antes del inicio de la
infeccion. qSOFA: quick SOFA; MAP: presion arterial media
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1.1.2 EPIDEMIOLOGIA

Para interpretar los datos epidemiolédgicos relacionados con la sepsis se debe tener en cuenta que
los paises con escaso desarrollo carecen de estudios epidemioldgicos y que los datos de los que

disponemos de otros paises nos los proporcionan estudios en su mayoria retrospectivos.

1.1.2.1 Prevalencia e incidencia

A lo largo de los afios la prevalencia e incidencia varia en funcion de los criterios diagndsticos
utilizados de sepsis, del periodo y de la poblacion estudiada, pero el punto en comtn de las mas
importantes publicaciones revisadas es que cada afio la incidencia de la sepsis aumenta.

En Estados Unidos la prevalencia de sepsis entre los afios 1979 y 2000, era de 10.319.418 casos
de sepsis, con un incremento anual de la incidencia de sepsis del 8,7%, pasando de 164.000 casos
(82,7 por 100.000 habitantes) a casi 660.000 casos (240,4 por 100.000 habitantes) en el periodo
estudiado (8).

En un estudio de cohortes retrospectivo llevado a cabo en Estados Unidos entre los afios 2003 y
2009 se identificaron 53,9 millones de hospitalizaciones por infeccion en adultos, destacando que
la incidencia de hospitalizaciones por sepsis se increment6 en un 49% en el intervalo de tiempo
analizado (9).

En los servicios de urgencias de Estados Unidos, segin datos recogidos en los departamentos de
emergencias entre 2001 y 2004, la sepsis grave motivé mas de 50.000 visitas anualmente. (10)
A nivel mundial, en el afio 2015, un metanalisis centrado en la incidencia de sepsis hospitalaria o
sepsis severa, puso de manifiesto que hay 31,5 millones de casos de sepsis al aflo, con 5,3 millones
de muertes (11).

A nivel nacional las tendencias anteriores se confirman. En un estudio retrospectivo multicéntrico
nacional del afio 2008 al 2017, sobre 288.211 pacientes ingresados, destaca un aumento del 2,7%
de la incidencia hospitalaria en el periodo estudiado, con una tasa de incidencia de sepsis de 5,7
por 10.000 personas en el afio 2017. La edad media se situa en 73 afios, con 53% de pacientes de
sexo masculino. Por niveles de gravedad objetivan que un 51% de los ingresos presentan sepsis
sin disfuncion organica, un 21,5% sepsis con disfuncion organica y un 27,3% de los pacientes
presentan shock séptico. La tasa de letalidad analizada es del 23,2 % en general, que asciende a
42,9 % para los pacientes con shock séptico (12).

En conclusion, cada afio se diagnostican mas casos de sepsis, y estos ingresos pueden llegar a

suponer el 50% del total de ingresos en unidades de cuidados intensivos (13).
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1.1.2.2 Etiologia

En las unidades de cuidados intensivos la sepsis tiene como foco mas frecuente el respiratorio,
seguido del abdominal y de las bacteriemias. En un estudio epidemioldgico de 14.000 pacientes
criticos con sepsis grave y cultivos positivos, hecho en 75 paises, los gérmenes aislados fueron
Gram-negativos en 62%, Gram-positivos en 47% y hongos en 19% (13). Entre los gérmenes mas
frecuentes Gram-negativos se encuentran Escherichia coli y enterobacter spp, y entre los Gram-
positivos Staphylococcus aureus y epidermidis. Los hongos mas frecuentemente implicados son
candida spp en primer lugar seguido de aspergillus. La etiologia puede variar en funcion de la
localizacion geografica; asi, se ha detectado mas presencia de gérmenes multiresistentes como
acinetobacter spp en regiones asiaticas en comparacion con Norteamérica, relacionado con las

diferentes medidas de control de la infeccion intrahospitalaria aplicadas (14) (15) (16).

1.1.2.3 Factores de riesgo

Los factores de riesgo dependen de la predisposicion del paciente a la infeccion y del riesgo de
disfuncion organica si la infeccion se desarrolla. Las patologias cronicas previas del paciente tales
como sindrome de inmunodeficiencia adquirido, enfermedad pulmonar obstructiva crdnica,
neoplasias, asi como el tratamiento inmunosupresor, predisponen a la infeccion. Los pacientes de
edad avanzada, de sexo masculino y de raza negra también han sido grupos donde en diferentes

estudios la incidencia de sepsis ha resultado ser superior (17) (18).

1.1.2.4 Mortalidad

La sepsis y el shock séptico son una de las principales causas de mortalidad y morbilidad en
pacientes criticos. (19) Mas de 30 millones de personas se diagnostican de sepsis cada afio a nivel
mundial, lo que puede llegar a suponer 6 millones de muertes al afio. Los datos recogidos en la
Surviving Sepsis Campaign del 2012 objetivaron tasas de mortalidad del 41% en Europa y del
28,3 % en Estados Unidos, diferencia que al ajustar por gravedad de la enfermedad desaparece
(20). Varios estudios en diferentes continentes con amplias muestras de pacientes analizados,
sefialan el aumento de ingresos hospitalarios por sepsis y de forma inversa el descenso en la
mortalidad (19,21,22).

En un estudio retrospectivo observacional de poblacion australiana y de Nueva Zelanda, con
101.064 pacientes, se constato una reduccion de la tasa de mortalidad del 16,7% (95% IC, 14,8%-
18,6%) desde el afio 2000 al 2012, con un descenso de 1,3% anual y una reduccion del riesgo
relativo de morir por sepsis de 47,5% (95% IC, 44.1%-50.8%) (19).

En el estudio de Kumar et al. realizado entre los afios 2000 y 2007 en la poblacion estadounidense,

se observo un aumento del nimero de hospitalizaciones por sepsis grave, teniendo en cuenta las
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definiciones vigentes en ese momento (3), de 143 por 100.000 personas en el afio 2000 a 343 por
100.000 personas en 2007, junto con un descenso en la tasa de mortalidad del 39% al 27%,

después de ajustar por demografia (Figura 2), nimero de fallos organicos y comorbilidades (21).
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Figura 2. Frecuencia de ingreso y tasas de mortalidad por sepsis severa 2000-2007.

Extraido de Kumar et al CHEST 2011 (21) Evolucion desde el afio 1999 a 2007 de la mortalidad (en %) en
el eje derecho y de las hospitalizaciones por sepsis severa en el eje izquierdo (frecuencia de
hospitalizaciones por 100.000 personas).

De igual manera, un estudio prospectivo entre 2008-2013 en un hospital terciario espafiol, destacd
una reduccion de mortalidad de los pacientes sépticos a lo largo de los afios (22).

En cualquier caso, la infeccion se asocia de manera independiente con un mayor riesgo de muerte
hospitalaria: la tasa de mortalidad de los pacientes criticos infectados es mas del doble que la de
los pacientes no infectados (13). Y cuanto mas grave es el proceso séptico mas mortalidad asocian
los pacientes: datos nacionales de la ultima década extraidos del estudio retrospectivo
multicéntrico nacional de Darba et al, establecen una tasa de letalidad global del 23,2 %, que
asciende a 35% para la sepsis con disfuncion organica y a 42,9% para el shock séptico (12).

Los factores de riesgo asociados a la mortalidad descritos en la literatura son: la edad superior a
85 afos, la existencia de comorbilidades, la presencia de shock, la patologia médica sobre la
quirargica, el score Apache Il superior a 25 y el nimero de disfunciones organicas asociadas, por
si solo la mortalidad del shock séptico oscila entre 20-30% (19) (23).

En las guias de la Campaifia Sobrevivir a la sepsis (23) se recogen las tltimas recomendaciones
para el diagndstico y manejo precoz de la sepsis. El cumplimiento de estas guias se ha asociado
con descenso en la mortalidad, especialmente: la reanimacion inicial guiada por objetivos, la
antibioterapia precoz en las 3 primeras horas y el uso de farmacos vasopresores como la

noradrenalina. De hecho, estudios recientes sugieren que el riesgo relativo de muerte por sepsis
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o shock séptico puede aumentar entre 4 y 8% por cada hora de retraso en la administracion de
antibioticos efectivos (24). Por lo tanto, el diagnostico precoz de la sepsis es crucial y su manejo
precoz reduce considerablemente la morbilidad y mortalidad asociada (23). El diagnéstico de la

sepsis se tratara en un apartado posterior.

1.1.3 IMPORTANCIA CLINICA

La sepsis y el shock séptico son unas de las patologias mas frecuentes y graves en las unidades
de cuidados intensivos (25) y su prevalencia aumenta a lo largo de los afios, mientras que la
mortalidad desciende (19), con lo cual la supervivencia de la sepsis es cada vez mayor. La
mortalidad en las fases mas iniciales de la sepsis esta relacionada con la fase proinflamatoria
debida a la agresion directa del patogeno, pero la mortalidad en fases mas avanzadas se relaciona
con la desregulacion de la respuesta inmune y la inmunodepresion que pueden padecer los
enfermos, por la aparicion de infecciones secundarias y fallos organicos (26-28) (Ver figura 2).
Los supervivientes de la sepsis pueden tener también alteraciones funcionales y neurocognitivas
a largo plazo que también condicionan el aumento de la mortalidad y consecuencias en pérdida
de afos de vida activa, dependencia con incapacidad para bafiarse o vestirse, problemas de salud
mental, con los consiguientes costes econémicos (29,30). Incluso se ha descrito que a largo plazo
los pacientes pueden desarrollar un estado de inmunodepresion inflamacion y catabolismo
mantenido, denominado PICS (persistent inflammation immunosupression and catabolism state)
que es el origen de un nuevo tipo de paciente en las unidades de criticos, el paciente “critico
cronico”, con largas estancias en la UCI, gran morbilidad intercurrente y alta mortalidad a medio
y largo plazo, asociada, ademas a un importante coste socioeconomico y familiar (31).

Teniendo en cuenta la prevalencia de la sepsis, los estudios de costes han mostrado en la
Comunidad de Madrid en el afio 2008, un coste anual directo de la atencidn a la sepsis grave, que
ascendia a 70 millones de euros (32).

En consecuencia, el diagnéstico y tratamiento precoz de la sepsis es vital y define la evolucion de
estos pacientes (23). Para lograr ese diagnostico con una estratificacion pronostica adecuada en
etapas tempranas, el clinico debe tener un alto nivel de sospecha, realizar escalas de gravedad
rapidas a pie de cama, como el “quick Sofa” (1) y disponer de biomarcadores fiables que
identifiquen el proceso en su fase inicial, en la que el tratamiento y la reanimacion implementadas
son determinantes. Pero también es necesario entender la heterogeneidad de la enfermedad y
definir e identificar los subtipos de la misma para poder personalizar los tratamientos lo mas

posible (33).

21



PROTEINAS NUCLEARES Y OTROS MEDIADORES DE INFLAMACION EN PACIENTES
EN SHOCK SEPTICO SOMETIDOS A TERAPIAS CONTINUAS DE REMPLAZO RENAL

1.1.4 FISIOPATOLOGIA

La complejidad de la sepsis viene determinada por la interaccion que se produce entre el patogeno
y el huésped y por la pérdida del equilibrio entre los mecanismos inflamatorios y antinflamatorios
propios del sistema inmune que pueden llegar a causar multiples disfunciones organicas:
sindrome de distress respiratorio, fracaso cardiovascular, alteracion hepatica, disfuncion

miocardica, fracaso renal y alteraciones de la coagulacion (34).

e Respuesta inflamatoria sistémica:

La respuesta inicial del huésped a la entrada del agente infeccioso es la activacion de las células
propias de la inmunidad innata: macréfagos, monocitos neutrofilos y células natural killers (35).
Estas células reconocen estructuras moleculares producidas por los patogenos, PAMPs (patrones
moleculares asociados a patdgenos) que son expresados por los distintos microrganismos:
bacterias gram-negativas, gram-positivas, hongos, parasitos y virus. Algunos de los componentes
microbianos que actuan como PAMPs son: el lipopolisacarido de la membrana de las bacterias
gram-negativas, lipoproteinas y peptidoglicanos de bacterias gram-positivas, flagelinas, mananos
en el caso de los hongos, ARN y ADN de virus(36). Pero el sistema inmunitario innato también
reconoce DAMPs (patrones moleculares asociados a la lesion), que son moléculas enddgenas
liberadas por células dafiadas, también llamadas alarminas (37). Se han descrito multitud de
moléculas endogenas que funcionan como DAMPs (38) (39): Una de ellas es la proteina de alta
movilidad del grupo 1 (HMGB1), proteina nuclear no cromosomica que es liberada por las células
que mueren de forma no programada (37)(40); Las proteinas S-100 o calgranulinas, que son un
grupo de mas de 20 proteinas expresadas por fagocitos y secretadas en sitios de inflamacion (41);
Las proteinas de choque térmico o HSP (Heat Shock Proteins) (42); ADN circulante mitocondrial
(43,44); ARN extracelular (45—47); Proteinas nucleares tipo histonas (48—52).

Esta via de activacion del sistema inmunitario mediante DAMPs no solo se produce en la sepsis,
si no en multitud de enfermedades sistémicas, como la artritis (53), la arteriosclerosis, la diabetes
y las enfermedades neoplasicas, entre otras (54).

Tanto las PAMPs como las DAMPs se unen a receptores de reconocimiento de patrones (PRR)
presentes en la membrana de macrofagos, neutrofilos y células dendriticas. Existen varios tipos
de PRR: tipo toll o Toll-like receptors (TLR), tipo NOD (NLR), de lectinas tipo C (CLR), tipo
RIG-1(RLR); y también existen PRR intracelulares (55).

En esta fase inicial se inicia la amplificacion de la respuesta inflamatoria: activacion de sefiales
intracelulares que inician la transcripcion de genes inflamatorios y liberacion TNFa. Entre las
funciones mas importantes del TNFo destacan (56):Estimular la sintesis de IL-1 1L-6 e IL-8,
leucotrienos, tromboxano A2 y prostaglandinas; Estimular la produccion y activacion de

monocitos y polimorfonucleares; Activar el sistema del complemento y la cascada de la
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coagulacion; Estimular la sintesis hepatica de proteinas de fase aguda, el catabolismo proteico y
la gluconeogénesis.

Otro proceso implicado en la eliminacion del microrganismo se realiza mediante las NET
(neutrophil extracelular traps-trampas extracelulares de neutrofilos), que son estructuras de fibras
de cromatina con péptidos antimicrobianos e histonas expulsadas por los neutrofilos, en un
proceso llamado “Netosis” (57)(58). Las NET previenen la diseminacion de la infeccion,
atrapando microrganismos y facilitando su muerte mediante las proteinas antimicrobianas y los
fagocitos. Sin embargo, la produccion inadecuada de NET se ha relacionado con inflamacion y
formacion de trombos. Esto puede ocurrir cuando las NET estan sobreproducidas o cuando faltan
mecanismos para destruir las NET, como DNasas. Las NET tienen pues un doble rol en la
infeccion, en etapas iniciales funcionan como bactericidas, y en etapas mas tardias pueden causar
dafio inflamatorio en el pulmoén (59) o en el higado (57).

Tanto neutréfilos como macréfagos producen especies reactivas de nitrogeno y especies reactivas
de oxigeno (ROS), ademas de citoquinas, que amplifican la respuesta inmune. Las ROS son
altamente reactivas, oxidantes y toxicas, son utilizadas por los fagocitos para combatir
microorganismos, pero también causan dafio tisular y celular (60).

La produccion de oxido nitrico a partir de la L-arginina por la actividad de las NO sintetasas
también es importante para erradicar microorganismos, pero en exceso es causante de
vasodilatacion, hipotension arterial y shock distributivo. El 6xido nitrico y el O reaccionan
espontaneamente y forman el anion ONOO- peroxinitrito toxico, que provoca peroxidacion
lipidica, nitracion de residuos de tirosina, oxidacion, rotura de ADN y respuestas citotoxicas y
proinflamatorias (60).

Las interleukinas también colaboran en el dafio endotelial, que una vez lesionado puede activar
la coagulacion a través del factor tisular, generando fuga endotelial con extravasacion de

neutréfilos y mediadores inflamatorios al espacio extravascular (61).

e Mecanismos anti-inflamatorios e inmunosupresion:

El sistema inmune posee mecanismos humorales celulares y neurales que atentian parcialmente
los efectos perjudiciales de la respuesta proinflamatoria, es la llamada respuesta compensatoria
“CARS” (Compensatory Antinflamatory Response) (62). El linfocito T CD4, inicia la
diferenciacion de otros subtipos de linfocitos, que inhiben la transcripcion de genes inflamatorios,
produciéndose citoquinas como la IL-10 con funciones antiinflamatorias (regulacion negativa del
TNF, liberacion de factor de crecimiento transformante beta TGF-B, inhibicion de células pro-
inflamatorias) (56). Los niveles de linfocitos circulantes disminuyen, las células T, B, CD-4, CD-
8 y células dendriticas, las cuales disminuyen mediante mecanismos de apoptosis (63,64).

También se han descrito mecanismos neurales a través del nervio vago que inhiben la inflamacion
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a través de un llamado “reflejo neuroinflamatorio” que mediante la liberacion de acetilcolina, que
actia sobre macrofagos, inhibe la liberacion de citoquinas proinflamatorias (65). Esta respuesta
antinflamatoria se solapa con la respuesta proinflamatoria, y es inicialmente fisioldgica, pero
puede tener consecuencias deletéreas para el organismo si se prolonga en el tiempo. Podria dar
lugar a una situacion de inmunoparalisis por agotamiento del sistema inmune (28,66) hasta llegar
a comprometer la vida del paciente por la aparicion de infecciones secundarias (67) (68). Los
pacientes que fallecen en situacion de shock séptico y fracaso multiorganico presentan cambios
celulares y bioquimicos compatibles con inmunosupresion en comparacion con pacientes que
fallecen por otras etiologias (27). En concreto se han detectado niveles mas elevados de IL-10 y
del cociente 11-10/TNFa, en los pacientes criticos sépticos que fallecen con respecto a los
fallecidos por otras causas (69). También se ha objetivado predominancia de ciertos tipos de
linfocitos sobre otros (CDT H2 sobre CDT H1) en esta fase de inmunosupresion, con descenso
del nimero de monocitos y neutréfilos circulantes (27). Incluso la linfopenia persistente en el dia
4 tras el diagnostico de la sepsis ha demostrado capacidad predictora de mortalidad a corto y
largo plazo y podria ser biomarcador de la inmunodepresion asociada a la sepsis (70). A largo
plazo, los pacientes criticos que sobreviven a la sepsis, pueden presentar un sindrome persistente
de inflamacion-inmunosupresion y catabolismo aumentado, llamado PICS (persistent
inflammation-immunosupression and catabolism state) que podria ser la causa de la morbilidad
y mortalidad a largo plazo de estos pacientes. El PICS se caracteriza por :estancias en la UCI
superiores a 14 dias (pacientes llamados criticos cronicos), PCR > 50 mcg/dl, Proteina fijadora
de retinol < Img/dl, linfocitos totales < 0.80.10° , albumina <3 gr/dl, indice creatinina/altura

<80%, pérdida de peso >10% o indice de masa corporal <18% durante hospitalizacion (31).
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Figura 3. Modelo evolutivo de la sepsis en unidad de cuidados intensivos y post-UCI .

Extraido de Beltran et al (71): Se muestra un modelo que sintetiza la complejidad de la enfermedad
(26,71,72) y en el que concretan varias etapas: una inicial donde la hiperinflamacion puede causar la muerte
del paciente, y una tardia y prolongada con disfuncion persistente de uno o varios 6rganos, que puede
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abocar al paciente critico crénico (CCI) a presentar el sindrome PICS, causante de una alta morbi-
mortalidad a largo plazo.

e Alteracion de la coagulacion:

La respuesta inflamatoria dafia las células endoteliales, que liberan factor tisular, activando la
cascada de la coagulacion a través de la via extrinseca, produciéndose finalmente trombina y
activacion de plaquetas. Como consecuencia, se forman microtrombos que obstruyen los
pequetios vasos sanguineos generando hipoxia tisular y disfuncion de o6rganos. Los trastornos de
la coagulacion abarcan desde una simple trombocitopenia hasta una coagulacion intravascular
diseminada (73).

Ademas del estado procoagulante hay una reduccion de la fibrindlisis. Los factores
anticoagulantes naturales (proteina C, antitrombina) disminuyen. Los valores séricos de proteina
C en la sepsis disminuyen. La proteina C, ademas de tener efectos anticoagulantes, actua
inhibiendo TNF IL-1beta e IL-6 y limita la adhesion al endotelio de neutrofilos y monocitos, y
por tanto su descenso, motiva mayor actividad inflamatoria y mayor dafio endotelial. Ademas,
aumenta la liberacion de PAI-1 (inhibidor del activador de plasmindgeno) que reduce la actividad

fibrinolitica, perpetuando el estado de hipercoagulabilidad (74).

e Mecanismos epigenéticos:

Se definen como cambios en la actividad y expresion génica (en la progenie celular o en el
individuo) que no estan relacionados con cambios en la secuencia de ADN y son lo
suficientemente estables como para alterar el potencial transcripcional de una célula (71). En la
interaccion inicial entre patogeno y huésped los virus y las bacterias pueden inducir cambios
epigenéticos en el organismo, que pueden alterar el curso de la sepsis y la evolucion a largo plazo
del paciente (75) (46).

Los mecanismos epigenéticos descritos en la sepsis son, entre otros, modificaciones post-
traduccionales de histonas como metilacion y acetilacion , metilacion de DNA y alteracion de la
expresion de miRNA (76) (77). Estos mecanismos, que también pueden ser heredados, darian
lugar a pérdida del control de la respuesta inmune, con excesiva actividad proinflamatoria (78).
Las histonas son proteinas que condensan y empaquetan el ADN. Sus modificaciones afectan a
diversos procesos (transcripcion, empaquetado del cromosoma, dafo del ADN) (45)(79).
Miltiples cambios moleculares de diferentes histonas han sido relacionados con los procesos
sépticos. Estos cambios, o modificaciones postranslacionales de histonas, pueden inducir
procesos de apoptosis y netosis (80,81). En concreto, en modelos in vitro de endotoxemia se han

objetivado niveles elevados de H3 citrulinada (51), y también se ha relacionado la H3 citrulinada
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con la unién a microvesiculas, la activacion de plaquetas y el estado procoagulante de la sepsis
(51,82-84). La fosforilacion de H2A.X en el residuo 139 de serina, (gamma-H2A.X) se ha
relacionado con el dafio de las células del sistema inmune en la sepsis, y por lo tanto se postula
como posible marcador de inmunosupresion (85)(71). La trimetilacion en la lisina 4 de la histona
H3 y la acetilacion en el 27 residuo de lisina de H3 se han asociado en modelos in vitro, con un
aumento de la expresion de IL-10, potente citoquina antiinflamatoria que mitiga la actividad
proinflamatoria, y seria responsable de la inmunosupresion asociada a la sepsis (71). No solo son
los cambios moleculares en las histonas los que estan relacionados con la alteracion de la
respuesta pro-inflamatoria, antinflamatoria y la actividad procoagulante en la sepsis. También se
ha evidenciado que las histonas circulantes en sangre y los nucleosomas participan en el dafio
endotelial aumentando la permeabilidad vascular (83) y participando en el estado procoagulante
de la sepsis (86). Los pacientes sépticos tienen niveles mas altos de histonas circulantes que los
no sépticos (87) y niveles mas elevados de histonas circulantes se correlacionan con mayor
gravedad: los pacientes con SOFA scores elevados tienen concentraciones elevadas (> 75 pg/ml)
(50). Las concentraciones de histonas circulantes son mas altas en los pacientes que fallecen que
en los que sobreviven (49,50). Las histonas circulantes se han relacionado con distintos fallos
organicos: daflo miocardico asociado a la sepsis (50), dafio pulmonar asociado al trauma (48).

Estos mecanismos epigenéticos podrian servir en un futuro como biomarcadores, identificando
procesos complejos hasta ahora no visibles por el clinico como los estados de inmunosupresion

asociados a la sepsis (71).

e Disfuncion de 6rganos:

La respuesta inflamatoria inicial, a través de la activacion de las células del sistema inmune
provoca liberacion de mediadores inflamatorios (56) que activan una cascada de dafio celular a
través de multiples mecanismos que no es controlada por los mecanismos antinflamatorios que
se generan de manera simultanea (62). Este desbalance, provoca dafio endotelial (61), activacion
del sistema del complemento, activacion plaquetaria y formacion de microtrombos que puede
desembocar en una coagulacion intravascular diseminada (73). A estos mecanismos se afade el
dafio celular provocado por los procesos de netosis no controlados, en pulmon o higado (57), y el
dafio tisular y celular provocado por especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno (60).

La disfuncion organica es la consecuencia de la falta de regulacion de todos los mecanismos
descritos, siendo los sistemas organicos mas afectados el pulmoén, corazon, higado, intestino,
sistema nervioso central y rifion.

En el sistema cardiovascular, las alteraciones se caracterizan por una pérdida del tono vascular,
con disminucion de las resistencias vasculares sistémicas, con hipovolemia relativa y una

depresion miocardica con disminucion de la funcion sistdlica de ventriculo derecho e izquierdo
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(88). La disfuncion neuroldgica se presenta como alteracion del nivel de conciencia o confusion
y desorientacion (89), ademas de otros cuadros encefalopaticos (90). El fallo del sistema de
coagulacion cursa con trombopenia, aparicion de petequias en algunos casos graves, incluso con
coagulacion intravascular diseminada (91,92). A nivel hepatico la sepsis puede cursar con niveles
altos de bilirrubina y aumento de enzimas hepaticos, en ausencia de alteracion estructural (93).
En el sistema respiratorio el dafio mas caracteristico provocado por la sepsis es el sindrome de
distress respiratorio agudo, con hipoxemia en grados variables descrita por la relacion PaO,/FiO»
y aparicion de opacidades bilaterales en la radiografia de torax consecuencia del dafio endotelial
de la membrana alveolocapilar con extravasacion de liquido a los alveolos a lo que se afiade areas
de colapso pulmonar y consecuentemente alteracion del balance ventilacion/ perfusion (59).

La disfuncion renal asociada a la sepsis se trata por separado en el punto 1.1.6.

1.1.5 DIAGNOSTICO

La sepsis es un sindrome clinico para el que no existe test diagndstico gold standard (1).

Para establecer el diagnostico, tras la tercera conferencia de consenso se requiere un aumento del
score SOFA de al menos 2 puntos con respecto a su valor basal (1). La validez predictiva para
mortalidad hospitalaria de las escalas propuestas en las ultimas definiciones (SOFA y gSOFA) ha
sido estudiada en numerosas publicaciones. Seymour et al objetivan un area bajo la curva ROC
(AUROC) de 0,64 95% IC (0.62-0.66) para SIRS, 0,66 95% IC (0.64-0.68) para qSOFA y 0.74
95% (0,73-0,76) para SOFA, con diferencias entre ellas con p valor < 0,001 a favor de la escala
SOFA. Sin embargo, en la poblacion de pacientes no criticos el AUROC del score qSOFA es de
0,81 95% IC (0.80-0.82), para SOFA de 0,79 95% IC (0.78-0.80) y para SIRS de 0,76 95% IC
(0.75-0.77) con diferencias significativas (p< 0,001) entre SOFA vs SIRS y SOFA. Siendo mas
aceptado a nivel clinico utilizar la escala SOF A para pacientes criticos, y para el resto de pacientes
el gSOFA (6).Posteriormente, estas escalas han sido estudiadas en diferentes poblaciones, sobre
180000 pacientes en 182 unidades de cuidados intensivos en nueva Zelanda y Australia por Raith
et al (94) y a nivel europeo por Freund et al en un estudio prospectivo de 879 pacientes (95),
ambas con resultados equiparables al estudio de Seymour et al. La evaluacion clinica del paciente
en la sepsis se debe realizar de manera precoz. Sin embargo, la implementacion efectiva de las
recomendaciones con respecto al diagnostico, explicitadas en las guias internacionales de la
Surviving sepsis Campaign del 2016 es deficiente y los hospitales deben mejorar sus protocolos
de deteccion de la sepsis, ya que tanto la sepsis como el shock séptico se consideran emergencias
médicas donde la reanimacion inicial precoz es decisiva (23). La primera hora desde la entrada
del paciente en el servicio de urgencias se considera crucial, tanto es asi que se propone un paquete

de cuidados en la 1* hora de tratamiento (Hour-1 Surviving Sepsis Campaing Bundle of Care) que
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debe incluir todo lo siguiente (96): Medir nivel de lactato, repetir si inicial >2 mmol/l; extraer
hemocultivos antes de la administracion de antibidticos; administrar antibidticos de amplio
espectro; iniciar la administracion rapida de 30 ml/kg de cristaloides si existe hipotension o lactato
> 4mmol/l; iniciar vasopresores si persiste la hipotension arterial (TAM > 65 mmHg) después de
la reanimacion con fluidos. Por tanto, es muy importante para el clinico disponer de herramientas
diagnosticas fiables y rapidas para realizar un diagndstico precoz. Sin embargo, todos los
biomarcadores, incluidas las escalas de gravedad como el SOFA, precisan de técnicas analiticas
(bilirrubina, plaquetas) que condicionan ineludiblemente un retraso en el tratamiento (97).

Para el diagnostico inicial de la sepsis, la ayuda de los biomarcadores para guiar la terapia con
antibidticos y predecir la gravedad del paciente, es fundamental. Un biomarcador es un dato, una
herramienta, que puede evaluar objetivamente la evolucion de un proceso bioldgico normal o
patogénico, una respuesta a un tratamiento farmacoldgico o a una intervencion terapéutica (98).
Los biomarcadores se pueden dividir en 4 grupos en funcion de su utilidad: diagnosticos, de
monitorizacion, de susceptibilidad y para estratificacion (99) (100). Ademas, el biomarcador debe
ser facil de obtener, de rapida medicion, generalizable y de facil interpretacion (101). Numerosos
biomarcadores han sido estudiados en la sepsis, algunos de los utilizados en nuestro estudio se

detallan a continuacion.

e PCT:

La procalcitonina, es una proteina de 116 aminoacidos con peso molecular de 13KDa con una
vida media de 22 a 35h en suero; es una hormona producida de manera enddgena en individuos
sanos por las células C tiroideas, precursora de la calcitonina, que se encarga de la homeostasis
del calcio y fosfato. En individuos sanos los niveles circulantes de PCT son indetectables (102).

Sin embargo, los niveles de PCT en suero estan significativamente aumentados 24-36h tras la
exposicion a bacterias, lipopolisacaridos y a citoquinas proinflamatorias (103). Los valores entre
0,1 y 0,5 ng/ml sugieren la presencia de infeccion bacteriana, sin claro consenso respecto al
umbral requerido (104). Valores de PCT muy elevados se han descrito en infecciones bacterianas
producidas por Escherichia coli incluyendo las cepas productoras de Betalactamasa de espectro
extendido (BLEE), Klebsiella pneumoniae y Staphylococcus spp, y las bacterias resistentes a
antibioticos parecen aumentar mas los niveles de PCT (105). La PCT en la sepsis aumenta
rapidamente entre 3 a 6h, con pico entre las 6 y las 13h, y tiene una vida media en sangre de 22 a
36h (106)(107)(102). EI mecanismo no neuroendocrino de produccion de PCT esta mediado por
2 vias diferentes: una via directa en respuesta a toxinas bacterianas como el lipopolisacarido; otra
via indirecta inducida por citoquinas inflamatorias como IL-1B, IL-6 y TNFa (107). Esta via
indirecta, explica el aumento de PCT en enfermedades no infecciosas como el golpe de calor

(108) , los grandes quemados (109), las neumonitis quimicas (110), los politraumatismos (111),

28



PROTEINAS NUCLEARES Y OTROS MEDIADORES DE INFLAMACION EN PACIENTES
EN SHOCK SEPTICO SOMETIDOS A TERAPIAS CONTINUAS DE REMPLAZO RENAL

la cirugia mayor (112) y la cirugia cardiaca (113). A pesar de aumentar en enfermedades no
infecciosas, la PCT diferencia mejor entre procesos infecciosos y no infecciosos que otros
biomarcadores como la proteina C reactiva y la IL-6 (114). En el metanalisis de Wacker de 2013,
donde se analiza la eficacia de la PCT para el diagnostico de sepsis en pacientes criticos, se
describe una sensibilidad media de la PCT de 0,77 (IC 95% 0.72—0.81) una especificidad media
de 0,79 (IC 95% 0.74—0.84), con un area bajo la curva ROC de 0,85 (IC 95% 0.81-0.88), con
mucha variabilidad de los estudios analizados. Se considera por tanto que la PCT es un
biomarcador Util para el diagnostico precoz de sepsis en pacientes criticos, pero que debe
interpretarse junto con el contexto clinico y los datos microbiologicos (115). Teniendo en cuenta
los distintos focos de sepsis, la PCT ha sido sobre todo estudiada en infecciones respiratorias,
siendo buen predictor de morbi-mortalidad en estos procesos (116) (117); ha demostrado tener
buena capacidad diagnostica para bacteriemias (118) con mejor poder de discriminacion que PCR
y leucocitosis para diferenciar entre contaminacion y bacteriemia real por Staphylococcos
coagulasa negativos (119); se correlaciona con la gravedad de las infecciones de foco urinario y
supera a la PCR en especificidad (120); tiene buena capacidad diagnostica para endocarditis
infecciosa (121); es buen marcador para excluir perforacion e isquemia en obstrucciones
intestinales (122); es mas especifica para las infecciones bacterianas que para las viricas (123); se
correlaciona con la carga bacteriana (119). Aunque en estudios aislados ha demostrado ser
marcador pronostico del paciente séptico (124,125), en la revision y metanalisis de Arora et al en
2015 queda en evidencia su escasa capacidad predictiva al no diferenciar entre supervivientes y
fallecidos por shock séptico (126). Los metanalisis publicados hasta la fecha afirman que la PCT
puede servir para diferenciar procesos infecciosos de los no infecciosos, en especial las
infecciones respiratorias (127) y sobre todo para realizar retirada de antibioticos (128)(129), lo
que resulta en menor mortalidad, menor consumo de antibidticos y menos efectos adversos
relacionados con ellos. Ademas, que la PCT no se reduzca mas del 80% al 4° dia ha demostrado
ser predictor independiente de mortalidad a los 28 dias (130). La utilidad de la PCT como guia
en el tratamiento antibidtico en la sepsis ha sido examinada en varios estudios prospectivos
multicéntricos, destacando PRORATA Trial (131) en 2010 y SAPS trial en 2016 (132). El ensayo
PRORATA Trial (131) en 2010 es un estudio multicéntrico prospectivo de grupos aleatorios sobre
630 pacientes criticos con sospecha de infeccion bacteriana, se comparo el uso de la PCT en la
discontinuacion del tratamiento antibidtico frente a la practica clinica siguiendo las guias
vigentes. En el algoritmo propuesto, se recomienda iniciar antibidticos con PCT > 0.5 ug/l, y
discontinuarlos si el descenso de PCT es mayor del 80% o si la PCT < 0,25 ugr/l. Los resultados
mostraron que en el grupo en el que la antibioterapia fue dirigida por los niveles de PCT la
mortalidad a los 28 y a los 60 dias no diferia del grupo control y sin embargo, los dias sin
antibiotico a los 28 dias si aumentaron en el grupo de PCT vs grupo control: 14,3dias (SD 9,1) vs

11,6 dias (SD 8,2) (p <0,0001). El ensayo SAPS trial en 2016 (132) es multicéntrico prospectivo
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en 1575 pacientes con grupos similares a los utilizados en el estudio Prorata en el que se evalua
la eficacia y seguridad de la PCT para disminuir el tratamiento antibidtico en pacientes criticos,
siguiendo el mismo algoritmo de actuacion que el estudio previo. Los resultados mostraron un
descenso estadisticamente significativo en el consumo de antibidticos, en la duracion media de
tratamiento antibidtico y en la mortalidad a los 28 dias y al afio en el grupo de PCT. En 2018, el
metanalisis de Schuetz et al (133) que incluyd 26 estudios controlados, afirma que el uso de PCT
para guiar el tratamiento antibiotico en pacientes con infecciones respiratorias agudas reduce la
exposicion a antibioticos y los efectos secundarios asociados, mejorando la supervivencia. Postula
que la PCT puede ser un biomarcador representativo de la respuesta del huésped a las infecciones
bacterianas y util como complemento de los parametros clinicos y diagnosticos tradicionales.
Sin embargo en la revision sistematica de la Cochrane del 2019, donde se analiza la efectividad
y seguridad de la PCT en la reduccion de mortalidad en adultos con sepsis y shock séptico (134)
los resultados no son tan satisfactorios. En ¢él se analizan 10 estudios clinicos con 1215
participantes. Concluyen que no existen diferencias significativas en mortalidad a los 28 dias, al
alta de UCI ni al alta hospitalaria, aunque si que hallan reduccion del tiempo de tratamiento
antibiotico en los grupos de tratamiento guiado por PCT. Y aunque la evidencia no apoya el efecto
de la PCT sobre las variables comentadas, consideran que los tamafios muestrales han sido
insuficientes para los resultados analizados y que hasta la fecha no hay biomarcador mejor en la
sepsis, en cuanto a diagnostico y prondstico (134). Por ultimo, las recomendaciones de la
Campaiia Sobrevivir a la sepsis del 2017 (23) estan basadas en el valor predictivo negativo del
biomarcador, y proponen (recomendacion débil y con evidencia de baja calidad) utilizar la PCT
para acortar la duracion del tratamiento antibidtico y para retirar la antibioterapia empirica en los
casos de sospecha inicial de sepsis con evidencia clinica baja de infeccion.

Por otra parte, a la hora de considerar el valor de la PCT en suero de un paciente critico es
importante considerar su funcion renal. Con funcion renal normal, 1/3 de la PCT se elimina via
renal, pero en disfuncion renal severa, donde este porcentaje de eliminacion se pierde, la vida
media de la PCT aumenta considerablemente, hasta 45h. (135) Por otra parte, si el paciente es
sometido a técnicas continuas de reemplazo renal, como el peso molecular medio de la PCT es
de 13 KDa, esta es facilmente dializable por mecanismo convectivo con las membranas usadas
habitualmente (136,137) (138)(139). Los pacientes con insuficiencia renal cronica pueden tener
la PCT elevada de manera basal en respuesta a la inflamacion provocada por metabolitos
derivados de la uremia; en pacientes con IRC sin dialisis el umbral propuesto para la PCT es de
0,25ng/ml y en pacientes en dialisis aumentan a 0,5ng/ml en la mayoria de los estudios revisados
(140). A pesar de este ligero aumento del umbral, sigue siendo un marcador util para el

diagnostico de infeccion en IRC y con buena correlacion con la gravedad de la sepsis (141).
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e PCR:

La proteina C reactiva es una proteina de fase aguda, de gran peso molecular,120 KDa, que se
produce en el higado en respuesta al estimulo de citoquinas inflamatorias como la IL-6 (142).
Esta produccion no solo es en respuesta a una agresion infecciosa, si no en otro tipo de agresiones
como en quemados, traumatismos (111), enfermedades cardiovasculares (143), cirugias, entre
otras (144). En la sepsis su secrecion se inicia a las 4-6h de la agresion, con un pico maximo de
concentracion en sangre a las 36h, considerandose valores patologicos por encima de 8,7 mg/dl
(145). Su especificidad para la sepsis ha sido muy cuestionada por las multiples causas que
provocan su elevacion en sangre, obteniendo peores datos de sensibilidad y especificidad y peor
curva ROC que la PCT (123) (125) (119). Atn asi es ampliamente usada en la practica clinica
debido a su gran disponibilidad. Mas que una determinacion aislada, son las determinaciones
seriadas las que han demostrado tener mas validez para el diagndstico de infeccion (146). De tal
manera que un aumento del 25% de su valor, en ausencia de otras causas no infecciosas, es
altamente indicativo de infeccion (147). De hecho, sus variaciones en las primeras 48h pueden
ayudar a evaluar la respuesta al tratamiento antibidtico (148), y las concentraciones
persistentemente altas de PCR estan asociadas con fallo organico y muerte, de igual manera que
concentraciones altas al ingreso (149). En los pacientes no sépticos con insuficiencia renal en
hemodialisis , la dialisis no parece tener efecto sobre sus concentraciones(137). Sin embargo, la
forma en la que esta presente la PCR en sangre es un mondémero de 18-22 KDa, y no la forma
pentamérica descrita como PCR nativa (150), por lo que la filtracion de la PCR con las
membranas habitualmente usadas en la practica clinica que tienen un cut-off de 35 KDa, es
posible (151), a lo que se afiade la contribucion del mecanismo adsortivo de las membranas en
la reduccién de la PCR (152). Son fundamentos de terapias de reemplazo renal que se desarrollan
al completo en el siguiente apartado.

En conclusion, el poder de la PCR como biomarcador es limitado, la PCT ha demostrado
superioridad con respecto a la PCR en numerosas situaciones: mejor diagndstico de
complicaciones infecciosas en quemados (109); mejor diagnostico de peritonitis bacteriana
espontanea en cirroticos (153); mejor diagndstico de neumonia adquirida en comunidad (125);
mejor predictor de mortalidad hospitalaria con mediciones seriadas de PCT en pacientes sépticos
que con las de PCR (154) y mejor predictor de mortalidad del paciente critico a los 90 dias (117),

entre otros.
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e Interleukina 6:

Es una glucoproteina con peso molecular entre 21 y 26KDa, secretada por los macrofagos, células
T, células endoteliales y fibroblastos, sintetizada en etapas iniciales de la inflamacion, inducida
por IL-1 y el TNFa. Sus funciones son multiples: actiia a nivel de los hepatocitos induciendo la
sintesis de proteinas de fase aguda como PCR, amiloide A sérico, fibrindgeno, haptoglobina entre
otras; induce la produccion de inmunoglobulinas M, G y A de las células B; estd también
relacionada con la hematopoyesis, induciendo proliferacion de progenitores hematopoyéticos
(155). En individuos sanos los niveles de I1L-6 oscilan entre 0,2 y 7,8 pg/ml, en la sepsis pueden
llegar a sobrepasar los 1600 pg/ml, con pico de concentracion precoz a las pocas horas (156). Los
umbrales propuestos para el diagnostico de sepsis son entre 100 y 200 pg/ml (157)(158), con gran
variabilidad entre los estudios revisados. Se han detectado elevaciones modestas de IL-6 con el
ejercicio fisico (159), con la edad avanzada (160) y en la hiperglucemia (156). Elevaciones mas
importantes se han objetivado en el shock hemorragico y en los politraumatismos (161), siendo
mas altas las concentraciones de IL-6 en sangre en los sujetos con traumatismos graves (162). La
hiperinflamacion producida por las pancreatitis agudas también eleva los niveles de IL-6 hasta
los 30000 pg/ml (163). Y niveles similares de IL-6 a los descritos en el shock séptico pueden
hallarse en el shock cardiogénico con disfuncion multiorganica (164).

La validez de la IL-6 para el diagnostico temprano de la sepsis ha sido estudiada en numerosas
publicaciones, algunas de las mas relevantes para el objeto de nuestro estudio se detallan a
continuacion. En pacientes sometidos a ventilacion mecanica Ramirez et al investigaron los
niveles en sangre de IL-6 para predecir el riesgo de neumonia asociada a ventilacion mecanica,
detectando valores mas altos de IL-6 en pacientes con neumonia confirmada, con sensibilidad de
71% vy especificidad de 78%, afirmando que la IL-6 es un indicador temprano y preciso para
detectar pacientes con mayor riesgo de neumonia asociada a ventilacion mecanica (165). También
se ha evaluado a nivel pulmonar; Tsantes et al valoraron en el SDRA la capacidad de la IL-6
frente a la PCT para detectar una infeccion concurrente y para predecir mortalidad, concluyendo
que aunque los niveles de IL-6 eran superiores en los pacientes infectados, la AUC ROC de la
PCT era mas discriminante que la de la IL-6 y ninguno de los dos biomarcadores era superior
para predecir la supervivencia de estos pacientes (166).

Por otra parte, un reciente estudio prospectivo de 652 pacientes reciente (167) determina valores
AUC ROC de 0,803 - 0,770 - 0,737 para respectivamente 1L-6, PCT y Dimero D, obteniendo
mejor capacidad predictiva agrupando los 3 marcadores que con cada uno por separado,
evidenciando la ventaja posible de la combinacion de biomarcadores para aumentar la capacidad
de diagndstico de la sepsis. En las bacteriemias la PCT ha mostrado mayor capacidad diagnostica
que la IL-6 (168). Sin embargo, la IL-6 ha demostrado ser buen marcador precoz de mortalidad

en los pacientes criticos, en concreto la persistencia de niveles altos al 3er dia de ingreso en UCI
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(169). De nuevo Jekarl et al (157) en un estudio prospectivo que compara PCT, IL-6 y PCR,
encuentran mejor rendimiento diagnostico para la PCT con respecto a los otros, pero en cuanto a
marcador prondstico, objetivan un descenso de IL-6 de mas del 86% en el grupo de los
supervivientes, evidenciando mejor perfil predictor que la PCT en pacientes sépticos y
considerando validado que la IL-6 tiene utilidad para monitorizar la efectividad del tratamiento.

No obstante, esta gran variabilidad entre los estudios que investigan la utilidad de la IL-6 en la
sepsis, con puntos de corte diferentes y heterogeneidad en cuanto a los criterios diagnosticos
utilizados ha sido reflejada en el metanalisis de /wase y colaboradores de 2018 (170). En él se
atribuye un valor diagnostico moderado a la IL-6, con sensibilidad de 0,73 y especificidad de 0,76
y curva ROC de 0,81, pero atin mantiene una potencial utilidad clinica para diferenciar infeccion
en el paciente critico de no infeccion, y una mas evidente correlacion entre niveles altos de IL-6
y gravedad y pronostico de los pacientes criticos.

En definitiva, teniendo en cuenta sus cinéticas con la rapida elevacion en sangre sobre todo de
IL-6 y posteriormente PCT, junto con otro marcador STREM-1 (soluble triggering receptor
expressed on myeloid cells-1 ) se ha propuesto como buena estrategia la combinacion de ellos

para diagnosticar la sepsis precozmente (171).

Concentracién en plasma

Figura 4. Cinética de las concentraciones en sangre de PCT, PCR e IL-6 entre otros biomarcadores
de inflamacion e infeccion en las primeras 96h de la sepsis.

Extraido de Jiménez et al 2014 (172). A modo de resumen de la cinética de PCT, IL-6 y PCR, en la figura
4, se expresa la evolucion de estos tres biomarcadores, entre otros, a lo largo de las primeras 96h horas de
un modelo de sepsis. La zona que destaca en rojo es la ventana temporal donde existe un aumento de sefial
de biomarcadores.
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e Nucleosomas:

Los pacientes sépticos presentan niveles altos en sangre de histonas, proteinas nucleares
resultantes del dafo tisular inicial, que participan en la compleja fisiopatologia de la sepsis, como
hemos descrito en el apartado 1.1.4.

Las histonas participan en la patogénesis de la sepsis a distintos niveles: dafnan el endotelio (83),
activan de la cascada de la coagulacion(82) (84), participan en el estado pro-inflamatorio (83),
colaboran en la inmunodepresion asociada a la sepsis (71), se han relacionado especificamente
con dafos organicos en el corazon (50) y en los pulmones (48).

Los nucleosomas son estructuras que constituyen la unidad fundamental de la cromatina,
consisten en un octamero de histonas alrededor del cual se enrollan 147 pares de bases del ADN

(173).

Cromosoma

Fibra de Crol Nucleosoma

Histonas

"Perlas en una cuerda"
~—— ADN desplegado en los

) nucleosomas

- § Doble hélice

Figura 5. Organizacion de la cromatina.

Extraido de www.genome.gov (174).Representacion simplificada de la organizacion de la cromatina, desde
la estructura de doble hélice, hasta el cromosoma.

Las histonas y nucleosomas se detectan en sangre en etapas iniciales de la sepsis, durante la
netosis (fibras de cromatina, péptidos antimicrobianos, histonas y nucleosomas y otros
componentes nucleares), proceso que intenta combatir la presencia de microrganismos, pero que
también puede desregularse llegando a ser proinflamatorio y procoagulante (57). Pero también se
liberan histonas en sangre tras el dafio endotelial (175). Las histonas, que funcionan como DAMPs

a través del reconocimiento molecular de patrones, activan la respuesta inflamatoria.
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Las histonas circulantes se han estudiado como biomarcadores en la sepsis, iniciando un nuevo
camino en el diagndstico y pronostico de los pacientes a distintos niveles:

Biomarcador de disfuncion cardiaca asociada a la sepsis: En el estudio de Alhamdi et al (50) , se
determinaron los niveles de histonas circulantes en sangre en 65 pacientes sépticos y se analizo
su relacion con la aparicion de disfuncion cardiaca asociada a la sepsis, evidenciando correlacion
con los niveles de troponina T, con las dosis de noradrenalina con el score SOFA y con la
mortalidad de los pacientes.

Biomarcador de diagnostico precoz y prondstico de shock séptico bacteriémico: En el estudio de
Garcia-Giménez et al (49) se analizaron muestras de 17 pacientes sépticos vs 10 controles sanos,
determinando niveles de histonas H3 y H2B con AUC ROC de 0,982 y 0,859 respectivamente,
objetivando correlacion entre niveles altos de histonas en las primeras 24h y mortalidad.
Biomarcador de diagnostico de shock séptico y predictor de mortalidad: en el estudio de Ekaney
et al (176) se constituyeron 2 cohortes de 15 y 17 pacientes sépticos criticos y se compararon con
pacientes criticos sin sepsis con insuficiencia organica o con trauma menor. Los niveles de histona
H4 fueron significativamente mas altos en los pacientes sépticos, tuvieron correlacion inversa con
la cifra de plaquetas y con los niveles de proteina C activada. Los niveles altos de H4 se asociaron
con necesidad de terapias de reemplazo renal y con mayor mortalidad a los 90 dias.

Los nucleosomas circulantes en pacientes sépticos también han sido abordados por diferentes
grupos de trabajo:

Chen et al (177) realizaron un estudio prospectivo en 165 pacientes criticos en los que
determinaron nucleosomas circulantes, entre otros biomarcadores (PCR,IL-6,IL-10) en varios
tiempos del ingreso, objetivando un AUC ROC de 0,67 para el diagndstico de sepsis, encontrando
ademas una correlacion positiva entre los niveles altos de nucleosomas y la respuesta inflamatoria,
la disfuncion organica y la inmunoparalisis (medida a través de la IL-10).

Zeerlader et al (178) analizaron nucleosomas circulantes en 14 pacientes con fiebre, 15 con SIRS,
32 con sepsis y 8 con shock séptico, detectando niveles significativamente mas altos cuanto mas
grave es la sepsis y ain mas altos en los no supervivientes .En un nuevo estudio del grupo de
Zeerlader et al (179) prospectivo aleatorizado controlado, se administrd proteina C o placebo a
38 nifios con sepsis menigococica, midiendo niveles de nucleosomas circulantes. Encontraron
correlacion positiva entre los niveles de nucleosomas, la disfuncidn organica, la concentracion de
citoquinas, la coagulopatia, y la mortalidad de los pacientes, sin demostrar disminucion de
nucleosomas tras la administracion de proteina C.

Tanto histonas, como nucleosomas y ADN libre plasmatico (43) han sido relacionados con la
presencia de sepsis y con su pronéstico, y podrian incluirse en un futuro proéximo dentro de
paneles de biomarcadores, o test combinados para diagnosticar la sepsis y/o predecir su mala

evolucion (180).
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e HMGBI: Proteina de alta movilidad del grupo 1

Es una proteina nuclear no histona que participa en el plegamiento del ADN y puede liberarse de
manera pasiva al medio extracelular por la necrosis celular o activamente por monocitos y
macréfagos. (40) Varios tipos celulares pueden secretar HMGB1: neuronas, enterocitos, células
del musculo liso y células endoteliales (181)(182). Es considerada como una “alarmina” o
DAMP, entre sus acciones extracelulares se han descrito: la induccion de la respuesta inflamatoria
(37), actividad proangiogénica (183) ademas se le atribuye capacidad para reclutar células madre
(184), para promover su proliferacion y por lo tanto contribuir en la regeneracion tisular (185).
De manera experimental, mediante infusion de endotoxina se detecta por primera en la circulacion
ocho horas después de la aparicion de la enfermedad con pico a las 16-32h (186). Por su relacion
con la respuesta inflamatoria y por lo tanto como mediador en la sepsis, esta proteina ha sido
objeto de estudio por diferentes grupos: Gibot et al (187) realizan estudio prospectivo extrayendo
muestras en distintos tiempos en 42 pacientes con shock séptico, encontrando que niveles >
4ng/ml de HMGBI1 en el dia 3 discriminan entre supervivientes y no supervivientes, evidenciando
correlacion de niveles altos con gravedad de los pacientes ( medido por SOFA score lactato y
PCT). Sundén-Cullberg et al (188) realizan otro estudio prospectivo en 59 pacientes en shock
séptico, midiendo concentraciones de HMGB1, encontrando que los niveles de HMGB1 en los
fallecidos fueron significativamente mas bajos que en los supervivientes.

Esta controversia, con resultados opuestos, podria explicarse por una dualidad de acciones de
estas proteinas, con una etapa inicial en la que la respuesta inflamatoria y la produccion de
citoquinas puede llevar a una muerte inicial, pero sin embargo en una fase tardia, estas proteinas,
y su papel descrito en la regeneracion de ciertos tejidos, podria tener una funcion de recuperacion

celular y tisular.

1.1.6 FRACASO RENAL AGUDO SEPTICO

¢ Epidemiologia:

La sepsis es la causa mas frecuente de fracaso renal agudo (FRA) en el paciente critico (189).En
el estudio epidemioldgico internacional prospectivo transversal realizado por Hoste et al (189)
entre los afios 2009 y 2010 en las unidades de cuidados intensivos de Canada, se analizo el FRA
segun criterios KDIGO (190) : 57% de los pacientes criticos lo presentaron , y la sepsis fue la
etiologia en el 40,7 % de los casos. En términos generales, la mitad de los pacientes sépticos
tienen fracaso renal agudo (191) y cuanto mas grave es la sepsis mas riesgo existe de fracaso renal

(192). El estudio SOAP (Sepsis Occuring in Acutely ill Patients) (14) en 2006, analiz6 una cohorte
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de pacientes ingresados en 198 unidades de cuidados intensivos: de 3147 pacientes 37% tuvieron
sepsis y 51% de ellos tuvieron fracaso renal agudo, que se asocié con una mortalidad en UCI del
41%. En Espatia, el estudio realizado en 2006 por Herrera et al (193), multicéntrico prospectivo
durante 8 meses en 43 unidades de cuidados intensivos, analizé la aparicion de fracaso renal
agudo (definido por Cr > 2mg/dl, volumen urinario < 400 ml/dia, excluido el fracaso renal
cronico). Reportaron una incidencia de FRA del 5,7%: 38% de ellos precisaron terapias de
remplazo renal (TRR). La mortalidad global del FRA fue de 42,3%, 40 % para los pacientes
sépticos. El 85,6% de los pacientes con FRA recuperaron la funcion renal al alta de UCI y tan
solo 1,1 % mantenia necesidad de dilisis al alta de UCI.

En el estudio prospectivo observacional internacional BEST Kidney (Beginning and Ending
Supportive Therapy for the Kidney ) realizado entre el afio 2000 y 2001 por Bagshaw et al (194)
se analizaron 1753 pacientes de 54 hospitales en 23 paises: el FRA séptico se asocia a mayor
gravedad en comparacion con el no séptico, supuso estancias hospitalarias mas prolongadas y
mayor mortalidad hospitalaria. No se encontraron diferencias en la necesidad de terapia de
remplazo renal (TRR) entre el FRA séptico y el no séptico, y en total el 71% de los pacientes
requiri6 terapias continuas de remplazo renal (TCRR).

La necesidad de TRR en el FRA séptico varia en funcion de la heterogeneidad de la poblacion
incluida en lo estudios de las distintas unidades de criticos: el 30% de los pacientes sépticos
incluidos en el estudio VANISH Trial (Vasopressin vs Norepinephrine as initial therapy in septic
shock) en 2016 requirio TRR (195); 38% de los pacientes con FRA del estudio de Herrera et al
requirid6 TRR (193); 72 % de los pacientes con FRA del estudio observacional prospectivo
internacional en 2005 de Uchino et al (196) tuvieron necesidad de TRR. La incidencia global de
FRA fue de 5,7 %, siendo la mayoria pacientes postquirtirgicos de cirugia cardiaca, y la etiologia
del FRA 1a sepsis en su mayoria (47,5%), con una mortalidad hospitalaria de 60,3 %.

En el estudio de Wald et al (191) en 2015 se analizaron de forma retrospectiva los datos de los
pacientes ingresados en UCI con FRA, sometidos a TCRR vs técnicas intermitentes. Desde 1996
a 2010 observaron un aumento de hasta 4 veces en la incidencia de fracaso renal agudo que
requiere TRR (continuas o intermitentes), destacando también en sus resultados menor riesgo de
dialisis cronica en el grupo de técnicas continuas vs intermitentes, sin diferencias en términos de
mortalidad a los 90 dias.

Los factores de riesgo independientes para mortalidad en el FRA son: el uso de vasopresores, la
ventilacion mecanica, el shock séptico, el shock cardiogénico y el sindrome hepatorenal. (196)
Los resultados de los pacientes sépticos que requieren TRR han mejorado en los ultimos afios
(191) con una explicacion incierta: mejor conocimiento diagndstico y tratamiento de la sepsis y/o
la disfuncidn renal, mejor desarrollo de la tecnologia referente a TCRR, una estrategia de inicio

mas liberal, entre otros (197).
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e Definicion:

La definicion actual del fracaso renal se basa en los criterios KDIGO (Kidney Disease Improving
Global Outcomes) del 2012 (190): aumento de la Creatinina sérica > 0,3mg/dl en 48h, o el
aumento > 1,5 veces del valor basal o un volumen urinario < 0,5ml/kg/h durante 6h.

Los estadios del fracaso renal agudo vigentes en la actualidad segiin las guias KDIGO, se definen

por el aumento de la creatinina sérica y el descenso del volumen urinario (Tabla 4).

Estadios Creatinina sérica Débito urinario
1 Aumento de 1,5-1,9 basal, o < 0,5 ml/kg/h durante 6-12h
> 0,3mg/dl
2 Aumento de 2-2,9 basal < 0,5 ml/kg/h >12h
3 Aumento de 3 basal, o < 0,3ml/kg/h > 24h, o
>4 mg/dl, o inicio de TRR Anuria > 12h

Tabla 4. Estadios del fracaso renal agudo.

Adaptado de Kellum et al (190) Los tres estadios se definen mediante el aumento de la creatinina sérica
basal y débito urinario en un periodo de tiempo determinado (6-12h, >12h o >24h).

Existen limitaciones a los criterios diagnésticos de la KDIGO: uno de ellos es la falta habitual del
valor basal de creatinina sérica (198), ademas los cambios en la creatinina sérica y en el volumen
urinario reflejan tarde el fracaso renal. Se ha propuesto un modelo conceptual de fracaso renal
agudo en el que en las primeras etapas de la disfuncion organica esta no es visible a ojos del
clinico, manifestandose el fracaso del 6rgano en una fase mas avanzada con un dafio ya
establecido y mas dificil de recuperar (199).

Es por ello que se han propuesto nuevos biomarcadores que podrian detectar el fracaso renal
agudo en la sepsis antes que los clasicos, como el NGAL urinario o plasmatico (neutrophil
gelatinase-associated lipocalin) (200), o las proteinas TIMP2 (tissue inhibitor of
metalloproteinases-2) y el IGFBP-7 (insuline-like growth factor binding protein-7), con buenos
resultados diagnosticos en pacientes con alto riesgo de desarrollar fracaso renal agudo (201).
Por otra parte, estudios en modelos animales de cerdo han demostrado la existencia de un perfil
genético diferente entre los que desarrollan fracaso renal y los que no lo hacen, que podria

determinar la predisposicion de ciertos pacientes a desarrollar fracaso renal en la sepsis (202).
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o Fisiopatologia:

Las primeras teorias del fracaso renal agudo en la sepsis estaban centradas Ginicamente en la
hipotension e isquemia renal como lesion primaria, por descenso en el flujo sanguineo renal.(203)
Pero desde entonces se ha demostrado que el dafio renal en la sepsis no solo estd mediado por
hipoperfusion, si no que existen multiples mecanismos que pueden coexistir: Modelos de sepsis
animal han evidenciado que la hiperdinamia de la sepsis con gasto cardiaco aumentado se asocia
con vasodilatacion renal y aumento del flujo sanguineo renal, junto con fracaso renal medido por
reduccion de aclaramiento de Cr y diuresis (204) (205). Estudios in vitro han confirmado que el
plasma obtenido de pacientes con FRA séptico induce disfuncion de las células del epitelio tubular
(206). Las células del epitelio tubular contribuyen en la produccion de mediadores inflamatorios
que pueden lesionar al rifién o a drganos a distancia (207).

Dellepiane et al (208) sostienen entre otras, una teoria inflamatoria del fracaso renal séptico. En
ella PAMPs como el lipopolisacarido y citoquinas inflamatorias sistémicas interactiian con los
TLR de las células tubulares las cuales liberan moléculas proinflamatorias perpetuando el dafio

local y sistémico.

o Factores de riesgo para FRA en pacientes con sepsis:

La edad avanzada, la insuficiencia renal cronica, la diabetes mellitus, el fallo cardiaco, el cancer
y la enfermedad hepatica son los factores de riesgo fundamentales (209). Y los focos de sepsis
mas frecuentemente asociados a FRA son: bacteriemias, endocarditis infecciosa, abdominal y
urinario (210) . Estos factores de riesgo descritos serian no modificables, sin embargo, existen
otros factores de riesgo modificables sobre los que el clinico puede actuar en etapas tempranas
para prevenir el desarrollo de FRA, como: uso de contrastes, antibidticos nefrotoxicos , farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, hipotension arterial ¢ hipovolemia, entre otros (197).

El tratamiento precoz de la sepsis, con antibioterapia adecuada y control del foco séptico se ha
asociado con menor riesgo de FRA (211); por el contrario la sobrehidratacion se ha relacionado

con malos resultados y aumento de mortalidad en el estudio Vanish de Gordon et al (195).
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1.2 TECNICAS CONTINUAS DE REMPLAZO RENAL

Las TCRR son un método de purificacion sanguinea extracorporeo lento y suave, disefiado para
emular la funcidon depurativa del rifidon (212). La evidencia actual y las guias KDIGO 2012
aconsejan utilizar las técnicas continuas frente a las intermitentes en caso de inestabilidad
hemodinamica del paciente, como suele ser el caso del FRA séptico y en aquellos pacientes con
presion intracraneal elevada (190). Ademas las técnicas continuas se asocian a una menor
dependencia de dialisis al alta frente a las intermitentes (213-216), sin demostrar diferencias en

términos de mortalidad (216).

1.2.1 FUNDAMENTOS DE LA DEPURACION DE MOLECULAS

En las técnicas continuas de remplazo renal la sangre es extraida del paciente a través de un
catéter, habitualmente colocado en vena yugular o vena femoral, circula por la linea arterial hasta
el filtro o membrana y tras ser depurada, vuelve por la linea venosa de nuevo al paciente. En el
filtro se producen mecanismos de difusion, conveccion y adsorcion que detallamos a
continuacion. Durante el proceso se obtiene el ultrafiltrado, resultante de los liquidos utilizados
de dialisis, de los solutos extraidos y del balance negativo o liquido extraido del paciente.

Cuando la sangre del paciente llega al filtro a través de los capilares que lo componen y se pone
en contacto con la membrana, habitualmente una polisulfona semisintética biocompatible,
suceden varios mecanismos que permiten la depuracion de moléculas (217) (Figura 6). La
difusion es el transporte pasivo de solutos a través de la membrana semipermeable, se produce
por la diferencia de concentracion entre ambos compartimentos, hasta que se produce un
equilibrio entre ellos (ver Figura 5). El principal determinante es el gradiente de concentracion,
pero también influyen en ella la viscosidad de la sangre y el radio de las moléculas (asumiendo
que la mayoria son globulares se tiene en cuenta su peso molecular), de forma que cuanto mas
pequeiias mas dializables. (Ver Figura 5) Mediante este mecanismo se depuran moléculas
inferiores a 500 Da como la creatinina. (218) La conveccion o ultrafiltracion es el paso de solutos
a través de los poros de la membrana, arrastrados por el movimiento del fluido provocado por un
gradiente hidrostatico u osmotico transmembrana. Depende de la superficie de la membrana, de
la concentracion del soluto en plasma y del Sc (sieving coefficient o coeficiente de cribado).
Comparado con el transporte difusivo, el convectivo permite depurar solutos de mas alto peso
molecular y a mayor velocidad (219). El ultrafiltrado es el liquido y solutos extraidos de la sangre
a través de este mecanismo (ver Figura 5). Mediante este mecanismo se depuran moléculas de
mediano tamafio de 500 Da hasta 60 KDa, cuanto mas alto mas riesgo de pérdida de albumina
(218). La adsorcion es el mecanismo mediante el cual moléculas disueltas (sobre todo péptidos y

proteinas) se unen a la estructura de la membrana o a otras sustancias adsorbentes como carbdn,
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resinas o geles. La adsorcion depende de caracteristicas de la molécula (dimension, carga y

estructura) y de la membrana (porosidad, composicion, hidrofobia, superficie).
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Figura 6. Principales mecanismos fisicos en dialisis.

Extraido de Lorenzo et al (220) En la difusion observamos como 2 liquidos con diferente concentracion de
solutos se enfrentan a través de una membrana porosa (representada en lila), se produce un movimiento
mediante difusion desde el liquido mas concentrado hacia el menos concentrado. En la conveccion, los
mismos liquidos se enfrentan a través de la misma membrana, pero esta vez una presion hidrostatica (flecha
en rojo) “empuja” los solutos de un compartimento a otro, consiguiendo que solutos de mayor tamano
traspasen los poros de la membrana.

Un aspecto fundamental de las técnicas continuas es el método de anticoagulacion del sistema
utilizado, para mantener el circuito permeable. La heparina no fraccionada sigue siendo el método
de anticoagulacion mas usado y mas disponible (221), aunque con riesgos asociados (222). El
efecto variable entre los pacientes, llamado “la resistencia a la heparina”, es un concepto utilizado
para designar los casos en los que dosis crecientes no provocan la esperada prolongacion del
TTPA (Tiempo de tromboplastina parcial activado), método de monitorizacion de la actividad de
la heparina mas usado (223). La heparina no fraccionada ejerce su accion a través de la union a
la antitrombina, que aumenta la inhibicion de la trombina y factor Xa. Por lo que una forma de
medir el efecto de la heparina en estos pacientes es monitorizando el factor anti-Xa (224). La
trombocitopenia inducida por la heparina es un proceso inmune en el que autoanticuepos
endogenos reconocen el factor plaquetario 4 unido a la heparina exogena, activando a su vez
plaquetas circulantes a través de receptores de superficie, provocando trombocitopenia e

hipercoagulabilidad (225).
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La seguridad y la eficacia de la heparina se basa en la monitorizacion del TTPA, que ha
demostrado ser buen predictor de la coagulacion del filtro y del riesgo de hemorragias del
paciente, situandose su intervalo optimo entre 35 y 45 segundos (222).

La anticoagulacion con citrato-calcio ha demostrado seguridad y eficacia en las TCRR,
reduciendo los efectos adversos, siendo el modo de anticoagulacion de eleccion en la mayoria de
los pacientes criticos (226). De esta forma se introduce citrato a la entrada de la sangre en el
circuito, quelando el calcio libre ionizado, cofactor necesario en ambas vias de la coagulacion.
Previo al retorno de la sangre al paciente se introduce calcio, en cantidad proporcional a los

controles sanguineos sistémicos que se realizan.

1.2.2 CARACTERISTICAS DE LA MEMBRANA DEL HEMOFILTRO

El hemofiltro, o dializador, se compone de una carcasa que recubre una membrana semipermeable
que separa dos compartimentos bien diferenciados por donde circulan la sangre y el liquido de
dialisis. La superficie de la membrana es variable, depende de la intensidad del tratamiento (a
mas intensidad maés superficie) y del peso corporal del paciente: desde 210 cm?” para lactantes
hasta 2m? para adultos. En su interior, el hemofiltro est4 disefiado mediante un modelo capilar:
en €l la sangre circula por el interior de las fibras colocadas como un haz a lo largo del filtro, y el
liquido de dialisis circula en sentido opuesto por la parte exterior de las fibras (227).

La clasificacion clasica de las membranas las diferenciaba por su composicion entre celulosicas
y sintéticas y por su permeabilidad al agua (de bajo flujo “low-flux”, o alto flujo “high-flux”")
(228).

Las membranas sintéticas se realizan a partir de polimeros como la polisulfona, la poliamida y
poliacrilonitrilo (229). Estas membranas, en comparacion con las celulosicas demuestran muy
buena biocompatibilidad, alta permeabilidad al agua y coeficientes de cribado mejorados,
conceptos que se detallan a continuacion (230).

El espesor de la membrana es un factor determinante para el transporte de solutos, ademas del
coeficiente de difusion del soluto (que depende de su peso molecular y de su radio), de la
temperatura del fluido y del area de la superficie de intercambio (231). El espesor se ha reducido
hasta llegar a los 30 um o menos, con una capa interna de 1-2 pm, lo que ha contribuido a reducir
la resistencia de la membrana y ha permitido utilizar modalidades combinadas de difusion y
conveccion (232). En el transporte de solutos a través de la membrana también influyen la
cantidad de poros el tamafio y la distribucion que tenga la membrana (233).

Las membranas tienen todas carga negativa, descrito como “potencial Z” (233), las cargas
negativas que la componen repelen las particulas con carga negativa, y atraen las positivas, lo que

puede facilitar o interferir en la capacidad de adsorcion de las substancias.
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En cuanto a la permeabilidad al agua, las primeras membranas sintéticas eran muy hidrofobicas
requiriendo modos convectivos para ser eficaces. Sin embargo, las modificaciones de polimeros
y otros materiales han creado membranas menos hidrofobicas que permiten utilizar modos de
difusion o conveccion (234).

El transporte por difusion esta determinado por el gradiente de concentracion y por el coeficiente
de difusion (Ko) (217), es el aclaramiento maximo teorico de un dializador, dado un flujo infinito
tanto de sangre como de liquido de dialisis: es producto de la permeabilidad del dializador por su
superficie, se mide en ml/minuto. Depende de la resistencia a la difusion de cada soluto (segin
su peso molecular) en los tres compartimentos del filtro (sangre, membrana y dializado). Indica
la eficiencia del dializador, es propio de cada dializador y es definido por el fabricante. El
gradiente de concentracion es la diferencia de concentracion de un soluto entre el compartimento
sanguineo y el del dializado. Este gradiente se optimiza si el liquido de didlisis circula solo una
vez, a contracorriente y paralelo al flujo de la sangre.

Por su parte, el sistema convectivo es capaz de generar el ultrafiltrado mediante la creacion de un
gradiente de presion transmembrana (TMP o transmembrane pressure gradient). Para
caracterizar el mecanismo de conveccion se utilizan distintos conceptos (217): El coeficiente de
ultrafiltracion de la membrana (Kur) representa la permeabilidad al agua de la membrana por
unidad de presion y superficie. Depende de las dimensiones de la membrana y del niumero de
poros, siendo la unidad de medida ml/h/mmHg/m?. La formula que lo representa es la siguiente:
Kur=(Qur/ TMP ) x 1/ A; siendo Qur. Flujo del ultrafiltrado; TMP: presion transmembrana;
A: superficie de membrana). El Kyr define las membranas como de alto flujo (“high-flux”)por
encima de 25 ml/h/mmHg/m? medio flujo (“middle-flux”) entre 10 y 25 ml/h/mmHg/m? o bajo
flujo (“low-flux™) por debajo de 10 ml/h/mmHg/m’, aunque no existe claro consenso en la
literatura a cerca de estas cifras.

El concepto de coeficiente de cribado o sieving-coefficient (SC) de la membrana para un soluto
determinado, es la relacion entre la concentracion de un soluto en el ultrafiltrado y en el plasma.
Para solutos de bajo peso molecular (PM) (sodio, potasio y urea) es proximo a 1 (es decir, igual
en el ultrafiltrado y en el plasma). El coeficiente de cribado es especifico para cada soluto y para
cada membrana y responde a la ecuacion: Sc = C ur /[ (C pi+ C po)/2] C ur (concentracion del
soluto en el ultrafiltrado) C pi (concentracion del soluto prefiltro) C p, (concentracion del soluto
postfiltro).

El concepto de “cut-off” o punto de corte representa el peso molecular de los solutos mas
pequetios retenidos por la membrana. Es otra forma de determinar la capacidad de eliminar
solutos por el hemofiltro. Los poros de las membranas de TCRR permiten el paso de moléculas

de aproximadamente 35.000 Da. En la practica clinica, las membranas de alto o medio cut-off
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(60-50 KDa) no se usan con mecanismo de conveccion, y pueden aumentar la pérdida de albimina
(218).
La evolucion de los distintos materiales de los que se componen las membranas de dialisis ha
incorporado nuevos parametros que permiten clasificar las membranas de manera distinta a la
clasica(233).Ademas de conceptos clasicos como estructura, superficie, hidrofilia, hidrofobia,
espesor, arquitectura o capacidad de adsorcion, se introducen nuevos conceptos como el MWCO
(molecular weight cut-off) y el MWRO (molecular weight retention onset) : ambos describen la
pendiente de la curva del coeficiente de cribado de la membrana (ver figura) y la distribucion y
tamafios de poros, con consecuencias en distinta depuracion de moléculas.

e MWCO : definido por el peso molecular que corresponde a un sieving de 0,1.

e  MWRO : definido por el peso molecular que corresponde a un sieving de 0,9.
Se describe asi el punto de corte superior e inferior de la capacidad de filtrado de las distintas

membranas (Figura 7).
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Figura 7. Clasificacion actual de las diferentes membranas de hemodialisis.

Extraido de Ronco et al (230) MWCO: Molecular Weight Cut-off; MWRO: Molecular Weight Retention
Onset; LF: Low Flux;HF: High Flux; HCO: High Cut-off: Membranas con alta permeabilidad al agua con
un sieving para la B> microglobulina de 1. Usadas en situaciones especiales por su potencial pérdida de
albiimina, como para la dialisis en el rifion del mieloma. (235) MCO: Middle Cut-off Disenadas para
disminuir las pérdidas de albimina pero con similar sieving para la B> microglobulina en comparacion con
las HCO.

La biocompatibilidad de la membrana es el resultado de las reacciones que provoca la membrana
al paso de la sangre. Una de las mas conocidas es la activacion del complemento: los grupos
hidroxilo de la membrana activan la via alternativa, liberandose anafilotoxinas (C3a, C5a) y otros
productos (C3b, iC3b, C5b-C9), con pico maximo de C5a a los 15 minutos y descenso progresivo
hasta los 90 minutos. Esto desencadena la activacion y la modulacion de leucocitos periféricos,
produccion de I1-1 y liberacion de especies reactivas de oxigeno. Este hecho, es maximo en

membranas celulosicas tipo cuprofan, y minimo con las polisulfonas y poliamidas (236) (237).
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Por otra parte, la hemodialisis parece tener cierto efecto en la produccion de citoquinas
proinflamatorias como la IL-6: Memoli et al (238) detectan niveles elevados de la forma soluble
del receptor de la IL-6 (sIL-6R) en sujetos dializados con membranas de cuprofan con respecto a
los controles, pero también en pacientes urémicos no dializados. Membranas de
polimetilmetacrilato generan niveles menos elevados de sIL-6R pero sin diferencias con respecto
a los controles sanos. Caglar et al (239) objetivan un aumento de la IL-6 durante y después de la
hemodialisis hasta del 70% , igual que un aumento de fibrindgeno, con niveles mas altos de IL-6
a las 2h post didlisis. Kakuta et al (240) detectan produccion significativa de 1L-6 asociada a la
dialisis con distintas membranas de polisulfonas. Aunque hay que considerar también que,
respecto a la respuesta inflamatoria, la enfermedad renal cronica por si misma implica también :
aumento del estrés oxidativo (241), pérdida del aclaramiento de citoquinas, produccion elevada

de TNFa e IL-1 y aumento de los niveles sanguineos de IL-6 (242).

1.2.3 DESCRIPCION DE LA TECNICA

Las combinaciones posibles con una maquina de didlisis continua son multiples, con una
nomenclatura que indica los mecanismos fisicos utilizados. (243) En funcion del mecanismo
utilizado (visto en el apartado 1.2.1), se definen las terapias continuas mas utilizadas en la practica
clinica de cuidados intensivos: HDVVC: Hemodialisis venovenosa continua (mecanismo
difusivo); HDFVVC: Hemodiafiltracion venovenosa continua (mecanismo difusivo y
convectivo); HFVVC: Hemofiltracion venovenosa continua (mecanismo convectivo); HP:

Hemoperfusion (mecanismo adsortivo)
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Componentes:
Pantalla

Indicadores de luz y sonido de alarma
Sensor de presion de flujo
Bomba de sangre
Prebomba (para anticoagulantes regionales)
Sensor de presion previo a la bomba de sangre
Sensor de presion prefiltro
Portafiltro
Sensor de presion postfiltro
. Detector de burbujas
. Electroclamp de seguridad
. Bomba de efluente/ultrafiltrado
. Sensor de presion de efluente/ultrafiltrado
. Detector de fugas de sangre
. Bomba de reemplazo/infusion
. Sensor de presion de la bomba previa al
reemplazo
17. Bomba de dialisis
18. Sensor de presion de la bomba de pre-dialisis
19. Sensor de presion de la bomba de post-dialisis
20. Sistema de control de fluidos
21. Calentador
22. Bomba del anticoagulante
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Figura 8. Descripcion de l1a maquina estindar de TCRR.

Extraido de Villa et al (243). Se esquematiza la maquina de TCRR con los componentes basicos
enumerados.

En la hemodialisis venovenosa continua (HDVVC), se utiliza fundamentalmente el mecanismo
de difusion para depurar la sangre de solutos. La sangre y el liquido de dialisis circulan en
contracorriente. Es muy efectiva para eliminar solutos de pequefio tamaiio, pero los filtros de alto
flujo permiten también realizar transporte convectivo de moléculas mayores (244) En esta técnica
se programa: el flujo de dialisis, el flujo de la bomba de sangre (que marca a la velocidad que se
extrae y retorna la sangre), y el balance negativo que queremos del paciente (es decir la cantidad

de liquido que se extraiga por hora). El mecanismo se resume en la figura 9.
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Figura 9. Mecanismos de HDVVC.

Extraido de Villa et al (243) La sangre entra por un extremo del cartucho o hemofiltro (representada en
rojo), el flujo de sangre o Qs suele tener unos valores de 100-200 ml/min, el liquido de dialisis (verde) entra
en sentido contrario en el hemofiltro, el liquido del efluente o QErr sale del hemofiltro y engloba el liquido
de dialisis y el ultrafiltrado (UF) o liquido extraido del paciente que puede oscilar entre 2-4ml/min,
finalmente la sangre depurada retorna al paciente (azul).

1.2.4 MOMENTO DE INICIO DE LA TRR EN LA SEPSIS

Segtin las indicaciones del consenso KDIGO de 2012, las TRR deben iniciarse de forma urgente
si las alteraciones del equilibrio acido-base, la sobrecarga de fluidos o la diselectrolitemia ponen
en peligro la vida del paciente. Para el resto de situaciones, aconsejan valorar la situacion clinica
general del paciente mas que los valores aislados de urea y creatinina (190).

El tiempo Optimo para su inicio no esta definido, y que la decision de posponer la técnica se
fundamenta en los riesgos que conlleva (hipotension, arritmias, incompatibilidad con la
membrana, complicaciones con el acceso vascular y riesgo de la anticoagulacion) (190).

El tratamiento de soporte renal en el paciente critico tiene como objetivos: mantener el equilibrio
acido-base y la homeostasis, restablecer el balance de fluidos y de electrolitos, prevenir dafios
renales, permitir la recuperacion renal posterior y que se puedan administrar tratamientos con
grandes volumenes como el soporte nutricional y algunos antibioticos (190).

Una de las teorias que sostienen la utilizacion precoz de las terapias de remplazo renal en la sepsis
es eliminar mediadores inflamatorios, para conseguir una “homeostasis inmunologica” que podria
reducir el dafio causado por la desregulacion de la respuesta inflamatoria ante la infeccion (245).
Una de las teorias que apoyan este posible beneficio es la de “la hipdtesis de la concentracion
pico”: se eliminarian los picos maximos de mediadores inflamatorios solubles (246). Aunque en
los estudios nunca ha sido demostrada (247).

La teoria citokinética, basada en modelos animales ¢ in vitro, postula que la circulacion de
leucocitos esta determinada por los gradientes de citoquinas y que eliminando citoquinas se crea
un mayor flujo de leucocitos hacia los tejidos (248).

Aunque las guias de KDIGO 2012 se asientan en estudios en su mayoria observacionales, y los
grandes estudios multicéntricos que evaluan el momento adecuado para el inicio de las TRR en
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el paciente critico, han surgido a posteriori. Los mas destacados, centrados en el paciente séptico,
se detallan a continuacion.

El estudio de Payen et al en 2009 (249), prospectivo aleatorizado de cohortes desde 1999 a 2000,
incluyé a 76 pacientes sépticos en una UCI mixta (patologia médica y quirargica); los criterios
de sepsis que consideraron fueron : infeccion sospechada con 2 criterios de SIRS y 1 0 mas fallos
organicos. Se constituyeron 2 grupos: grupo tratamiento con TCRR aplicada en menos de 24h
tras la randomizacion y grupo control con tratamiento convencional para la sepsis. La dosis de
hemofiltracion (mecanismo convectivo) fue dosis fija de 25ml/kg/h durante 96 horas. La
anticoagulacion del sistema se realiz6 con heparina sodica a dosis de 5 ui/kg/h. Se cambiaron
filtros a las 12, 24 y 48h. Se midieron citoquinas (TNFa, IL-10, IL-1ra, IL-6, receptor soluble de
IL-6, entre otras) en sangre al inicio de la terapia, a la hora y a las 12h del inicio de los filtros
durante las primeras 24h, asi como en el ultrafiltrado en los distintos tiempos. Para los pacientes
sin terapia se midieron citoquinas en sangre en el momento de la inclusion, a las 12 y a las 24h.
En total se analizaron citoquinas de 10 pacientes hemofiltrados y de 8 controles por interrupcion
temprana del estudio. Tanto a nivel basal como en los tiempos programados no hubo diferencias
en cuanto a los valores de citoquinas entre los 2 grupos, a pesar de que se detectaron valores en
el ultrafiltrado de IL-6 y IL-8 cercanos al 35% de los plasmaticos, con correlacion entre valores
plasmaticos y de ultrafiltrado. No se observaron diferencias significativas entre los 2 grupos para
las mediciones de citoquinas en los distintos tiempos. Sin embargo, se observaron diferencias
significativas, con valores mas altos de IL-6 IL-10 y PCT en los fallecidos con respecto a los
supervivientes. Como el objetivo primario del estudio era la evolucion del SOFA alos 14 dias y
secundario la mortalidad, tras un analisis interno el comité decidié parar el estudio, ya que el
numero y severidad de los fracasos organicos fue significativamente mas alto en el grupo de
hemofiltracion. No se analizdé el descenso de IL-6 en ambos grupos. Finalmente, no se
encontraron diferencias significativas en mortalidad a los 28 dias entre las cohortes. El destete de
la ventilacion mecanica y la retirada de las catecolaminas fue mas largo en el grupo que recibid
hemofiltracion precoz, ademas la necesidad de soporte renal posterior fue mas alta en el grupo de
los hemofiltrados. Destaca de este estudio, que trataba de demostrar que el interés de las TCRR
no es suplir la funcidn del rifion cuando este falla, si no prevenir la aparicion de nuevos fallos
organicos en la sepsis si se inicia precozmente, en el desarrollo de la etapa inflamatoria. Como
debilidades del estudio cabria resaltar que la funcion renal de ambos grupos se situaba en un
estadio 2 segiin KDIGO sin saber valores basales de creatinina, ni si existia fracaso renal crénico
previo, siendo los tiempos de evolucion del deterioro séptico similares entre los grupos, en torno
a las 48h, en la etapa precoz de la sepsis. La conclusion del mismo es que la aplicacion precoz de
TCRR en pacientes con sepsis y fallo organico aumenta los fallos organicos del paciente, prolonga

los soportes organicos, sin diferencias en cuanto a mortalidad.
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El estudio de Gaudry et al en 2016 (250), randomizado multicéntrico de 620 pacientes criticos
médico-quirtrgicos, analiza una muestra de pacientes que incluye un 78% de pacientes con
sepsis, con estadio KDIGO 3 de fracaso renal, que requieren ventilacion mecanica, catecolaminas
0 ambas y que no requieren TRR urgente. En él se disefiaron 2 grupos: uno de estrategia precoz
donde la TRR se realizé inmediatamente tras la randomizacion, otro de estrategia tardia donde la
TRR se inicié cuando algunos de los criterios de inicio urgente se dieron: hiperpotasemia severa,
acidosis metabolica, edema pulmonar, BUN > 112 mg/dl o oliguria > 72 h post-randomizacion.
Las terapias utilizadas fueron hemodialisis intermitente en el 50% de los pacientes, y solo
recibieron TCRR como primera terapia el 30% de ellos. La mortalidad a los 60 dias, objetivo
primario del estudio, no fue significativamente distinta entre grupos. Destaca en los resultados
que el 50% de los pacientes del grupo de estrategia tardia no requirio6 TRR. Una vez mas, no se
demostraron diferencias en los grupos con fracaso renal establecido, entre los dializados de forma
precoz y tardia, y si que destaca que la mitad de los pacientes del grupo tardio recuperaron funcion
renal sin necesidad de TRR al darles tiempo para ello, haciendo énfasis en el no beneficio del
inicio precoz en la sepsis.

El estudio de Zarbock et al en 2016 (251), randomizado de 231 pacientes criticos postquirirgicos
con fracaso renal que se incluyeron en dos grupos: inicio precoz de TCRR (a las 8h del
diagnostico de FRA estadio 2 segun KDIGO) frente a inicio tardio (a las 12h del estadio 3 de
FRA segin KDIGO) o no inicio de TCRR. Los criterios de inclusion fueron: el estadio 2 de FRA,
reanimacion hemodinamica completada, NGAL (lipocalina asociada a gelatinasa de neutrofilos)
plasmatico > 150 ng/ml y al menos 1 de los siguientes: sepsis grave, uso de vasopresores o
catecolaminas > 0,1 pg/kg/min, edema agudo de pulmén, PaO2/FiO2 < 300, SOFA > 2. Se
excluyo el fracaso renal cronico y el uso previo de TRR, entre otros. La mayoria de los pacientes
fueron postquirargicos de cirugia cardiaca, seguidos de postquirtrgicos de cirugia abdominal y
de neurocirugia.

La terapia usada fue TCRR en todos ellos, con dosis de dialisis mas conveccion de 30 ml/kg, el
anticoagulante utilizado fue el citrato regional. Se analizaron IL-6 IL-8 e IL-18 en sangre en
ambos grupos a las 6h de TRR (24h post-randomizacion); los niveles de ambas fueron
significativamente mas bajos en el grupo de inicio precoz, y ambas se asociaron con mortalidad
en la regresion logistica. El inicio precoz se asocié a reduccion de manera significativa de la
mortalidad a los 90 dias (objetivo primario) y reduccion de la duracion de TRR, mejoria de la
recuperacion de la funcion renal a los 90 dias, reduccion de la duracion de la ventilacion mecanica,
y reduccion de la estancia hospitalaria. En este estudio se pone en evidencia la utilidad de
combinar los criterios clinicos de fracaso renal con un biomarcador como el NGAL, considerado
buen predictor de necesidad de TRR (252). Tan solo 5% de los pacientes del grupo de inicio tardio
no recibieron RRT por recuperacion espontanea o muerte. Aunque centrado en poblacion

quirargica, se pone de manifiesto que puede existir beneficio de las TRR usadas precozmente en
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la sepsis teniendo en cuenta un estadio 2 de FRA junto con elevacion del NGAL y otra disfuncion
organica en el paciente, distinta de la renal.

El estudio de Barbar et al 2018 (253), multicéntrico randomizado controlado, incluyé a 488
pacientes criticos médico-quirargicos con fracaso renal agudo y shock séptico en fase precoz
(definida por 48h tras el inicio de farmacos vasoactivos). Se establecieron 2 grupos: Estrategia
precoz: inicio TRR 12h tras documentacion de FRA estadio “failure” de la clasificacion RIFLE
(254), que equivale al estadio KDIGO 3 frente a estrategia tardia con inicio TRR tras 48h si no
ocurre recuperacion del FRA. El estudio se par6 por futilidad después de un analisis interno. No
se encontraron diferencias para el objetivo primario de mortalidad a los 90 dias, y en el grupo de
estrategia tardia 38% de los pacientes no recibio TRR, mientras que el 17% requiri6 TRR de
forma urgente (mas de la mitad fallecieron). Tampoco existieron diferencias significativas en
términos de dias libres de ventilacion mecanica o necesidad de vasopresores, estancia en UCI u
hospitalaria, o dependencia de TRR en los supervivientes.

El estudio de Bagshaw et al STARRT-AKI 2020 (255), multicéntrico randomizado controlado,
incluyd 2927 pacientes criticos con fracaso renal agudo (KDIGO 2 y 3). Se disefiaron 2 grupos,
con 57% de enfermos sépticos en cada grupo. Uno con estrategia acelerada y TRR 12h tras
cumplir criterios inclusion y el otro con estrategia estandar y TRR retrasada hasta indicaciones
convencionales 0 FRA > 72h. No se encontraron diferencias en el objetivo primario que fue
mortalidad a los 90 dias. La dependencia de la dialisis entre los supervivientes fue mas alta en el
grupo de estrategia acelerada, de igual manera que los eventos adversos. En el andlisis por
subgrupos, entre los pacientes sépticos, los datos fueron los siguientes: la estrategia acelerada
mostrd una Odds ratio de 95% ( 1Cos 0,78-1,189) y la estandar 1,21 ( 1Co5 0,95-1,54).

Asi pues, a pesar de la heterogeneidad entre los distintos estudios respecto a las diferentes
definiciones para precoz y tardio, las distintas TRR aplicadas (intermitente, continua, difusion y/o
conveccion) y las distintas poblaciones incluidas (postquirtrgicos, médicos), se puede concluir
que: sigue siendo un reto para la medicina intensiva predecir que paciente séptico va a requerir
TCRR y se va a beneficiar de un inicio precoz; la aplicacion precoz de las TRR solo parece
justificada por la literatura en el caso de pacientes quirtirgicos que desarrollan fracaso renal agudo;
los grupos de aplicacion tardia de la terapia ponen de manifiesto que hay pacientes que recuperan
por si solos la funcién renal, el reto esta en la identificacion de estos ultimos. Por otra parte la
gravedad clinica de los pacientes en shock séptico es maxima, y el inicio de forma urgente de las
TRR se asocia a una alta mortalidad como en el estudio de Barbar et al (253), hecho también a
tener en cuenta al tratarse de un sistema de circulacion extracorporea, pues puede colocarse de
manera relativamente programada y no urgente.

Por ultimo, reafirmando las guias KDIGO 2012, las recomendaciones de la asociacion de expertos
publicadas por Vinsonneau et al en 2015 (256) reconocen que hay datos insuficientes como para

definir el momento dptimo para el inicio de las TRR, salvo las situaciones de urgencia vital.
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1.2.5 DOSIFICACION

Otra pregunta importante en cuanto al soporte renal, es la dosis de dialisis que se va a aplicar en
la terapia. A lo largo de las ultimas décadas han sido varios los estudios que se han realizado con
el objetivo de evaluar posibles beneficios de dosis elevadas, la denominada hemofiltracion de alto
volumen. Dos grandes estudios multicéntricos randomizados, “ RENAL ““ de Bellomo et al (257)
y “ATN “de Palevsky et al (258) no encontraron diferencias en términos de mortalidad, ni mejoria
de la recuperacion de la funcion renal, comparando dosis estandares frente a dosis mas altas, sin
beneficios tampoco en los subgrupos de pacientes sépticos. Las dosis comparadas en RENAL
fueron 25ml/kg/h vs 40 ml/kg/h y las dosis comparadas en el ATN: 20 ml/kg/h vs 35 ml/kg/h
(Ver figura 10). En estos dos estudios se puso de manifiesto que los pacientes reciben un 10-15%
menos de la dosis que se prescribe por pérdidas de tiempo (“downtime”) de terapia efectiva (por
desconexiones de la terapia, traslados del paciente, cambio de bolsas, entre otros), hecho a tener

en cuenta a la hora de prescribir la dosis de la terapia.
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Figura 10. Relacion entre la dosis administrada de TRR y la supervivencia con los resultados de los
estudios ATN y RENAL.

Extraido de Prowle et al (259).Quedan representados los estudios mas relevantes en cuanto a la dosis 6ptima
de TRR y su repercusion sobre la dosis sobre la supervivencia de los pacientes, definiendo una zona de
buena practica clinica que se sitta entre 20-25 ml/kg/h. Por debajo de esa dosis no se alcanzarian resultados
optimos en cuanto a limpieza de solutos, y por encima de ella no se ha demostrado beneficio en términos
de mayor supervivencia (259).

Posteriormente, en el estudio IVOIRE (260) centrado en el paciente séptico, se valora el beneficio
de la hemofiltracion de alto volumen vs volumen estandar en pacientes con shock séptico con
lesion renal aguda, con el objetivo primario de determinar el impacto de la hemofiltracion de alto
volumen en la mortalidad a los 28 dias. Se trata de un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado,

abierto y multicéntrico, en 18 unidades de cuidados intensivos europeas, que incluye 140
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pacientes con shock séptico de menos de 24h de evolucion y FRA estadio Injury, segiin
clasificacion RIFLE ( aumento de Cr x2 diuresis < Sml/kg/h en 12h) (254). Se establecieron 2
grupos en funcién de la dosificacion : 70 ml/kg/h de TCRR vs estandar 35 ml/kg/h durante 96 h.
No hubo diferencias en la mortalidad ni en ninguno de los objetivos secundarios (mejoria de los
fracasos organicos, duracion de ventilacion mecanica, duracion de la TRR, mortalidad a los 60 y
90 dias) entre los dos grupos. Tampoco hubo diferencias en cuanto a los eventos adversos mas
frecuentes (hipokaliemia, hipopotasemia, hipofosfatemia).

En este sentido, las guias KDIGO de 2012 recomiendan que se ajuste la terapia de manera
dinamica para las necesidades diarias que requiera el paciente para lograr los objetivos buscados
(control de electrolitos, balance de fluidos, equilibrio acido-base), prescribiendo 20-25ml/kg/h de
volumen de efluente y asumiendo que esta prescripcion va a requerir dosis superiores (190).

Las recomendaciones de expertos en 2015 establecieron que la minima dosis prescrita debe ser
de 20-25 ml/kg/h con filtracion o didlisis (256). Por tltimo, las conclusiones derivadas de la
conferencia KDIGO de 2019 (261) siguen manteniendo las mismas recomendaciones en cuanto

a la dosis de 20-25 ml/kg/h.
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2 HIPOTESIS

Las TRR, concretamente las TCRR, pueden aclarar las moléculas proinflamatorias, incluidos
nucleosomas y HMGBI, de la circulacion sanguinea en los pacientes con shock séptico y, en
consecuencia, modular la respuesta exagerada inmunoldgica o tormenta citoquinica, clave en el

desarrollo de la disfuncion multiorganica.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRIMARIO

Conocer la evolucion de las concentraciones sanguineas de PCT, PCR, IL-6, nucleosomas y

HMGBI en pacientes en shock séptico con FRA durante las primeras 24h de TCRR.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Analizar la concentracion de nucleosomas, HMGBI1, PCT, IL-6 y PCR, y su evolucion
en las primeras 24h de TCRR en funcién del tiempo de evolucion de la sepsis y del control

del foco séptico.

2. Evaluar la relacion entre nucleosomas, HMGBI1, PCT, IL-6, PCR y las disfunciones
organicas, mediante la escala SOFA y los items que engloba (funcion cardiovascular,
hepatica, respiratoria, renal y de coagulacion), asi como evaluar la relacion entre los

propios biomarcadores.
3. Evaluar la mortalidad de los pacientes en shock séptico con FRA sometidos a TCRR en

UCI, hospitalaria y a los 28 dias (desde el ingreso en UCI) en funciéon de las

concentraciones de biomarcadores en las primeras 24h de TCRR.
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4 MATERIAL Y METODOS

4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional prospectivo longitudinal realizado en el Servicio de Medicina Intensiva

del Hospital Dr. Peset de Valencia desde diciembre 2016 a enero 2020.

4.2 POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes ingresados en servicio de Medicina Intensiva del Hospital Dr. Peset con diagnostico de

shock séptico y FRA, sometidos a TCRR.

43 TAMANO MUESTRAL

No existe literatura al respecto de la posible eliminacién de proteinas nucleares mediante las
técnicas continuas de remplazo renal, que suponemos posible dado el bajo peso molecular de

estas (10-15 KDa). Se incluiran 30 pacientes de manera consecutiva, en base a criterios de

incidencia en el Servicio de Medicina Intensiva de dicha patologia.

4.4 CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Criterios inclusion

Criterios exclusion

Pacientes mayores de 18 afios

Pacientes cuyo seguimiento no sea posible

realizarlo

Ingresados en el Servicio de Medicina
Intensiva del Hospital Universitario Dr Peset

de Valencia

Pacientes que pertenezcan a otros estudios

clinicos

Que requieran terapias continuas de remplazo
renal a criterio del facultativo responsable

segin guias de practica clinica

Pacientes con insuficiencia renal cronica

previa, inmunodeprimidos o politraumatizados

Que cumplan criterios diagnosticos de shock
séptico segun Tercera definicion (Sepsis-3) de

Singer et al (1)

Pacientes con neoplasias solidas o

hematoldgicas activas
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Que acepten ser incluidos tras firma de Pacientes que rechacen participar en el estudio
consentimiento informado por el propio

paciente o por el representante legal o familiar

Cuya prevision de ingreso en UCI sea mayor

de 48h

Tabla 5. Criterios de inclusion y exclusion de los pacientes.

Se detallan los criterios de inclusion que debian cumplir todos los pacientes para participar en el estudio, y
ninguno de los criterios de exclusion.

4.5 MATERIAL Y TECNICA DE REMPLAZO RENAL

4.5.1 MATERIAL

Magquina de hemodialisis continua Multifiltrate ® de Fresenius Medical Care.

Filtros EMIC-2® de Fresenius Medical Care (tamafio de 50cm x 25¢cm x 10 cm): Filtro Ultraflux
® polisulfona biocompatible semipermeable de 1,8 m2 de superficie con punto de cribado de
hasta 40K Da, esterilizado por vapor en linea (conectores Luer-Lock), que requiere cebado de 130
ml de volumen sanguineo, con espesor de pared/diametro interno de 35/220 p, carcasa de
policarbonato y poliuretano como material de sellado. Tasa de ultrafiltrado recomendada de
maximo 20% del flujo de sangre efectivo en post-dilucion.

Fungible: cassette multifiltrate Cica ® de Fresenius Medical Care compuesto por: Linea arterial
con camara de expansion arterial, Linea venosa con camara cazaburbujas venosa; Linea de
efluente; Lineas para monitorizar presiones: arterial, venosa, PTM (presion transmembrana), pre-
filtro y efluente; Lineas de anticoagulacion para citrato y para calcio integradas; Bolsa para
liquido de cebado (1L); Pinza y adaptador para recirculacion; Linea de dialisis con camara
calentador integrada.

Liquido de dialisis Cica® Dyalisate Plus K2, solucion salina estandarizada para dialisis, en bolsa
de doble camara: el compartimento pequefio contiene 250 ml de solucidon acido y el
compartimento grande contiene 4750 ml de solucion de bicarbonato. La soldadura interna entre
los dos compartimentos permite una mezcla de segura de 48h de estabilidad tras su mezcla.
Envasado estéril en lamina de Biofine ® como barrera de gas. Su composicion es la siguiente:
sodio 133 mmol/L, potasio 2 mmol/L, magnesio 1 mmol/L, cloruro 117,75 mmol/L, bicarbonato

20 mmol/L, fosfato 1,25 mmol/L, glucosa 1 g/I.
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Anticoagulacion con citrato trisodico al 4% (NasCitrato 40g/1 + Ionos de citrato 136mmol/L) en
bolsa de 1,5L Solucion de calcio para infusion sistémica (cloruro célcico a concentracion de 97

mmol/L).

4.5.2 TECNICA DE DIALIZACION

Todos los pacientes fueron dializados con equipo multifiltrate de Fresenius®, con filtro
Emic2®, y con anticoagulacion regional con citrato, con ajustes para lograr objetivos de:

e Rango optimo de calcio idnico post-filtro: 0,25-0,34 mmol/L

e Rango optimo de calcio idnico sistémico: 1,12-1,20 mmol/L

Peso Dosis dialisis Flujo de Dosis citrato | Dosis calcio
corporal sangre
<60kg 1600 ml/h 80 ml/min 4,0 mmol/L 1,7 mmol/L
60-90 kg 2000 ml/h 100 ml/min 4,0 mmol/L 1,7 mmol/L
>90 kg 2400 ml/h 120 ml/min 4,0 mmol/L 1,7 mmol/L

Tabla 6. Configuracion inicial de los tratamientos de hemodialisis con citrato en equipo
Multifiltrate®.

Configuracion inicial en cuanto a dosis flujos y concentraciones de citrato y calcio, la dosis de dialisis fue
ajustada seglin peso.

En los casos de alteracion del equilibro acido base (alcalosis o acidosis metabolica) se modificd
temporalmente el flujo de citrato seglin criterio clinico del facultativo responsable: de tal forma
que se aumento para lograr alcalinizacion y se redujo para lograr acidificacion, atendiendo a que
1 mmol de citrato se convierte en 3 mmoles de bicarbonato.

Las dosis de extraccion (balance negativo) se ajustd en funcion de las necesidades del paciente,
valorado en cada caso por el facultativo responsable (segiin monitorizaciéon hemodinamica,
situacion respiratoria, balance hidrico acumulado, entre otros).

El mecanismo de depuracion utilizado fue la difusion, dadas las caracteristicas de la membrana
usada, siguiendo recomendaciones del fabricante, sin usar liquidos de reposicion.

El momento de inicio de las TCRR fue elegido libremente por el facultativo responsable.

Se canalizaron catéteres venosos de 13F para el circuito extracorporeo, de eleccion en via yugular

derecha seguido de femoral derecha.
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Los controles habituales para ajustes de citrato y calcio se realizaron antes de conectar al paciente
a la maquina (gasometria arterial), a los 5 minutos de inicio de la terapia (calcio post-filtro, calcio

y pH sistémico), y cada 6h (calcio post-filtro, calcio y pH sistémico), segun practica habitual.

Calcio Citrato

i ) 7 B= Retorno de la sangre al paciente
\2' j\\ Liquido de —
K ﬂ!L didlisis Entrada del liquido de dialisis, a
) | / contracorriente
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Figura 11. Esquema del mecanismo dialitico y de la anticoagulacion regional con citrato calcio.

Adaptado de https://www.freseniusmedicalcare.com. (262). La sangre sale del paciente a través del catéter
venoso gracias a la bomba de sangre, pasa por el cazaburbujas arterial para proteger al hemofiltro de las
burbujas de aire y coagulos. Una vez en el hemofiltro, la sangre llena todos los capilares, y a contracorriente
el liquido de dialisis impregna todo el hemofiltro alrededor de los capilares, es entonces cuando el
mecanismo difusivo, a través de la membrana de los capilares y sus poros, ejerce la accion depurativa de
solutos. Gracias al gradiente transmembrana, moléculas de pequefio y mediano tamafio hasta alrededor de
los 40 KDa son empujadas hacia el exterior de los capilares, mecanismo favorecido por la accion de la
bomba del efluente que provoca presion negativa en el hemofiltro y se encarga de recoger el liquido de
dialisis “sucio” ademas del balance negativo deseado. Una vez depurada, la sangre sale por el extremo
opuesto del hemofiltro, y es devuelta al paciente.

57



PROTEINAS NUCLEARES Y OTROS MEDIADORES DE INFLAMACION EN PACIENTES
EN SHOCK SEPTICO SOMETIDOS A TERAPIAS CONTINUAS DE REMPLAZO RENAL

4.6 VARIABLES ANALIZADAS

e Demograficas: Se utilizaron la edad (en afios) y el sexo (masculino y femenino).

e Comorbilidades: Se tuvo en cuenta la presencia de hipertension arterial (HTA), Diabetes
Mellitus (DM), dislipemia (DL), cardiopatia isquémica cronica, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC), enfermedades autoinmunes (EA), y por ultimo se recogio el
fndice Charlson de comorbilidad , como estimacién del riesgo de muerte en funcién de
las comorbilidades (263).

e Indice de gravedad: Los scores APACHE II (264) y SOFA al ingreso se utilizaron para
determinar la gravedad de los pacientes, asi como también SOFA previo al inicio de la
TCRR vy alas 24h y todas las variables clinicas que se utilizan en su céalculo, tales como
dosis de farmacos inotropicos/vasopresores en pg/kg/min, bilirrubina total plasmatica
(mg/dl), cifra de plaquetas (c/mm?), escala de coma de Glasgow, creatinina sérica (mg/dl)
y relacion PaO2/FiO2.

e Otras de terminaciones analiticas realizadas por el laboratorio del Hospital Universitario
Dr Peset de Valencia: Se determinaron la concentracion de lactato, el pH sanguineo
arterial, el calcio idnico y la concentracion de urea plasmatica antes del inicio de las
TCRR y alas 24h.

e Estadio de fracaso renal: Se utilizo la escala KDIGO para determinar el fracaso renal de
los pacientes antes del inicio de las TCRR.

e Inicio de las TCRR: Se considero el intervalo de tiempo en horas entre el inicio de apoyo
vasopresor con farmacos y el inicio de las TCRR.

e Parametros de las TCRR: Se recogieron datos de las dosis de dialisis utilizadas, de
extraccion y de citrato utilizadas, asi como del flujo de sangre pautado y la extraccion
realizada. Se recogio el tiempo de funcionamiento del filtro a las 24h de terapia. Se
recogieron los distintos volimenes de efluente de los que extrajeron las muestras de
efluente a la hora del inicio de las TCRR. Se recogieron los datos de balances hidricos de
los pacientes del 1er dia de TCRR, asi como también el volumen de diuresis en el ler dia.

e Variables asociadas a la sepsis: Se recogieron datos relativos a la etiologia: foco,
microrganismo responsable y presencia o no de bacteriemia secundaria. El control de
foco se considerd adecuado siguiendo los criterios de las guias de la Surviving Sepsis
Campaign: realizacion de diagnéstico anatomico especifico y valoracion de posibles
intervenciones urgentes de drenaje de abscesos, desbridamiento de tejidos necréticos
infectados, entre otros, asi como retirada de dispositivos intravasculares identificados
como posible foco (23).

e Biomarcadores: Se analizaron PCT, PCR, IL-6, nucleosomas y HMGBI, en los distintos
tiempos (TO, T1 y T2) (Ver definicion de Tiempos en apartado siguiente 4.7.1).
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e Variables de mortalidad: Se recogio la mortalidad de los pacientes durante su ingreso en

UCI, durante la estancia hospitalaria y a los 28 dias, asi como la estancia en UCI en dias.

4.7 ANALISIS DE BIOMARCADORES

4.7.1 EXTRACCIONES Y TIEMPOS

Dado que el objetivo principal del estudio es conocer la evolucion de las concentraciones
sanguineas de distintos biomarcadores inflamatorios en las primeras 24h de TCRR, se definieron
distintos tiempos para valorar su evolucion: antes de iniciar la dialisis (T0) y a las 24h (T2).
Entre los mecanismos de eliminacion de moléculas con las TCRR (descritos en el apartado 1.2.1)
se encuentra la adsorcidon: esta es maxima en las primeras horas de funcionamiento de las
membranas de dialisis para distintos biomarcadores (IL-6, TNFa, PCT) (136), ocurre
especialmente con las proteinas de pequefio tamafio que se adhieren a la superficie de la
membrana (152), y se ha descrito en distintos tipos de membranas (138).

Para el estudio de nucleosomas hipotetizamos un posible mecanismo de adsorcion inicial al ser
estructuras proteicas de pequefio tamafio, teniendo en cuenta la carga positiva de las histonas
(265) y la carga negativa de las membranas de dialisis (233). Por estas razones, se decidid extraer
muestras sanguineas a la hora de iniciada la didlisis, pre-filtro post-filtro y de efluente, para el
estudio de su posible mecanismo depurativo, definiendo T1 pre-filtro post-filtro y efluente (Ver
Figura 11). Se obtuvo del pre-filtro, post-filtro y de la bolsa de recogida del efluente, una cantidad
de 5ml de sangre por cada extraccion sanguinea y 17 ml de liquido de efluente. Las extracciones
a través del catéter arterial radial se realizaron desechando 3ml de sangre para evitar una dilucion
de la muestra.

En el tiempo 0 (T0), 1h previo al inicio de las TCCR, la extraccion se realizo a través del catéter
arterial radial, con sistema Vacutainer® para rellenar con 5 ml de sangre 2 tubos con EDTA
(etilendiaminotetraacetato) y 1 tubo con separador de gelosa se realizd extraccion de sangre.

Se analizaron: PCT a partir del tubo con EDTA, nucleosomas y HMGBI1 a partir del otro tubo
de EDTA, PCR ¢ IL-6 a partir del tubo con separador de gelosa.

En el tiempo 1 (T1), a los 60 minutos de inicio de la TCRR, se extrajeron las siguientes muestras:
T1 pre-filtro (T1pre): A través de sangre del catéter arterial radial se realizo extraccion de 5 ml
de sangre con sistema Vacutainer® para rellenar tubo con EDTA para analisis de nucleosomas

circulantes.
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T1 post-filtro (T1post): A través del puerto de extraccion posterior al hemofiltro (ver Figura 9)
mediante puncion se realizo extraccion de sangre con jeringa de 5 ml para rellenar tubo con EDTA
para analisis de nucleosomas circulantes.

T1 Efluente: A través del grifo del sistema de recogida de la bolsa de efluente, tras agitar la bolsa
para su correcto mezclado, se extrajeron 17 ml liquido con sistema de recogida de orina estéril
para rellenar 2 tubos con 8,5 ml cada uno de liquido para analisis de nucleosomas circulantes.
En el tiempo 2 (T2) a las 24h de funcionamiento del hemofiltro a través del catéter arterial radial,
se realizé extraccion de sangre con sistema Vacutainer® para rellenar con 5 ml de sangre 2 tubos
con EDTA (etilendiaminotetracetato) y 1 tubo con separador de gelosa. En T2 se analizaron: PCT
a partir del tubo con EDTA, nucleosomas y HMGBI1 a partir del otro tubo de EDTA, PCR e IL-
6 a partir del tubo con separador de gelosa.

El resto de determinaciones analiticas se realizaron segun practica habitual, y fueron realizadas
de la siguiente manera en todos los pacientes: Al ingreso del paciente en UCI: Analitica completa
(hemograma coagulacion y bioquimica completa con funcion hepatica) junto con gasometria
arterial. En TO se realizé de nuevo analitica completa junto con gasometria arterial, previo a la

conexion del hemofiltro. En T2 se realizé nueva analitica completa junto con gasometria arterial.

4.7.2 ANALISIS DE PCT

Por laboratorio de analisis clinicos del Hospital Dr. Peset de Valencia, seglin técnica habitual.
Se realizé determinacion cuantitativa a partir del tubo con EDTA, mediante analizador AQT90
FLEX (Radiometer, Copenhaguen, Denmark). Analizador automatico, de carga continua, que
utiliza tecnologia de inmunoensayo y deteccion mediante fluorimetria de resolucion temporal.
Componentes reactivos: anticuerpos monoclonales anti-PCT de raton captadores aprox
400ng/pocillo, anticuerpos monoclonales anti-PCT de raton trazadores aprox 270ng/pocillo, PCT
recombinante (solo en 8 pocillos del cartucho CAL con antigeno afiadido aprox 0,13 ng/pocillo).
Componente buffer principal TRIS (Tris hidroxi-metil-aminometano).

Datos extraidos del kit de Test de PCT e instrucciones de uso de AQT90 FLEX.

4.7.3 ANALISIS DE PCR

Por laboratorio de analisis clinicos del Hospital Dr. Peset de Valencia, seglin técnica habitual. Se
realizé determinacion cuantitativa a partir del tubo con separador de gelosa, con centrifugado a
3500 rpm 5 minutos y posterior anlisis en suero con moédulo de inmunoensayo Architect de

Abbot mediante método inmunoturbimétrico.
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4.7.4 ANALISIS DE IL-6

Por laboratorio de analisis clinicos del Hospital Dr. Peset de Valencia, seglin técnica habitual.
Se realiz6 determinacion cuantitativa a partir del tubo con separador de gelosa, con centrifugado
a 3500 rpm 5 minutos y posterior analisis en suero con modulo e601 de Cobas de Roche,

mediante inmunoensayo de electroquimioluminiscencia.

4.7.5 ANALISIS DE NUCLEOSOMAS

Para el analisis de nucleosomas, a partir del tubo con EDTA se realizo centrifugado a 3500 rpm
durante 10 min, seguido de pipeteado de plasma y congelacion de alicuotas en ultracongelador a
-80°C, para andlisis posterior. Las muestras se descongelaron en camara fria a 4°C.

Para el analisis se utilizd6 un ELISA “home-made”: formato sandwich usando anticuerpos de
captura y deteccion desarrollados en colaboracion con el grupo de inmunotecnologia del Centro
de Investigacion e Innovacion en Bioingenieria (Ci2B) de la Universidad Politécnica de Valencia.
El anticuerpo de deteccion fue previamente conjugado a peroxidasa usando HRP Conjugation Kit
(Abcam, Cambridge, UK) siguiendo instrucciones del fabricante. Para el inmunoensayo, se utilizo
un volumen de 100 uL por pocillo para todos los pasos del ensayo. Después de cada tiempo de
incubacion, las placas fueron lavadas 4 veces con tampon de lavado (PBS con 0,005 Tween 20).
Primero, las placas de ELISA (Costar #3590, Corning, NY, USA) fueron recubiertos durante una
noche a temperatura ambiente, con anticuerpo primario a 2 ug/mL en 50 mM de tampdn de
carbonato (pH 9,6). Luego, las muestras de plasma se diluyeron 1:5 en tampon de ensayo y fueron
incubadas durante 1h. Tras el lavado, se incubaron con anticuerpo secundario de deteccion a 0,5
pg/mL en tampoén de ensayo y se incubd durante 1h. finalmente la actividad de la peroxidasa se
determiné anadiendo la solucion sustrato (2mg/ml ofenilenediamina y 0,0012 % H>O; en 25 mM
citrato-62 mM fosfato, pH 5,3. Después de 10 min, la reaccion se pard con 2,5 M de acido
sulfurico, y la absorbancia a 490 nm se leyd mediante SpectraMax 190 microplate reader

(Molecular Devices, San José, CA, USA).

4.7.6 ANALISIS DE HMGBI1

Para el analisis de HMGBI1, se tomaron 70 pl de plasma obtenidos del mismo modo descrito en
el punto anterior, y se diluyeron con 30 pl del tampon proporcionado por el kit utilizado, HMGB1
ELISA (IBL; Alemania). Seguidamente se procedio a seguir el protocolo recomendado por el
fabricante utilizando el método sensitivo con una curva patréon de 0 a 10 ng/ml. La absorbancia
se midid en el lector de placas SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices: EEUU) y la

concentracion se calculd mediante interpolacion de los valores de absorbancia en una recta patron.
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4.8 CONSENTIMIENTO INFORMADO

Tras cumplir los criterios de inclusion se solicitdé consentimiento informado al paciente o en su
defecto a los familiares y/o responsables legales. Los datos obtenidos se mantendran bajo estricta
confidencialidad segln los criterios establecidos en la Ley Organica 15/1989 de proteccion de
datos de caracter personal (LOPD), ademas de la Declaracion de Helsinki, Seal 2008 y las
Directrices para la buena practica clinica (CPMP/ICH/135/95)

El estudio fue analizado y aprobado por el Comité de Etica de Investigacion Clinica del Hospital

Dr. Peset de Valencia, codigo 125/15.

4.9 ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizo el programa estadistico IBM SPSS v26. Se realiz6 un analisis estadistico descriptivo de
los datos demograficos, comorbilidades asociadas, escalas de gravedad a su ingreso en UCI y
escalas de fracaso organico en ambos tiempos (T0 y T2) de la muestra estudiada, utilizando la
media y desviacion estandar (DS) para las variables paramétricas y la mediana y el rango
intercuartilico para las variables no paramétricas. De igual manera, las caracteristicas del shock
séptico, los parametros de la técnica de TCRR y la evolucion de los distintos biomarcadores en
TO y T2 fueron analizadas de forma descriptiva.

Posteriormente se realiz6 un estudio comparativo entre ambos tiempos TO y T2 de todos los
biomarcadores, ademas, los nucleosomas se compararon entre los tiempos TO, T1pre T1post y
T2. Se realizd6 comparacion de las disfunciones organicas entre TO y T2. Para explorar la
normalidad de la distribucion de las variables se aplico el test de Kolmogorov Smirnov. Para las
variables de distribucion normal el test estadistico utilizado fue la t de Student para muestras
relacionadas. Para las variables de distribucion no normal, el test no paramétrico utilizado fue la
prueba de Wilcoxon para muestras apareadas y la prueba de Mann-Whitney para muestras
independientes. Para detectar cambios significativos de nucleosomas en los distintos tiempos se
utiliz6 un modelo ANOVA de medidas repetidas. Para examinar la intensidad de asociacion entre
variables cuantitativas (biomarcadores y disfunciones organicas en TO y en T2), se utilizé el
método no paramétrico de correlacion de Rho de Spearman, determinando el coeficiente de
correlacion y su significacion estadistica. También se realizd analisis de diferencias entre
biomarcadores de pacientes en los que existid control de foco séptico vs los que no se controlo el
foco séptico, para ello, se utilizo para las variables de distribucion normal el test paramétrico t de
Student para muestras no apareadas, y para las variables de distribucion no normal el test no
paramétrico U de Mann-Whitney. Se realizdo mismo analisis para otros subgrupos, tales como

estadio de FRA KDIGO 2 vs KDIGO 3, tiempo de evolucion de sepsis (definido por tiempo desde
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inicio de soporte vasopresor) > 24h vs tiempo < 24h. De igual manera se realizo analisis de las
posibles diferencias de biomarcadores entre TO vs T2 separando los pacientes en los mismos
grupos que anteriormente. Para ello se utilizo para las variables de distribucion normal, el test
paramétrico t de Student para muestras apareadas, y para las variables de distribucion no normal
el test no paramétrico de Wilcoxon. Se analizaron los distintos biomarcadores en funcion de la
mortalidad de los pacientes, para detectar si existian diferencias entre los pacientes fallecidos y
los supervivientes, tanto en la UCI como en el hospital y a los 28 dias. Para ello se utilizo el test
paramétrico T de Student para muestras no relacionadas para las variables de distribucion normal,
y el test no paramétrico para muestras no relacionas U de Mann Whitney para las variables de

distribucidén no normal.
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5 RESULTADOS

Tras cumplir criterios de inclusion y ninguno de exclusion, se reclutaron en total 30 pacientes, de
forma consecutiva desde diciembre 2016 hasta enero 2020, de los cuales finalmente se excluyd
el primero por mal etiquetado de las muestras. Dos pacientes fallecieron antes de completar 24h

de TCRR, con lo cual no se pudieron extraer las analiticas correspondientes al tiempo T2.

5.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, CLINICAS Y
SCORES DE GRAVEDAD DE LOS PACIENTES

La edad media de los pacientes fue de 67 afios, con predominio del sexo masculino (76% de los
casos), el indice Charlson de comorbilidades fue de 2 (0-5) y las escalas APACHE II y SOFA al
ingreso fueron respectivamente de 28 + 10 y de 11 + 3. La gravedad estimada de los pacientes a
las 24h segin la escala APACHE 11 situ6 a los pacientes en una franja de mortalidad estimada del
55%. Las comorbilidades mas frecuentes fueron: hipertension arterial (presente en un 62% de los
pacientes), seguido de dislipemia (48%) diabetes mellitus (41%), enfermedad pulmonar

obstructiva cronica (EPOC) (17%), y cardiopatia isquémica cronica (14%) (Tabla 7).

Caracteristicas Global (n=29)
Edad, afios * 6714
Sexo, varon n (%) 22 (76%)
indice Charlson ® 2 (0-5)
APACHE 11 * 28+10
SOFA al ingreso * 11+£3
Hipertension arterial, n (%) 18 (62%)
Diabetes Mellitus, n (%) 12 (41%)
Dislipemia, n (%) 14 (48%)
Cardiopatia isquémica, n (%) 4 (14%)
EPOC, n (%) 5 (17%)

Tabla 7. Caracteristicas demograficas, comorbilidades y gravedad de los pacientes al ingreso en la
UCIL.

Se describen las caracteristicas mas importantes de los pacientes mediante porcentaje %, * Media y DS, o
® Mediana y rango intercuartilico, del global de pacientes.
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5.2 CARACTERISTICAS DE LA INFECCION

Todos los pacientes fueron diagnosticados de shock séptico, segun criterios de Singer et al (1).

El origen de la sepsis mas frecuente fue el abdominal (38%), seguido del respiratorio (21%) y
urologico (17%); otros focos por orden de frecuencia fueron: origen desconocido (10%),
endocarditis infecciosa (7%), piel y partes blandas (7%) (Figura 12A). La sepsis fue provocada
en la mayoria de pacientes por microrganismos gram-negativos (53%) seguido de gram-positivos
(34%). Entre los gram-negativos, los aislamientos mas frecuentes fueron Escherichia coli (5
pacientes, 17% del total), entre los gram-positivos los mas frecuentes fueron Staphylococcus
aureus (3 pacientes, 10 % del total). Hubo un 10% de pacientes donde no se aislé microrganismo

responsable y un 3% de las sepsis fue de origen fungico (Figura 12B).

FOCO (%) MICROORGANISMO (%)
Piel/partes pesconocido
blandas 10%

7% Hongos

Abdominal
38%

30/
270

Gram-
negativo
53%

Gram-
positivo
34%

Respiratorio
21%

Uroldgico
17%

Figura 12. Caracteristicas de la infeccion.

(A) Porcentaje de casos con origen del foco en los sistemas indicados. El niimero del interior del grafico
representa los casos totales. (B) Porcentaje de casos en los que se pudo identificar el microorganismo
responsable de la infeccion. El numero del interior del grafico representa los casos totales. Gram-negativo:
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Haemophilus parainfluenzae, Neisseria meningitidis, Serratia
marcescens, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Haemophilus
influenzae; Gram-positivo: Bacillus spp, Streptococcus mitis, Streptococcus anginosus, Streptococcus
schleiferi, Staphylococcus aureus, Bifidobacterium longum, Clostridium difficile, Enterococcus faecium;
Hongos: Candida albicans; No aislamientos: pacientes en los que no se consigui6 aislar microorganismos.

Se logrd control del foco séptico previo a la conexion al hemofiltro en 21 (72%) de los pacientes,
no siendo posible en 8 pacientes (28%). La sepsis cursé con hemocultivos positivos en 8§ pacientes

(28%), correspondiéndose con bacteriemias secundarias al foco séptico.
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5.3 PARAMETROS DE LAS TCRR APLICADAS, ESTADIO DEL
FRACASO RENAL E INICIO DE LAS TCRR

El tiempo de evolucion de la sepsis al inicio de las TCRR fue de 24h (15-48) (definido como el
tiempo transcurrido desde el inicio de los farmacos vasopresores). En el 79% de los pacientes se
iniciaron las TCRR en estadio 3 segiin KDIGO, el 21% presentaron estadio 2 KDIGO. La dosis
media de dialisis en T1 fue de 24ml/kg/h (£ 3), con flujo de sangre de 100ml/h (100-120) con 0
ml/h de extraccion de liquido en T1 (Tabla 8).

Caracteristicas de las TCRR Frecuencia (%)
Inicio de las TCRR (horas)* 24 (15-48)
Estadio 2 KDIGO 6 (21%)
Estadio 3 KDIGO 23 (79%)
Dosis de didlisis T1 ®(ml/kg) 24£3
Dosis de extraccion T1 # (ml/h) 0 (0-50)
Flujos de sangre (ml/min) ? 100 (100-120)

Tabla 8. Caracteristicas de las TCRR y estadio del fracaso renal.

Se describen las caracteristicas de las TCRR usadas en los pacientes, dosis en ml/kg o ml/h, flujos en
ml/min, estadios de fracaso renal segin KDIGO y tiempo de inicio en horas, mediante porcentaje (%) *
mediana y rango intercuartilico o media + DS®.

5.4 EVOLUCION CLINICA DE LOS PACIENTES A LAS 24H

Se analizé la respuesta clinica de los pacientes entre TO y T2 mediante la escala SOFA
(desglosados todos los items que la componen), asi como pH arterial, urea y creatinina plasmatica
y lactato arterial. En las primeras 24h de TCRR los pacientes presentaron un descenso
significativo de SOFA, pasando de 13 =2 en TO a 11 £ 4 en T2, con p < 0,006. El apoyo
vasopresor con noradrenalina también disminuyé comparando ambos tiempos, de 0,39 pg/kg/min
+0,29 en TO a 0,25 pg/kg/min + 0,26, también estadisticamente significativo, con p < 0,002. Las
variaciones entre TO y T2 de la relacion PaO2/FiO2, concentracion plasmatica de bilirrubina y
lactato arterial no tuvieron significacion estadistica; sin embargo, se observo una correccion del
pH sanguineo arterial, con significacion estadistica, pasando de 7,27 £ 0,10 en TO a 7,37 £ 0,12
en T2, con p <0,0001. La cifra de plaquetas en sangre present6 un descenso de 149.10°+ 115.10°

en TO a 119.10° + 103.10° en T2, con significacion estadistica, p < 0,001 (Tabla 9).
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Parametros clinicos TO T2 p
SOFA P 13£2 11+4 0,006
Noradrenalina

(ng/kg/min) " 0,39+ 0,29 0,25+ 0,26 0,002
PaO»/FiO, ® 253 +123 270 £ 115 0,331
Plaquetas ® 149000 = 115000 119000 + 103000 0,001
Bilirrubina ° (mg/dl) 3,1+6 3£5 0,656
Creatinina (mg/dl) 3,7t 1,7 2,1+0,9 0,0001
Urea ® (mg/dl) 147+ 70 85 +46 0,0001
Lactato ® (mmol/l) 2,5+2 23+3 0,749
pH arterial 7,27+ 0,10 7,37+ 0,12 0,0001

Tabla 9. Comparacion de parametros clinicos y escala SOFA entre TOy T2.

® Media y DS; Los resultados estadisticamente significativos estin resaltados en negrita. Se detallan las
variables clinicas analizadas, escala SOFA con los items que la componen, ademas de urea y creatinina
plasmatica en mg/dl, concentracion de lactato en mmol/l y pH arterial, tanto en el Tiempo TO como en el
Tiempo T2, asi como el resultado de la significacion del test estadistico aplicado (p).

5.5 BIOMARCADORES

En base al objetivo principal, se hizo un analisis exhaustivo de biomarcadores, para lo cual se
analizaron las principales determinaciones utilizadas en el manejo clinico del paciente séptico
(tales como PCT PCR e IL-6); ademas, se centr6 la atencion en la posible utilidad de
biomarcadores del tipo nucleosomas circulantes y HMGBI1 de cara a conocer su influencia en la
patogenia de la sepsis, asi como su posible susceptibilidad a ser eliminados mediante las TCRR.
Para ello, se compararon las concentraciones de los distintos biomarcadores entre TO y T2 (Figura
13). Las concentraciones de PCT disminuyeron de manera significativa entre TO y T2, pasando
de valores medios de 26,6 ng/ml +- 34,1 en TO a valores de 17,9ng/ml +-25,7 en T2, con p 0,012;
de igual manera descendio la concentracion de IL-6 de 9858 pg/ml +- 21486 en TO a 1206 pg/ml
+- 2760 en T2, con p < 0,039. Sin embargo, los valores de nucleosomas en sangre no sufrieron
cambios estadisticamente significativos entre TO y T2, con 3,62 +- 3,46 ug/ml en TO y 3,54 +-
3,79 pg/ml en T2; tampoco los valores de HMGB1 pasando de 9,09 +-10,01ng/ml en TO a 11,05
+- 18,11 ng/ml en T2, ni tampoco los valores de PCR variaron de manera significativa, 245 mg/ml

+- 145 en TO y 264 mg/ml +-127 en T2 (Figura 13B, Figura 13C).
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PCT IL-6 PCR
80+ 40000+ 500+
—* —
60 30000- A‘ 400+ T
- — 3004
£ 40 £ 20000 2
£ a 200+
204 10000+ 100-
0- 0- 0-
TO T2 T0 T2 TO T2
B
HMGB1 NUCLEOSOMAS
40 10+
30 8
- - 6
5 201 5
= = 44
104 2]
0- 0-
TO T2 TO PRE POST T2
—_
™
C
Biomarcadores T0 T2 p valor
PCT ng/ml 27134 18+26 0,012
IL-6 pg/ml 9858 +21486 1206+2760 0,039
PCR mg/1 245145 264 £ 127 0.301
Nucleosomas pg/ml 3.62 346 354£3.79 0.900
HMBGI1 ng/ml 9.09 £10.01 11,05 £18.11 0.243
Biomarcador T0 T1 pre T1post T2 P valor
Nucleosomas pg/ml 3621346 | 3.66£3.67 | 3.55£3,68 | 3.54£3.79 0.38

Figura 13. Evolucion de biomarcadores.

(A) Medida de los niveles de procalcitonina (PCT), interleukina-6 (IL-6) y proteina C reactiva (PCR) en
plasma de pacientes, mediante kit ELISA. (B) Medida de los niveles de nucleosomas y HMGB1 en plasma
de pacientes, mediante kit ELISA (ver Material y Métodos para mas detalles). Los graficos muestran
valores promedio y la desviacion estandar (* p < 0,05). (C) Valores numéricos de los promedios
representados en los graficos, + desviacion estandar. T1 pre: prefiltro; T1 post: post-filtro.
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5.5.1 EVOLUCION DE BIOMARCADORES POR SUBGRUPOS

La falta de diferencias en las concentraciones de nucleosomas y HMGBI1 en los diferentes tiempos
analizados parecen indicar que las TCRR no afecta de forma especifica a estas moléculas, y si a
otros biomarcadores tales como IL-6 y PCT. Dada la relacion entre los biomarcadores analizados
y la fisiopatologia de la sepsis, teniendo en cuenta la correlacion descrita entre ellos y la gravedad
de los pacientes, se decidio dividir la muestra en subgrupos y analizar en ellos el comportamiento
de los biomarcadores.

Teniendo en cuenta el diferente momento evolutivo de la sepsis de los pacientes en el momento
de iniciarse la dialisis y las diferentes caracteristicas de la misma, se realizaron varios subgrupos

donde se compar? la evolucion de los distintos biomarcadores de TO a T2. Los subgrupos fueron:

1. Tiempo de evolucion de la sepsis < 24h vs > 24h (definido por inicio de soporte con
noradrenalina)

2. Control de foco séptico vs no control de foco séptico

Analizando los biomarcadores en el subgrupo de pacientes con tiempo de evolucion de la sepsis
menor de 24h (definido por tiempo desde el inicio de apoyo vasopresor), se observo que la IL-6
se redujo de manera estadisticamente significativa, pasando de 16252 + 26324 pg/ml en TO a
1691 + 3484 pg/ml en T2, con p 0,04, y que la PCR aumento6 de 204 + 139 mg/l en TO a 252 +
132 mg/l en T2. Para el resto de biomarcadores los cambios detectados no tuvieron significacion
estadistica (Figura 14).

En el subgrupo de pacientes con tiempo de evolucion de sepsis mayor de 24h, que fueron 21
pacientes (72%), los nucleosomas descendieron de 2,94 + 2,35 pg/ml en TO a 1,76 £ 2,08 ug/ml
en T2 (p 0,03) yla PCT descendi6 de 24 + 34 ng/mlen TO a 12 = 17 ng/ml en T2 ( p 0,05) (Figura
14).
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Biomarcadores (n 21. 72%) T0 T2 p
Nucleosomas mcg/ml 2,94+2.35 1,76 +2,08 0,03
HMGB1 mcg/ml 6.25+5,01 335+1.26 0,08
IL-6 pg/ml 557+ 540 500+ 819 0,67
PCT ng/ml 24+34 12+17 0,05
PCR mg/l 304+ 139 280+ 123 0,43

Figura 14. Evolucion de biomarcadores en funcion del tiempo de evolucion de sepsis.

Medidas de los niveles de (A) nucleosomas y HMGBI1 (B) de interleukina-6 (IL-6) (C) de procalcitonina
(PCT) y (D) de proteina C reactiva (PCR) en plasma de pacientes, tanto en pacientes con sepsis < 24h de
evolucion y > 24h de evolucion, en ambos tiempos (TO y T2). Los graficos muestran las medidas obtenidas,
valores promedio y la desviacion estandar (* p < 0,05). (E) Valores numéricos de los promedios
representados en los graficos, + desviacion estandar.

En el subgrupo de pacientes en los que se controld el foco séptico previo a la conexion a las
TCRR, que fueron 21 pacientes, 72% del total, la PCT descendié de TO a T2 de 27 + 35 ng/ml a

17 £ 24 ng/ml (p 0,03) (Figura 15). En el subgrupo de pacientes en los que no se logré el control
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del foco séptico previo a la conexion del hemofiltro, que fueron 8 pacientes (28% del total), la

PCT descendi6 entre TO y T2, de 24 + 34 ng/ml a 19 + 32 ng/ml ( p 0,01) (Figura 15C).
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Figura 15. Evolucion de biomarcadores en funcion del control de foco séptico.

Medidas de los niveles de (A) nucleosomas y HMGB1) (B) de interleukina-6 (IL-6) (C) de procalcitonina
(PCT) y (D) de proteina C reactiva (PCR) en plasma de pacientes, mediante kit ELISA, en pacientes con
control y sin control de foco, en ambos tiempos (T0 y T2). Los graficos muestran las medidas obtenidas,
valores promedio y la desviacion estandar (* p < 0,05). (E) Valores numéricos de los promedios
representados en los graficos, + desviacion estandar.
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5.52 COMPARACION DE BIOMARCADORES POR SUBGRUPOS

Al establecer esta nueva division de los pacientes, se realizaron también comparaciones de
biomarcadores entre los diferentes subgrupos, para determinar la importancia del control o no del
foco séptico y del tiempo de evolucion de la sepsis en ellos. No hubo diferencias estadisticamente

significativas entre pacientes con control de foco vs pacientes sin control de foco para ningtin

biomarcador (Tablas 10 y 11).

Biomarcadores Control de foco No control P
(n21) de foco (n 8)

Nucleosomas T0 pg/ml 3,79 £3,76 3,14£2,71 0,84
Nucleosomas T2 pg/ml 3,17+3,86 4,64 + 3,66 0,35
HMGBI TO0 pg/ml 7,40 + 6,58 12,76 £ 1525 | 0,38
HMGBI T2 pg/ml 7,88 + 14,40 17,90 £24,57 | 0,11
IL-6 TO pg/ml 9555 £ 23200 10723 £ 17547 0,65
IL-6 T2 pg/ml 545 + 849 3096 £ 5011 0,23
PCT TO ng/ml 27134 24+ 34 0,89
PCT T2 ng/ml 17+24 19+32 0,81
PCR TO0 mg/1 222 +£134 308 + 168 0,31
PCR T2 mg/l 239+ 124 334 £113 0,88

Tabla 10. Comparacion de biomarcadores en funcion del control de foco.

Medidas de los niveles de nucleosomas, HMGBI, interleukina 6 (IL-6), procalcitonina (PCT) y proteina C
reactiva (PCR) en plasma de pacientes, mediante kit ELISA, en pacientes con control de foco y sin control
de foco.

Se detectaron niveles mas altos de nucleosomas en los pacientes en los que el tiempo de evolucion
de la sepsis fue menor de 24h comparados con aquellos con tiempo de evolucion superior a 24h:
4,82 £4,26 ug/ml vs 1,76 £2,08 ug/ml con p 0,03. (Tabla 11). Estos resultados evidencian una
mayor concentracion de nucleosomas en las fases mas iniciales de los pacientes en shock séptico,

en concreto en las primeras 24h de soporte vasopresor.
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Biomarcadores Sepsis < 24h Sepsis > 24h p
(n 16) (n 13)
Nucleosomas TO pg/ml 4,19 £4,20 2,94 +2,35 0,37
Nucleosomas T2 pg/ml 4,82+ 4,26 1,76 + 2,08 0,03
HMGBI1 T0 pg/ml 11,65+ 12,74 6,25 £5,01 0,25
HMGBI T2 pg/ml 17,98 £23,29 3,35+£1,26 0,08

IL-6 TO pg/ml 16252 +£26324 3106 + 8653 0,09

IL-6 T2 pg/ml 1691 + 3484 500 =819 0,28
PCT TO ng/ml 28 £35 25132 0,08
PCT T2 ng/ml 21£30 13£17 0,40
PCR TO mg/l 204 £ 139 279 £ 141 0,16
PCR T2 mg/l 252 £132 280 £ 123 0,58

Tabla 11. Comparacion entre biomarcadores con sepsis <24h vs >24h.

Medidas de los niveles de nucleosomas, HMGBI, interleukina 6 (IL-6), procalcitonina (PCT) y proteina C
reactiva (PCR) en plasma de pacientes, mediante kit ELISA, en pacientes con sepsis < 24h evolucion y >
24h evolucion.

5.6 CORRELACIONES ENTRE BIOMARCADORES Y
DISFUNCIONES ORGANICAS

Como objetivos secundarios del estudio, se explord la posible relacion entre los biomarcadores
analizados y los parametros clinicos, mediante el test de correlaciones Rho de Spearman. En la
figura 16 se exponen los coeficientes de correlacion entre las distintas variables mediante un
codigo de colores en los tiempos TO y T2 que se exponen con mayor detalle en los siguientes

apartados.
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Figura 16. Resumen de correlaciones no paramétricas mediante Rho de Spearman.

Resultados de las correlaciones obtenidas en (A) el tiempo TO y (B) el tiempo T2 entre los biomarcadores
procalcitonina (PCT), interleukina-6 (IL-6), proteina C reactiva (PCR), HMGBI, nucleosomas, escala
SOFA, y los items de fracasos organicos (cardiovascular mediante dosis de noradrenalina (Nora);
respiratorio mediante relacion PaO2/FiO2; renal mediante creatinina plasmatica (Cr); coagulacion
mediante cifra de plaquetas; y hepatico mediante bilirrubina total plasmatica (Bt). Ver Tablas
Suplementarias 1 y 2 para el detalle numérico de los coeficientes de correlacion y su p valor

correspondiente.
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5.6.1 CORRELACIONES ENTRE BIOMARCADORES Y VARIABLES
CLINICAS

La escala SOFA informa del fracaso organico global y esta compuesta por variables clinicas
referidas al sistema cardiovascular, hepatico, renal, de coagulacion y respiratorio. En el estudio
se exploro la relacion existente entre los biomarcadores con el SOFA asi como con cada una de

las variables que componen la escala (Figura 16-18; Tablas 12-13; Tablas suplementarias 1-4).

En TO hubo correlacion positiva entre SOFA y PCT (Tabla 12) ademas en T2 se observo una
correlacion positiva entre la escala SOFA y PCT (Tabla 13), SOFA y HMGBI (Tabla 13, Figura
17C) y SOFA y nucleosomas (Tabla 13, Figura 17C).

Al analizar los fracasos organicos de forma detallada, en TO hubo correlacion positiva entre
nucleosomas y el fracaso cardiovascular (dosis de noradrenalina) (Tabla 12), nucleosomas y
fracaso respiratorio (relacion PaO2/FiO2) (Ver Tabla suplementaria 3), nucleosomas y fracaso de
coagulacion (cifra de plaquetas) (Tabla 12, Figura 17A). Y se observo una correlacion negativa
entre nucleosomas y fracaso renal (creatinina plasmatica, Cr) (Tabla suplementaria 3). En T2
hallamos correlacion negativa entre los nucleosomas y el fracaso de coagulacion ( Tabla 13,
Figura 17B) y correlacion positiva entre nucleosomas y fracaso hepatico (Tabla 13, Figura 17B).
En TO también hallamos correlaciones negativas entre HMGBI1 y fracaso respiratorio (Tabla 12,
Figura 17A), y correlacion positiva entre HMGBI1 y fracaso cardiovascular (Tabla 12, Figura
17A). En T2 hubo correlacion positiva entre HMGB1 y fracaso cardiovascular (Tabla 13, Figura
17B). En TO hallamos correlacion positiva entre la PCT con el fracaso cardiovascular (Tabla 12),
en T2 hubo correlacion negativa entre PCT y fracaso respiratorio (Tabla 13) y correlacion positiva
entre PCT y fracaso hepatico (Tabla 13). En TO la IL-6 tuvo correlacion positiva con el fracaso
cardiovascular (Tabla 12), en T2 no hubo correlaciones significativas entre la IL-6 y ninglin
fracaso organico. La PCR no tuvo correlaciones significativas con fracasos organicos, ni en TO

ni en T2, ni con la escala SOFA.
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SOFA TO |PaO2/FiO2| NoraTO | Plaquetas

TO TO
0,0379* 0,512%*
PCT TO
(0,043) (0,005)
0,507**
IL-6 TO
(0,005)
-0,565% 0,474%
HMGBI T0

(0,012) (0,040)
0,406* | 0,849%%*
(0,039) | (0,0001)

Nucleosomas TO

Tabla 12. Correlaciones no paramétricas mediante Rho de Spearman con significacion con
significacion bilateral de biomarcadores y parametros de disfunciones organicas en TO.

Resultados de las correlaciones obtenidas en el tiempo TO entre la escala SOFA vy los items de fracasos
organicos (respiratorio mediante relacion PaO2/Fi02; cardiovascular mediante dosis de noradrenalina
(Nora T0)) con procalcitonina (PCT), interleukina-6 (IL-6), HMGBI1 y nucleosomas. Nora: noradrenalina.
Se representa el coeficiente de correlacion y su significacion estadistica *** correlacion significativa en el
nivel 0,001 (bilateral) ** correlacion significativa en el nivel 0,01 (bilateral) * correlacion es significativa
en el nivel 0,05 (bilateral).

SOFA T2 | PaO2/FiO2 | Plaquetas BT Nora
T2 T2 T2 T2
0,534%* -0,395* 0,404* 0,423*
PCT T2
(0,004) (0,042) (0,037) | (0,028)
0,488* 0,479*
HMGBI1 T2
(0,034) (0,038)
0,733%** -0,631** 0,463*
Nucleosomas T2
(0,0001) (0,001) (0,023)

Tabla 13. Correlaciones no paramétricas mediante Rho de Spearman con significacion bilateral de
biomarcadores y parametros de disfunciones organicas en T2.

Resultados de las correlaciones obtenidas en el tiempo T2 entre la escala SOFA vy los items de fracasos
organicos (respiratorio mediante relacion PaO2/Fi02; coagulacion mediante cifra de plaquetas, hepatico
mediante bilirrubina total plasmatica (BT), cardiovascular mediante dosis de noradrenalina (Nora TO0) y
renal mediante creatinina plasmatica (Cr)) , con procalcitonina (PCT), HMGBI1 y nucleosomas. Se
representa el coeficiente de correlacion y su significacion estadistica ** correlacion significativa en el nivel
0,01 (bilateral) * correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
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Figura 17. Correlaciones no paramétricas mediante Rho de Spearman con significacion bilateral
entre nucleoproteinas e indicadores de dafio organico.

Resultados de las correlaciones obtenidas en (A) el tiempo TO y (B) y (C) el tiempo T2 entre los items de
fracasos organicos (respiratorio mediante relacion PaO2/Fi02; coagulacion mediante cifra de plaquetas,
hepatico mediante bilirrubina total plasmatica (BT), cardiovascular mediante dosis de noradrenalina (Nora
T0) y renal mediante creatinina plasmatica (Cr)) , con procalcitonina (PCT), la escala SOFA, y las
nucleosomas HMGB1 y nucleosomas. Se representa el coeficiente de correlacion y su significacion
estadistica *** correlacion significativa en el nivel 0,001 (bilateral); ** correlacion significativa en el nivel
0,01 (bilateral); * correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

5.6.2 CORRELACIONES ENTRE BIOMARCADORES

A partir de la matriz de correlaciones obtenida al analizar conjuntamente todos los biomarcadores
(Figura 16), se analizaron de manera pormenorizada aquellas relaciones estadisticamente
significativas en las que el coeficiente de correlacion fuese superior a 0,5 /— 0,5 en TO y en T2.

En TO los nucleosomas se correlacionaron de forma negativa con la PCR (Tabla 14, Figura 18A).

En T2 los nucleosomas se correlacionaron de forma positiva con la PCT (Tabla 15, Figura 18B).
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En TO la HMGBI1 se correlacion6é de forma positiva con la IL-6 (Tabla 14, Figura 18A), y en T2
la HMGBI se correlacion6 de forma positiva con la PCT (Tabla 15, Figura 18B) . En TO la PCT
se correlaciond de forma positiva con la IL-6 (Tabla 14; Figura 18A). En T2 la IL-6 se
correlaciond de forma positiva con la PCR (Tabla 15; Figura 18B).

IL-6 HMGB1 Nucleosomas
TO TO TO

0,554*

PCT TO ng/ml
(0,002)

IL-6 TO pg/ml 0,577

- m
P (0,0094)
PCR T0 mg/Il -0,475* (0,014)

Tabla 14. Correlaciones no paramétricas mediante Rho de Spearman con significacion bilateral de
biomarcadores en TO.

Resultados de las correlaciones obtenidas en el tiempo TO entre procalcitonina (PCT), interleukina-6 (IL-
6), proteina C reactiva (PCR), HMGBI1 y nucleosomas. Se representa el coeficiente de correlacion y su
significacion estadistica, ** correlacion significativa en el nivel 0,01 (bilateral) * correlacion es
significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

PCR HMGB1 Nucleosomas
T2 T2 T2
PCT T2 0,479* 0,475%
ng/ml (0,038) (0,019)
IL-6 T2 0,67 1%**
pg/ml (0,0001)

Tabla 15. Correlaciones no paramétricas mediante Rho de Spearman con significacion bilateral de
biomarcadores en T2.

Resultados de las correlaciones obtenidas en el tiempo T2 entre la procalcitonina (PCT), interleukina-6 (IL-
6), proteina C reactiva (PCR), HMGBI1 y nucleosomas. Se representa el coeficiente de correlacion y su
significacion estadistica *** correlacion significativa en el nivel 0,001 (bilateral) * correlacion es
significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
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Figura 18. Correlaciones no paramétricas mediante Rho de Spearman con significacion bilateral de
biomarcadores.

Resultados de las correlaciones obtenidas en (A) el tiempo TO y (B) el tiempo T2 entre procalcitonina
(PCT), interleukina-6 (IL-6), proteina C reactiva (PCR), HMGBI1 y nucleosomas. Se representa el
coeficiente de correlacion y su significacion estadistica, *** correlacion significativa en el nivel 0,001
(bilateral); ** correlacion significativa en el nivel 0,01 (bilateral); * correlacion es significativa en el nivel
0,05 (bilateral).

5.7 MORTALIDAD Y ESTANCIA EN UCI

Se analizaron los distintos biomarcadores en funcion de la mortalidad de los pacientes, para
detectar si existian diferencias entre los pacientes fallecidos y los supervivientes, tanto en la UCI
como en el hospital y a los 28 dias. La estancia media en UCI de los pacientes fue de 11 dias (+
2), 14 pacientes (48,3 %) fallecieron en UCI, la mortalidad hospitalaria fue del 51,7% (15
pacientes), y la mortalidad a los 28 dias no vari6, permaneciendo en un 51,7% (15 pacientes). Los
pacientes fallecidos en UCI tuvieron niveles mas altos de HMGB1 en T2 con respecto a los no
fallecidos, 14,81 ug/ml (£ 7,59) vs 10,60 (+ 6,43), con p < 0,05. Para el resto de biomarcadores

los cambios detectados no tuvieron significacion estadistica (Tabla 28).
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Biomarcador Supervivientes Muertos en UCI p
(n 15) (n 14)

HMGBI TO pg/ml 9,55 (£ 2,68) 10,94 (+4,37) 0,74
HMGB1 T2 pg/ml 10,60 (+ 6,43) 14,81 (£ 7,59) 0,05
Nucleosomas T0 pg/ml 2,67 (x1,12) 2,79 (£ 0,81) 0,37
Nucleosomas T2 pg/ml 1,71 (£ 0,84) 3,05 (+1,18) 0,50
IL-6 TO pg/ml 10457 £26325 10254 £+ 14753 0,98
IL-6 T2 pg/ml 442 £ 713 2162 +3945 0,11
PCT TO ng/ml 32138 21 £27 0,38
PCT T2 ng/ml 20 £27 15+ 25 0,56
PCR TO0 mg/Il 230 £ 161 246 £ 127 0,77
PCR T2 mg/l 252 £ 130 280 £ 127 0,58

Tabla 16. Comparacion de biomarcadores en TO y T2 en funcion de mortalidad en UCI.

Medidas de los niveles de HMGBI1, nucleosomas, interleukina 6 (IL-6), procalcitonina (PCT) y proteina C
reactiva (PCR) en plasma de pacientes, mediante kit ELISA, en pacientes supervivientes y fallecidos en
UCL

La mortalidad hospitalaria y la mortalidad a los 28 dias no vari6. No se detectaron diferencias
estadisticamente significativas entre los biomarcadores analizados en funcién de la mortalidad

hospitalaria y a los 28 dias (Tabla 17).

Biomarcador Supervivientes Muertos en p
(n 14) hospital y 28 dias
(n 15)

HMGBI TO pg/ml 10,24 £ 2,99 10,25+ 4,23 0,87
HMGBI1 T2 pg/ml 11,74 £ 7,31 13,46 £ 6,83 0,12
Nucleosomas T0 pg/ml 2,94 £ 1,25 2,56 +0,75 0,61
Nucleosomas T2 pg/ml 1,87 +0,96 2,78 +1,07 0,77
IL-6 TO pg/ml 11137 £27182 9633 + 14419 0,86
IL-6 T2 pg/ml 459 + 736 2011 +3816 0,15
PCT TO ng/ml 33+£39 20£26 0,29
PCT T2 ng/ml 21 £27 14 £ 27 0,48
PCR TO0 mg/1 209 £ 143 265 £ 143 0,29
PCR T2 mg/l 237 +122 293 +130 0,26

Tabla 17. Comparacion de biomarcadores en TO y T2 en funcion de mortalidad hospitalaria y a los
28 dias.

Medidas de los niveles de HM GBI, nucleosomas, interleukina 6 (IL-6), procalcitonina (PCT) y proteina C

reactiva (PCR) en plasma de pacientes, mediante kit ELISA, en pacientes supervivientes y fallecidos en
hospital y a los 28 dias.
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Analizados en conjunto, estos resultados corroboran la relevancia del analisis pormenorizado de
paneles de biomarcadores complejos, asi como de interrelacionarlos con las variables clinicas de
los pacientes, para llegar a definir perfiles de gravedad, con mayor probabilidad de sufrir fracasos
organicos y de exitus. Una vez identificados estos perfiles, se podria realizar un abordaje precoz
de la sepsis, mediante monitorizacion exhaustiva, aplicacion de tratamiento precoz, donde habria
que analizar también el potencial terapéutico de las TCRR. Los resultados obtenidos en cuanto a
las concentraciones de nucleosomas y HMGBI1 indican que estas moléculas no parecen verse
afectadas por esta técnica de TCRR, aunque en pacientes cuya sepsis tenia mas de 24h de
evolucion de soporte vasopresor si que se evidencia una reduccion de nucleosomas en T2 vs TO
(marcando la importancia del momento evolutivo de la sepsis para el estudio de los
biomarcadores), y de igual manera se objetiva que en los pacientes con menos tiempo de
evolucion de la sepsis las histonas y nucleosomas son mas elevadas en T2 vs TO, poniendo en
evidencia una marcada importancia de los nucleosomas en las fases mas iniciales del shock
séptico, con una elevacion en las primeras 48h y un posterior descenso. No obstante, si que hemos
obtenido correlaciones entre la escala SOFA y HMGBI, igual que entre SOFA y nucleosomas;
también se ha evidenciado correlacion entre nucleosomas y fracaso cardiovascular, respiratorio,
renal, coagulacion y hepatico. Asi mismo, HMGBI se correlaciona con el fracaso respiratorio y
hemodinamico. Ademads, se han encontrado correlaciones significativas entre nucleosomas y
HMGBI, y entre ellas y el resto de biomarcadores estudiados (PCT, PCR e IL-6). Destaca también
que los pacientes criticos fallecidos en UCI tienen unas concentraciones mas altas de HMGB1 en
T2 comparados con los que sobreviven, hecho que confirma el valor prondstico de los
nucleosomas en los pacientes sépticos.

Por altimo, el analisis conjunto de nucleosomas y HMGB1 junto a biomarcadores clasicos como
PCT, IL-6 y PCR podria ayudar a definir el pronostico de subgrupos especificos de pacientes

criticos.
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6 DISCUSION

La sepsis es uno de los mayores retos de la medicina en la actualidad. Su incidencia mundial a lo
largo de las ultimas décadas va en aumento, tanto que se ha convertido en una de las causas de
ingreso en unidades de cuidados intensivos mas frecuentes, con una mortalidad que ha ido
disminuyendo de forma paralela, a pesar de lo cual aquella asociada al shock séptico llega a
cifrarse en torno al 40% en Europa (Ver apartado 1.1.2.4). No solo supone un problema de salud
por la mortalidad que conlleva, sino también por las secuelas debidas a alteraciones funcionales,
cognitivas y de inmunodepresion de los enfermos, con los consiguientes costes econdmicos y
sociales. En su variante mas grave, el shock séptico, la sepsis asocia con frecuencia fracaso renal,
entre otros fracasos organicos, y la necesidad de TCRR en este grupo de pacientes ha aumentado
a lo largo de los ultimos afos. El papel de las TCRR en el paciente séptico ha sido objeto de
estudio en la literatura, no solo por servir de soporte renal en cuanto a eliminacion de agua y
solutos, sino también por su posible funcién de inmunomodulacion mediante la eliminacion de
mediadores inflamatorios, que limitaria el dafio que estos producen en diferentes érganos. Han
sido y son objeto de estudio en las TCRR el momento de inicio, la dosis y la modalidad (dialisis,
conveccion, hemoperfusion), y para ello se han estudiado mediadores inflamatorios en los
pacientes, sobre todo citoquinas inflamatorias, hallando altos niveles de ellas entre los fallecidos
(Ver apartado 1.2.4.). En la sepsis, los biomarcadores tienen un papel fundamental en varias
etapas del proceso: en el momento del diagnostico, como predictores de mortalidad, como guia
del tratamiento antibiodtico y para identificar perfiles de riesgo y estratificar. Dados los fallos de
los biomarcadores, la combinacion de estos en paneles puede ser superior a cada uno por
separado. Las nucleoproteinas estan presentes en los momentos iniciales de la sepsis, activando
la respuesta inflamatoria, y su estudio ha abierto un nuevo camino en el diagndstico y también en
el prondstico de los pacientes con sepsis. En este contexto, nuestro interés se ha centrado en
estudiar si los nucleosomas y la HMGB1 podian constituir biomarcadores adecuados en los
pacientes en shock séptico con fracaso renal asociado, si las TCRR podian eliminar estas
moléculas y mediante qué mecanismos, y si sus niveles se relacionaban con la gravedad de los
pacientes, los fracasos organicos y la mortalidad. Para resolver esta incognita realizamos un
estudio observacional prospectivo longitudinal de 30 pacientes ingresados en el servicio de
Medicina Intensiva del Hospital Dr. Peset, con diagndstico de shock séptico y FRA sometidos a
TCRR con HDVVC con anticoagulacion regional con citrato, donde se analizaron PCT, PCR, IL-
6, nucleosomas y HMGB1 previo a la conexion del hemofiltro y a las 24h de terapia. Ademas,
para nucleosomas se analizaron concentraciones a la hora del inicio en el pre-filtro, post-filtro y
en efluente. Se recogieron en los distintos tiempos variables clinicas para determinar la evolucion

de los fracasos organicos y su relacion con los biomarcadores.
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6.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES Y DE LAS TCRR

En cuanto a las caracteristicas de los sujetos del estudio, la edad media fue de 67 afios, hubo
predominancia del sexo masculino, las escalas APACHE II y SOFA al ingreso fueron elevadas:
28 £ 10 y 11 + 3 respectivamente. Los focos mas frecuentes fueron el abdominal seguido del
respiratorio y los microrganismos responsables fueron en su mayoria gram-negativos (52%)
siendo Escherichia coli el mas frecuente, seguido de gram-positivos (34%) siendo
Staphylococcus aureus el mas frecuente. Las patologias cronicas mas frecuentes de nuestros
pacientes fueron hipertension arterial, Diabetes Mellitus y dislipemia. Los factores de riesgo para
la sepsis descritos en los estudios de Derek et al y Mayr et al (17,18) son el sindrome de
inmunodeficiencia adquirido, la enfermedad pulmonar obstructiva cronica y la presencia de
neoplasias; en nuestro estudio, solo el 17% de los pacientes tuvo enfermedad pulmonar
obstructiva cronica, y ninguno de ellos presentd neoplasias asociadas ni sindrome de
inmunodeficiencia. En cuanto a la edad media, en nuestra muestra los pacientes tienen una edad
media 5 afios mas joven que en el estudio de Darba et al (12), con una predominancia del sexo
masculino ligeramente superior. El foco de infeccion mas frecuente descrito en los estudios
multicéntricos internacionales epidemiologicos de sepsis es el respiratorio, y en segundo lugar el
abdominal, como en el estudio de Vincent et al (13), con una predominancia de los
microrganismos gram-negativos sobre los gram-positivos similar a nuestras cifras, con los
mismos microrganismos gram-positivos y gram-negativos implicados.

Por lo tanto, nuestra muestra de pacientes se puede considerar representativa de la enfermedad
estudiada, con unas caracteristicas demograficas y etiologicas similares a las revisadas en las
distintas publicaciones. La escala APACHE II al ingreso indica una mortalidad media estimada
del 55%, siendo la tasa de letalidad descrita para el shock séptico del 42,9%, nuestros pacientes
tienen una gravedad inicial alta, comparable a la observada para tal entidad (12).

En cuanto a las caracteristicas de la sepsis y a su manejo, hubo control del foco séptico en el 72%
de los pacientes y la sepsis cursd con bacteriemias secundarias en el 28% de los casos. Las
recomendaciones de la Surviving Sepsis Campaign (23) en cuanto a control de foco, son que debe
realizarse en las siguientes 6-12h del diagnoéstico, e implica una identificacion/exclusion y
abordaje emergente del foco séptico, como drenaje de abscesos y desbridamiento de tejidos
infectados, lo que muchas veces implica cirugias urgentes. En nuestro caso, los pacientes en los
que no se pudo realizar control de foco (previo a la conexion del hemofiltro ni durante las 1as
24h) fueron casos que por su gravedad clinica no permitian intervenciones quirurgicas iniciales o
pacientes en los que se completo el diagnostico clinico de forma paralela al inicio de las TCRR,
tales como endocarditis sobre cable de marcapasos por Staphylococcus aureus, colecistitis

gangrenosa, y pancreatitis enfisematosa. Las recomendaciones de la Surgical Society y de la
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IDSA (Infectious Diseases Society of America) en cuanto a control del foco séptico en patologia
abdominal para pacientes criticos son laparotomia urgente en primera eleccion, aunque en algunos
casos las técnicas percutaneas pueden indicarse para drenar abscesos en situaciones de gran
inestabilidad clinica (266). En cualquier caso, teniendo en cuenta la gravedad clinica de nuestros
pacientes y la inestabilidad hemodinamica que presentaban previa a la conexion con el hemofiltro,
esta justificado un abordaje no urgente de la mayoria de los pacientes, para permitir cierta
estabilizacion, o bien no realizar intervenciones fltiles en casos de situaciones pre-mortem.

Las TCRR, estas se iniciaron de media a las 24h del inicio del soporte vasopresor y la mayoria de
los enfermos presentaba fracaso renal agudo estadio 3 de KDIGO (79%). La dosis de dialisis
usada fue de 24 £+ 3 ml/kg/h, sin extraccion inicial, con flujos de sangre de 100 ml/h (100-120).
El inicio del soporte renal mediante TCRR en los enfermos criticos es siempre un punto de
controversia que las guias del consenso KDIGO de 2012 tampoco aclaran, puesto que determinan
que las TRR se inicien de manera urgente ante complicaciones que ponen en riesgo la vida del
paciente (190). Los estudios que evaliian el momento adecuado de inicio de las TCRR en la sepsis
(ver apartado 1.2.4) definen las terapias precoces de manera arbitraria: menos de 24h de la
aleatorizacion, en el estudio de Payen et al (249), o inmediatamente tras la randomizacion en
estadio 3 KDIGO en el estudio de Gaudry et al (250). Sin embargo otros mas recientes tienen en
cuenta el momento evolutivo del FRA, definiendo precoz el que se realiza a las 8h del diagnostico
de FRA estadio 2 KDIGO) como el estudio de Zarbock et al (251) o el estudio de Barbar et al
que determina precoz a la estrategia que se inicia a las 12h del diagnéstico de FRA estadio
“failure” de la clasificacion RIFLE (253), estando este ultimo centrado en pacientes sépticos.
Teniendo en cuenta la variabilidad de las definiciones de la precocidad, pensamos que lo idoneo
era centrar el momento evolutivo de las TCRR en funcion de la sepsis, y por lo tanto definir el
tiempo de inicio de las TCRR en funcidn del inicio de los farmacos vasopresores a semejanza del
estudio de Barbar et a/ en el que se define la etapa precoz de la sepsis como las primeras 48h del
inicio de los farmacos vasopresores (253). La mayoria de nuestros pacientes estaban en esa fase
precoz de la sepsis, las TCRR se iniciaron de media a las 24h del soporte vasopresor, pero en
cuanto al fracaso renal la mayoria se encontraban en estadio 3 de KDIGO, lo que en muchos
estudios estaria considerado como estrategia estandar o tardia. En cualquier caso, no era objetivo
del estudio determinar diferencias entre los pacientes en funcion del inicio de las TCRR, pero si
que consideramos el momento evolutivo de la sepsis importante a la hora de determinar
biomarcadores y establecer comparaciones entre pacientes. La dosis de dialisis media utilizada se
determind conforme a las tltimas recomendaciones de la conferencia KDIGO 2019 (261), que
indican 20-25ml/kg/h como la dosis dptima, que ademas no varié a lo largo de las primeras 24h
de soporte renal. Si que se varid posteriormente para adecuarse a las necesidades dialiticas
dinamicas de los pacientes, y dada la inestabilidad hemodinamica que presentaban al inicio de la

terapia, la mayoria de pacientes no tuvieron extraccion de liquido al inicio.
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6.2 RESPUESTA CLINICA DE LOS PACIENTES Y EVOLUCION
DE BIOMARCADORES

La respuesta clinica de los pacientes se evaludé mediante la escala SOFA, que pas6 de 13 + 2 en
TOall+4enT2conp0,006. Analizado por separado se evidencia unos requerimientos menores
de noradrenalina en T2 comparado con T0, una estabilizacion del pH sanguineo en T2 corrigiendo
una acidosis metabolica inicial y una mejoria de las cifras de creatinina plasmatica y urea.
También se observo una reduccion significativa de la cifra de plaquetas en sangre. El resto de
items como relacion paO2/FiO2, las cifras de bilirrubina total o las concentraciones de lactato
arterial no presentaron cambios significativos.

Aunque la gravedad de los pacientes al ingreso fuese alta, determinada mediante las escalas
APACHE Il y SOFA, conseguimos cierta estabilizacion en las primeras 24h de TCRR, mejorando
la escala SOFA a las 24h, lo que implica una bajada de la mortalidad potencial de los pacientes
(7). Este hecho puede explicarse por la reduccion también significativa de la necesidad de apoyo
vasopresor y por la correccion del equilibrio acido-base de los pacientes.

Estos resultados de mejoria hemodinamica han sido descritos con otras técnicas de TCRR, como
la combinacion de adsorcion de endotoxinas eliminacion de citoquinas y hemodiafiltracion que
permiten los filtros Oxiris® con membrana AN69, que funcionan mediante anticoagulaciéon con
heparina (267). También ha sido objetivada mejoria en la escala SOFA y en la disfuncion
hemodinamica en el estudio de Villa et a/ (268) realizado con filtros de alto punto de corte,
después de 48h de tratamiento, junto con una reduccion de mediadores inflamatorios como IL-6
y TNFa. Se ha establecido también que la mejoria hemodinamica pueda atribuirse al descenso de
la uremia (269), y la estabilidad hemodinamica también puede estar en parte mediada por la
correccion del pH sanguineo que se consigue por todo el tratamiento inicial de la sepsis
(fluidoterapia, antibidticos) y también por la accion del metabolismo del citrato que se
descompone en bicarbonato, alcalinizando la sangre. Queda por explicar el papel que puede tener
en el paciente critico la correccion de la calcemia, que permite también esta técnica de
anticoagulacion regional con citrato-calcio. Sin olvidar que lo que realmente va a provocar una
mejoria del paciente séptico es un correcto tratamiento antibiotico, una adecuada reanimacion
inicial y un correcto abordaje del foco séptico (23).

La concentracion de PCT descendié de manera significativa en T2 vs TO, y en el analisis por
subgrupos descendié en todos los casos: tanto en pacientes con sepsis de menos de 24h de
evolucion, como en pacientes de mas de 24h de evolucion. De igual manera descendié en el
subgrupo de pacientes con control de foco séptico y en el de pacientes sin control de foco séptico,
ambos resultados con significacion estadistica. Los cambios de PCT en funcion del control de

foco séptico o del tiempo de evolucion de la sepsis no resultaron significativos en ningan caso,
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aunque los pacientes con sepsis de mas de 24h de evolucion presentaban en T2 menos
concentracion de PCT comparados con los pacientes con sepsis de menos de 24h de evolucion.
En nuestro estudio, los valores de PCT descienden en pacientes con shock séptico mas precoz,
pero también en shock sépticos mas tardios; en pacientes con un adecuado control de foco, y en
aquellos que no se puede lograr. Las limitaciones en cuanto al nimero de pacientes incluidos
podrian haber sido determinantes a la hora de no encontrar diferencias entre los pacientes con
control de foco vs no control, aunque el descenso de PCT a las 24h de TCRR puede también haber
influido en ambos grupos, disminuyendo concentraciones.

La PCT se utiliza ampliamente como biomarcador diagndstico de sepsis, junto con el contexto
clinico y los datos microbiologicos (115), pero también se utiliza como guia para valorar la
retirada del tratamiento antibidtico. Incluso ha sido considerada por Schuetz et al (133) como
biomarcador sustituto de la respuesta del huésped para dirigir el tratamiento de pacientes con
infecciones respiratorias. En este caso, si se trata de pacientes sometidos a TCRR la interpretacion
de los cambios de la PCT deberia tomarse con cautela, puesto que sus resultados pueden verse
influenciados por la dialisis, y un descenso en estos pacientes podria no estar relacionado con una
mejoria clinica, sino con un efecto de las TCRR. Autores como Kade et a/ (270) han postulado
que el descenso de citoquinas provocado por los filtros es lo que provoca el descenso de la PCT.
Nuestro estudio no estaba disefiado para demostrar la eliminacion de PCT mediante TCRR, para
ello se deberia haber analizado PCT pre-filtro post-filtro y en efluente en distintos tiempos. Otros
han evidenciado eliminacion de PCT mediante mecanismo convectivo (138), con membranas de
polisulfona similar a la utilizada por nosotros (271) y con cambios significativos en las
concentraciones de PCT de pacientes sépticos (136) (270). En pacientes con fracaso renal cronico,
la PCT ha demostrado ser buen biomarcador diagndstico de sepsis y con buena correlacion con
la gravedad de los pacientes, de manera que, aunque basalmente los enfermos con insuficiencia
renal cronica puedan tener niveles mas elevados, estos aumentarian mas ante la infeccion (272).
En pacientes con sepsis y TCRR varios autores han manifestado sus dudas acerca de la validez
de 1a PCT y de 1a PCR (139) por lo que existe cierta controversia respecto a la validez de estos
biomarcadores en pacientes sépticos con TCRR.

En nuestro estudio, la PCT se correlacion6 de forma positiva con la escala SOFA, con el fracaso
cardiovascular, respiratorio y con el fracaso hepatico (Ver Tablas 12, 13 y 14). Algunos autores
como Meisner ef al, corroboran estos datos de asociacion entre PCT y escala SOFA (114), otros
también han asociado la gravedad de la infeccion con valores mas altos de PCT (125), incluso
con la carga bacteriana (119). Schuetz et a/ en su metanalisis de 2018 afirman que la PCT es un
buen sustituto de la respuesta del huésped a las infecciones bacterianas, ademas de los parametros
clinicos y diagndsticos tradicionales (133).

Varios son los estudios que han demostrado buena capacidad pronostica de la PCT en el paciente

séptico (123)(124), incluso se le ha otorgado capacidad predictiva (132) (116) (117). En nuestro
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caso, la PCT no mostrd diferencias entre supervivientes y fallecidos en UCI, ni antes ni a las 24h
de TCRR, pensamos que la eliminacion de PCT mediante TCRR ha podido influir disminuyendo
altas concentraciones incluso en pacientes con mala evolucion y ausencia de control de foco
séptico. Aunque la PCT pueda presentar falta de fiabilidad como biomarcador, la revision
sistematica Cochrane del 2019 considera que no hay biomarcador mejor en la sepsis, en cuanto a
diagndstico y pronostico (134), y las guias de la Surviving Sepsis Campaign del 2017 (23)
proponen seguir usando PCT para acortar tratamiento antibidtico. Otro aspecto interesante a
estudiar seria el posible impacto que pueda tener en la respuesta clinica de los pacientes la
eliminacion de PCT mediante TCRR como mediador inflamatorio.

Por lo tanto, con estos resultados ponemos en evidencia el papel de la PCT como guia de la
respuesta al tratamiento antibiotico en los pacientes con shock séptico sometidos a TCRR, por su
eliminacion descrita en estudios anteriores (136,138,270,271) y su descenso observado en nuestro
estudio, y de igual manera dudamos de su eficacia como biomarcador prondstico en pacientes
sometidos a TCRR.

La concentracion de 1L-6 se redujo de manera significativa en nuestros pacientes tras 24h de
tratamiento con TCRR, con niveles iniciales muy elevados cercanos a los 10.000 pg/ml,
compatibles con una situacion de shock séptico (156). En el analisis por subgrupos descendio de
manera significativa en los pacientes con sepsis mas precoces (menos de 24h de soporte
vasoactivo) y no en aquellas mas tardias; en pacientes con control de foco se observo un descenso
de IL-6 a las 24h de TCRR sin significacion estadistica, igual que en pacientes sin control de foco
séptico, aunque en menor medida. Aunque algunos autores han descrito elevaciones de IL-6 en
pacientes dializados, como respuesta inflamatoria al someter a la sangre al paso por un circuito
extracorporeo (238-240), el poder de eliminacion de citoquinas con las TCRR ha sido referido
previamente: Payen et al detectan en el ultrafiltrado IL-6 concentraciones que suponen el 35%
de las plasmaticas (249), y con las mismas membranas que las usadas en nuestro estudio también
ha sido evaluada la capacidad de las TCRR para eliminar IL-6 entre otras citoquinas (273).

En nuestro caso, el descenso de IL-6 lo observamos de manera global y al dividir a los pacientes
en subgrupos lo observamos en shock sépticos mas precoces, y no en aquellos mas tardios. Esto
podria explicarse por la propia cinética de la IL-6, con pico precoz a las pocas horas y descenso
posterior (156), ademas del propio efecto de las TCRR. Destaca que observamos un descenso de
IL-6 tanto en sepsis con control de foco como en aquellas sin control de foco, aunque sin
significacion estadistica, 1o que corrobora la participacion de las TCRR en su eliminacion.

Esta eliminacion de citoquinas mediante TCRR es una de las hipotesis del posible beneficio del
inicio precoz de las TCRR (Ver apartado 1.2.4), dado su papel en la respuesta inflamatoria inicial,
aunque los beneficios de la precocidad solo han podido ser demostrados en el caso de pacientes
postquirargicos cardiacos que desarrollan fracaso renal agudo (251); en este estudio, las

concentraciones de IL-6 ¢ IL-8 tras 6h de TCRR descendieron también de manera significativa
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en el grupo de inicio precoz, ademads de asociarse IL-6 con mortalidad en la regresion logistica.
En el caso de pacientes en shock séptico en fase precoz (48h tras el inicio de farmacos
vasoactivos) que desarrollan fracaso renal agudo no se han encontrado diferencias en términos de
mortalidad, dias libres de ventilacion mecanica, vasopresores, estancia en UCI o dependencia de
TRR (253), aunque en este estudio no se analizaron citoquinas.

Aunque no haya evidencia para el inicio precoz de TCRR en pacientes sépticos, la definicion de
precoz ha sido muy variable a lo largo de los estudios (por estadio de FRA, por horas desde la
admision del paciente, tras randomizacion). Nosotros entendemos precocidad clinica por la fase
inicial de tormenta inflamatoria y los niveles elevados de IL-6 se han relacionado con la evolucion
clinica de los pacientes sépticos. En efecto, niveles altos de IL-6 se han relacionado con
mortalidad (249) y valores altos de IL-6 en pacientes criticos tienen valor prondstico de
mortalidad al tercer dia (169). En nuestro caso objetivamos tendencia al descenso de IL-6 en
pacientes con control del foco séptico, no hallamos relacion entre IL-6 y la escala SOFA, presente
en el metanalisis de Iwase ef al de 2018 (170), pero si que hallamos correlacion entre 1L-6 y el
fracaso hemodinamico. Detectamos mayores valores de 1L-6 a las 24h en fallecidos vs
supervivientes, pero sin significacion estadistica, resultados en probable relacion con el niimero
de pacientes analizados, y también influenciados por la eliminacion de IL-6 por las técnicas de
TCRR.

De igual manera que para la PCT, no se midieron concentraciones de IL-6 pre-filtro post-filtro y
efluente para determinar exactamente el mecanismo de depuracion de la molécula. Consideramos
importante el hecho de objetivar descenso de IL-6 de manera global en nuestros pacientes con
TCRR, aceptando cierta participacion de las TCRR en la respuesta inflamatoria inicial de la
sepsis. Sin embargo, ponemos en duda también el valor de este biomarcador en pacientes sépticos
sometidos a TCRR, de igual manera que con la PCT, puesto que, aunque se asocie con mortalidad
y mala evolucion clinica de los pacientes, su descenso puede estar mediado en parte por las TCRR.
Las concentraciones medias de PCR detectadas, tanto al inicio como a las 24h de TCRR, se
encuentran muy por encima de los umbrales propuestos como patologicos, con valores medios de
245 £ 145 mg/l y no presentaron cambios globales estadisticamente significativos. De igual
manera que para los biomarcadores previos, no se midieron concentraciones de PCR pre-filtro
post-filtro y efluente para determinar exactamente el mecanismo de depuracion de la molécula.
En los pacientes con sepsis de menos de 24h de evolucion, la PCR aumenté en T2 vs TO, con
significacion estadistica. Por su alto peso molecular en comparacién con los biomarcadores
previos (PCT e IL-6), se supone una menor eliminacion de PCR con las TCRR. Este aumento de
PCR detectado en los pacientes con sepsis de menos de 24h de evolucion puede explicarse por la
propia cinética del biomarcador, que tiene un pico maximo a las 36h del inicio de la sepsis, y por
lo tanto mas tardio que el resto de biomarcadores. En cualquier caso, nosotros podemos decir que,

en nuestro estudio, con el tipo de membranas usadas y en nuestras condiciones especificas, las
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concentraciones de PCR no se afectan por las TCRR. En pacientes en hemodialisis convencional,
tanto la PCT como la PCR han presentado un alto valor predictivo negativo y positivo, y son
biomarcadores ampliamente utilizados en el diagnostico de la sepsis (274). Sin embargo, se ha
objetivado una eliminacion de PCR mediante dialisis con membranas de alto punto de corte (45
KDa) (270) y a su vez, se ha descrito una forma monomérica presente en sangre susceptible de
ser filtrada con mas facilidad por su menor peso molecular (151).

En nuestro caso la PCR no se relaciond con la escala SOFA, ni con ninguno de los fracasos
organicos que engloba, tampoco encontramos diferencias en las concentraciones de PCR entre
los pacientes fallecidos vs supervivientes, resultados en probable relacion con el tamafio muestral
analizado. Las concentraciones altas de PCR (definidas como > 100 mg/l) se han asociado con
fallo organico y muerte (149), y sus variaciones en las primeras 48h han sido relacionadas con la
respuesta al tratamiento antibiotico (148). Autores como Kade et al , afirman que puede ser un
biomarcador mas fiable que la PCT para pacientes sépticos con TCRR (270), opinion
controvertida, puesto que conocemos de sobra las limitaciones de la PCR en cuanto a
especificidad para la sepsis (123). En resumen, la PCR no sufrié6 cambios destacables a nivel
global con las TCRR, pero si que experimento un ascenso en el subgrupo de pacientes con sepsis
tardias, lo cual aporta mas fiabilidad a la PCR como biomarcador de respuesta clinica en pacientes
sometidos a TCRR con respecto a otros como la PCT e IL-6.

Uno de los objetivos de nuestro estudio era analizar la evolucion de nucleoproteinas liberadas al
torrente sanguineo durante el proceso de sepsis y en relacion a las TCRR, en concreto
nucleosomas y la proteina nuclear HMGBI1. Los nucleosomas no presentaron cambios
estadisticamente significativos de manera global en nuestros pacientes a lo largo de las primeras
24h de TCRR. Se detectaron concentraciones en TO de 3,62 + 3,46 pg/ml, que no variaron de
manera significativa a lo largo de todos los tiempos, sin detectar su presencia en ninguna de las
muestras de efluente analizadas. Al contrario que para los biomarcadores previos, se determinaron
nucleosomas pre-filtro post-filtro y en efluente. Las variaciones en las concentraciones pre y post-
filtro no fueron significativas, y se detectd una tendencia al aumento de concentracion de
nucleosomas en el post-filtro. Este hecho, aun sin significacion estadistica, podria ser explicado
por el efecto que tiene sobre la sangre el paso por un circuito extracorporeo, donde se ha descrito
activacion del sistema del complemento con activacion de leucocitos y liberacion de especies
reactivas de oxigeno, aunque este efecto se ha descrito como minimo en las membranas de
polisulfonas en comparacion con las celuldsicas tipo cuprofan (236,237).

Las nucleoproteinas estan implicadas en el dafio endotelial inicial de la sepsis (83), por lo que su
presencia en las fases mas iniciales es esperable; niveles mas elevados de histonas y nucleosomas
circulantes se correlacionan con mayor gravedad y mortalidad de los pacientes (50).

En nuestro estudio se analizaron las concentraciones de nucleosomas; otros autores han analizado

histonas, mediante distintos métodos, encontrandose diferentes concentraciones: Alhamdi et a/
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evidenciaron niveles de histonas de 75 pug/ml en pacientes sépticos con disfuncidon cardiaca
asociada (50); Abrams et al detectaron histonas de 10 a 230 pg / ml dentro de las 4 horas
posteriores al traumatismo grave y las relacionaron con el desarrollo de lesion pulmonar aguda.
(48); Ekaney et al detectaron niveles medios de H4 en pacientes sépticos de 0,37 ng/ml, con
niveles mas altos en pacientes que requirieron TRR (176); finalmente, Garcia-Giménez et al
detectaron, mediante un método de espectrometria de masas dirigido, concentraciones medias de
H2B de 5,843 pug/ml y H3 de 11,641 ug/ml en pacientes con shock séptico bacteriémico en las
primeras 24h de estancia en cuidados intensivos (49). Es importante tener en cuenta el método de
analisis para establecer comparaciones con otros autores, de igual manera que lo que se analiza,
nucleosomas o tipos concretos de histonas. En cualquier caso, las concentraciones halladas en
nuestro estudio son superiores a los umbrales propuestos por la mayoria de los autores
anteriormente citados para el diagnostico de sepsis. Otro aspecto metodoldgico a tener en cuenta
es la manipulacion de las muestras, siendo necesaria una extraccion de sangre seguida de una
centrifugacion inmediata, puesto que en 5 minutos las nucleoproteinas pueden degradarse a nivel
plasmatico, como describe Ekaney et a/ (176). En nuestro estudio todas las muestras se procesaron
de inmediato tras la extraccion. En cuanto al analisis de las muestras del efluente, cabe senalar la
dificultad de su procesado: analizamos 17 ml de una bolsa de recogida de efluente que podia
albergar hasta 3L, resultantes de los liquidos de cebado de la maquina y liquido de dialisis, con
lo cual, en caso de existir, las moléculas a detectar se encontrarian muy diluidas.

En el analisis por subgrupos, si que observamos diferencias en las concentraciones de
nucleosomas en pacientes con sepsis de mas de 24h de evolucidn, en los que los nucleosomas
descendieron a las 24h de TCRR (ver Figura 14), y corroborando este resultado la comparacion
en T2 de nucleosomas entre pacientes con shock sépticos > de 24h vs < 24h resultd también
significativa, siendo mas altas las concentraciones en T2 de pacientes con sepsis < 24h. En nuestro
estudio, los nucleosomas tienen concentraciones mas elevadas en etapas mads iniciales y
descienden a partir de las 48h de inicio del soporte vasoactivo, al contrario de lo observado en el
grupo de Chen et al, donde los niveles de nucleoproteinas permanecen elevados en los primeros
7 dias de evolucion (177). Hubiese sido interesante analizar en nuestros pacientes los niveles de
nucleosomas en dias sucesivos, y no cefiirnos a una ventana temporal de 24h, pero por
restricciones presupuestarias esto no fue posible. Detectamos también una tendencia hacia el
descenso de nucleosomas en T2 en pacientes con control del foco séptico y una tendencia al
aumento en T2 en pacientes sin control del foco séptico, sin significacion estadistica. En el estudio
de Chen et al, los pacientes con una respuesta inflamatoria mas grave tienen mayor concentracion
de nucleoproteinas (177); sin embargo, dada la ausencia de significacion estadistica y las escasas
variaciones en las concentraciones no podemos extraer conclusiones de estos resultados dispares.
En nuestro estudio encontramos correlacion positiva entre la escala SOFA y la concentracion de

nucleosomas en T2 (Ver Figura 17C), ademas, encontramos correlacion entre los nucleosomas y
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el fracaso cardiovascular, respiratorio, renal, de coagulacion y hepatico. Asimismo, los
nucleosomas se correlacionaron de forma positiva con la cifra de plaquetas antes del inicio de la
dialisis, sin embargo, a las 24 horas del inicio de las TCRR, esta correlacion fue negativa. En las
etapas iniciales de la sepsis la respuesta inflamatoria inicial ocasiona un dafno endotelial que
conlleva un estado procoagulante y una activacion plaquetar inicial.

La correlacion positiva de nucleosomas en TO que hallamos con la cifra de plaquetas podria
responder a ese estado procoagulante inicial, donde se ha descrito activacion plaquetar mediada
por histonas extracelulares (86). Sin embargo, tras 24h de TCRR la correlacion entre nucleosomas
y plaquetas se torna negativa, asociacion ya descrita por otros autores que han evidenciado
correlacion negativa entre histonas y plaquetas, en concreto H4 (176).

Observamos una tendencia al aumento de nucleosomas en T2 para los fallecidos en UCI, sin
significacion estadistica. Las histonas circulantes se han relacionado con la disfuncién cardiaca
asociada a la sepsis (50), con la respuesta inflamatoria sistémica (83) y colaboran en la
inmunodepresion asociada a la sepsis (71). Las nucleoproteinas circulantes también se han
relacionado con la respuesta inflamatoria, la disfuncion organica y la inmunoparalisis (177), con
la gravedad de la sepsis, la mortalidad (178) y con la coagulopatia asociada a la sepsis (179). En
nuestra limitada poblacion de estudio encontramos correlacion con la mayoria de las disfunciones
organicas, y pensamos que el tamafio muestral ha podido ser determinante a la hora de no
encontrar diferencias en términos de mortalidad.

El hecho de que algunos autores hayan relacionado ciertas histonas con el estado de
inmunosupresion que puede asociar la sepsis (85) (71), y que objetivemos concentraciones altas
de nucleosomas en pacientes criticos sépticos puede abrir la puerta a la determinacion precoz de
las mismas para identificar pacientes en riesgo de presentar el sindrome PICS ( persistent
inflammation-inmunosupression and catabolism state) (31), responsable de la morbimortalidad a
largo plazo de los pacientes sépticos que cursan con largas estancias en las UCIs y que también
son reconocidos como “pacientes criticos cronicos”.

Otro aspecto importante que otorga complejidad a estos biomarcadores es la dualidad de histonas
y nucleosomas en la respuesta clinica, puesto que no solamente estan implicadas en el dafio
endotelial inicial, sino que también estan presentes en el proceso de netosis junto con péptidos
antimicrobianos participando en la eliminacion de microrganismos, aunque la netosis
descontrolada también se asocia a mayor dafio inflamatorio (57) (58).

Podemos afirmar que, en nuestro estudio, los pacientes en shock séptico con fracaso renal y
sometidos a TCRR no presentan variaciones en las concentraciones de nucleosomas plasmaticos,
que presentan correlacion con las disfunciones organicas de los pacientes y que hay una tendencia
hacia el aumento de nucleosomas entre los pacientes que fallecen en UCI. Por ultimo, que las

TCRR no produzcan variaciones en las concentraciones de nucleosomas puede darles fiabilidad
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como biomarcadores, al contrario que otros como la IL-6 y la PCT que si presentan descenso con
ellas.

En cuanto a la proteina nuclear HMGB1, su concentracion en plasma fue de 9,09 £ 10,01 pg/ml
en TO, sin presentar cambios estadisticamente significativos a las 24h de TCRR, detectandose una
tendencia al ascenso con valores de 11,05 £ 18,11 pug/ml a las 24h. En el analisis por subgrupos
se observo una tendencia al aumento a las 24h en pacientes sin control del foco séptico y en
pacientes con sepsis mas precoces (< 24h) con respecto a las mas tardias ( >24h) (Ver Tabla 10 y
11). En nuestro estudio objetivamos correlacion positiva entre HMGB1 y escala SOFA (Ver
Figura 17C) , correlacion negativa significativa entre HMGB1 previa conexion a TCRR y
deterioro respiratorio, y correlacion positiva significativa entre HMGB1 y fracaso hemodinamico
(Ver Figura 17A-17B) tanto antes como a las 24h de TCRR. A las 24h de TCRR, las
concentraciones de HMGBI1 si que fueron mas elevadas en pacientes fallecidos en UCI vs
supervivientes, 14,81 £ 7,59 ug/ml vs 10,60 £ 6,43 pg/ml con p 0,05.

En cuanto a las concentraciones medias detectadas de HMGBI, en nuestro estudio son mucho
mas elevadas que en otros: en el estudio de Gibot ef al (187) los pacientes en situacion de shock
séptico (son valores de escala SOFA similares a los nuestros) presentan concentraciones medias
de 0,0044 ug /ml; en el estudio de Sundén-Cullberg et al (188) también realizado en pacientes en
shock séptico detectan niveles medios de 0,034 ug/ml. Con las limitaciones que presenta
comparar valores absolutos de distintas poblaciones, la primera observacion es de la metodologia
empleada para medir HMGB1: en ambos estudios emplean un ELISA con anticuerpos
policlonales comerciales Shino-test, Kanagawa, Japon, mientras que en nuestro estudio
utilizamos el kit ELISA de IBL.

Por otra parte sabemos que la gravedad del cuadro clinico influye en los valores de HMGBI,
como detectaron Gibot et al (187) y aunque ambas poblaciones de los estudios presenten escalas
SOFA similares, la diferencia es que todos nuestros pacientes requieren TCRR, que sabemos
otorga mayor gravedad y peor prondstico (194), mientras que en el estudio de Gibot et al (187)
un 33% de los pacientes requiere TCRR y en el estudio de Sundén-Cullberg et a/ (188) solo un
8% de los pacientes presentan fracaso renal, sin especificar poblacion sometida a TCRR.

Otro aspecto a destacar es la importancia de la evolucion del cuadro clinico séptico, para
determinar si las concentraciones de un biomarcador son ttiles para la practica clinica, en cuanto
a diagnostico, para guiar el tratamiento o pronostico. Al ingreso, las concentraciones medias de
HMGBI1 en nuestro estudio son muy elevadas en comparacion con el resto de estudios. No
pudimos llegar a obtener resultados significativos, solo una tendencia al aumento de HMGB1 en
sepsis sin control de foco, que hubiese sido interesante para otorgar relevancia al biomarcador
para guiar el tratamiento, puesto que ademas es el tnico biomarcador que presenta una tendencia

al aumento en nuestros pacientes. Se ha considerado la HMGB1 como mediador tardio de la
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inflamacion en la sepsis por detectarse valores elevados en sangre hasta una semana (188). Al
contrario, nosotros detectamos mas concentracion de HMGB1 en sepsis mas precoces con
respecto a las tardias, aunque las poblaciones como hemos explicado anteriormente no son
comparables.

Las correlaciones de HMGBI1 con la gravedad clinica de los pacientes han sido objetivadas en el
estudio de Gibot er al (187): escala SOFA, concentraciones de PCT y lactato se correlacionan de
forma positiva con HMGBI. En el estudio de Sundén-Cullberg (188) no se objetivo correlacion
con la escala SOFA. En nuestro estudio, objetivamos correlacion positiva entre la escala SOFA y
HMGBI a las 24h de TCRR y entre HMGB1 y disfuncion hemodinamica. De manera similar,
otros han evaluado la asociacion de HMGBI1 y dafio miocardico en sindrome de isquemia
reperfusion (275), incluso en LCR en supervivientes de parada cardiorrespiratoria para evaluar el
pronostico neurologico (276). A nivel respiratorio, en nuestro estudio hallamos correlacion entre
la disfuncion respiratoria y HMGBI1; otros autores han detectado la presencia de HMGBI en el
lavado broncoalveolar de pulmones dafiados por la ventilacion mecanica (277), y a nivel
experimental su administracion intra-traqueal en ratones tiene efectos inflamatorios pulmonares
(278) e incluso su neutralizacion produce menos inflamacion y dafio pulmonar. Nosotros hemos
correlacionado de forma negativa los niveles plasmaticos d¢ HMGB1 con el dafio pulmonar
(mediante relacion PaO2/FiO2) (Ver Figura 17A).

En cuanto a la utilizacion de HMGB1 como biomarcador prondstico, destaca que en el estudio de
Sundén-Cullberg (188) detectan valores mas altos de HMGBI1 entre los supervivientes vs
fallecidos a los 28 dias. Sin embargo, en el estudio de Gibot et al (187) a partir del tercer dia las
concentraciones de HMGBI1 presentan valores mas elevados entre fallecidos que entre
supervivientes. En nuestro caso, teniendo en cuenta las limitaciones en cuanto a la ventana
temporal de las primeras 24h de analisis de biomarcadores, tan solo detectamos una tendencia al
aumento de HMGBI1 en TO para fallecidos en UCI vs supervivientes (Ver Tabla 16), y si que
objetivamos que la HMGBI es el Unico biomarcador que distingue entre fallecidos y
supervivientes tras 24h de TCRR, destacando la importancia de su determinacion en este tipo de
poblacion. La controversia de encontrar resultados opuestos en la literatura, sobre todo
analizando valores de HMGB1 hasta 7 dias después del inicio de la sepsis, se puede entender por
las capacidades otorgadas a la HMGBI entre otras en la regeneracion tisular (185) y el
reclutamiento de células madre (184) que formarian parte de una fase tardia de recuperacion de
la respuesta inflamatoria, teniendo por lo tanto un doble papel: en fases mas iniciales como DAMP
e induccion de respuesta inflamatoria (37) y en fases mas tardias como marcador de regeneracion
tisular.

Por lo tanto, a pesar de las limitaciones de nuestro estudio por la pequefia muestra de pacientes,
y la ventana temporal de 24h de anélisis de biomarcadores, podemos afirmar que la HMGBI1 es

un biomarcador util en el paciente séptico sometido a TCRR, puesto que su determinacion puede
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ayudar en la identificacion de pacientes con disfuncion hemodinamica y respiratoria, y es un
biomarcador pronoéstico en pacientes sometidos a TCRR a las 24h puesto que su elevacion se
asocia con mortalidad (Ver Tabla 16). Para valorar si es 0 no una adecuada diana terapéutica
como plantean algunos grupos (278) habria primero que determinar en qué momento seria Optimo
hacerlo (respuesta inicial o mas tardia) dada la asociacion descrita entre HMGBI1 y regeneracion
tisular.

Tras el analisis de todos estos biomarcadores puede observarse un comportamiento distinto: entre
los parametros clasicos, PCT e IL-6 sufren un descenso en las primeras 24h de TCRR, y PCR se
mantiene estable; entre los mas novedosos destaca su comportamiento relacionado con la
mortalidad, donde los nucleosomas tienen una tendencia al aumento en T2 y la HMGB1 aumenta
de manera significativa.

Algunas relaciones entre los biomarcadores clasicos son conocidas, como por ejemplo que la
produccion de PCT esta mediada en parte por la IL-6 (107), y en nuestros pacientes también
hallamos correlacion entre ambas. Nucleosomas y HMGB1, como proteinas nucleares que son,
tuvieron correlacion entre ellos. Nos interes6 la asociacion que encontramos entre los
biomarcadores clasicos y el resto: nucleosomas y PCT, HMGBI1 e IL-6 y PCT, y destaca en 3 de
los tiempos analizados la correlacion negativa de PCR y nucleosomas. No podemos explicar la
causa de que exista una correlacion negativa entre la PCR y los nucleosomas.

Tras valorar el comportamiento de tres biomarcadores clasicos junto a dos proteinas nucleares
que podrian servir como biomarcadores en un futuro proximo que vemos que se elevan en
pacientes que fallecen en UCI, pensamos que estas ultimas pueden ser objeto de estudio en este
tipo de pacientes para identificar la respuesta a tratamientos precoces como las TCRR. La
combinacion de biomarcadores y no el analisis de cada uno por separado puede ofrecer al clinico
una respuesta mas fiable a las preguntas que se plantean al ingreso de un paciente en situacion de
shock séptico, tanto en el diagnostico inicial como en la guia del tratamiento y para evaluar el
prondstico, y también identificar pacientes en riesgo de inmunosupresion asociada a la sepsis.

El analisis de HMGB1 y nucleosomas en pacientes en shock séptico sometidos a TCRR es una
herramienta Gtil como biomarcador pronostico identificando pacientes de extrema gravedad,
contexto clinico en el que el resto de biomarcadores clasicos no son de utilidad. Es por ello que
el analisis de nucleoproteinas deberia incorporarse en la practica clinica a paneles de
biomarcadores, sobre todo en contextos clinicos complejos como las TCRR, dando informacion
mas fiable que la aportada por cada biomarcador por separado.

Por ultimo, dada su relacion con la mayoria de las disfunciones organicas, los nucleosomas
pueden resultar biomarcadores ttiles a la hora de evaluar la utilidad de la precocidad de las TCRR
en la sepsis.

El desarrollo de un algoritmo diagnostico basado en el conjunto de resultados presentados,

asociado con las escalas de evaluacion clinica y la informacion microbiologica podria dar lugar a
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un nuevo paradigma a la hora de diagnosticar al paciente séptico. Asi como mejorar el criterio de

administracion de la TCRR.

6.3 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La fisiopatologia de la sepsis es compleja y polifacética, ademas de un reto clinico constante para
los profesionales que trabajan en el ambito de los cuidados criticos. Es patente la necesidad de
disponer de marcadores y técnicas que optimicen las capacidades diagnosticas y prondsticas en
la atencion clinica de los pacientes en shock séptico. En el presente estudio se exploran el valor
prondstico de marcadores biologicos relativamente nuevos en la clinica, junto con otros
marcadores clasicos, sus asociaciones y las repercusiones que sobre ellos tienen las TRR.

No obstante, sin menoscabo de las conclusiones que se exponen a continuacion, cabe reconocer
algunas limitaciones del estudio derivadas del tamafio muestral: condicionado por la incidencia
de casos limitada por los criterios de inclusion exigidos, el consecuente tiempo de reclutamiento
prolongado y el alto coste de las determinaciones analiticas de los biomarcadores explorados.
Somos conscientes de la necesidad de ahondar en el estudio incorporando un mayor numero de

pacientes y ampliando los tiempos de recogida de las muestras en futuros estudios.
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7 CONCLUSIONES

1. En pacientes en shock séptico sometidos a terapias continuas de remplazo renal, las
concentraciones de nucleosomas y HMGBI1 iniciales son elevadas y no se modifican por
las TCRR.

2. Los biomarcadores clasicos como PCT e IL-6 descienden de manera global en pacientes
criticos sépticos sometidos a TCRR, por lo que es cuestionable su utilidad para guiar el
tratamiento o identificar perfiles de gravedad.

3. Las TCRR pueden lograr cierta inmunomodulacion en la sepsis reduciendo citoquinas
inflamatorias como la IL-6.

4. Los nucleosomas y la proteina nuclear HMGBI1 presentan valores mas elevados en casos
de sepsis mas precoces.

5. Tanto PCT, IL-6 como nucleosomas y HMGB1 correlacionan positivamente con las
disfunciones organicas de los pacientes.

6. Los niveles de proteinas nucleares relacionadas con la cromatina se correlacionan con
biomarcadores clasicos de sepsis.

7. Los pacientes criticos sépticos sometidos a TCRR fallecidos en UCI presentaron
concentraciones mas elevadas de HMGBI1 a las 24 horas de iniciar TCRR, y también una

tendencia al aumento de nucleosomas y al aumento de IL-6 a las 24h de iniciar TCRR.
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9 TABLAS SUPLEMENTARIAS

Nucleo- | Nucleo- | Nucleo-
PCT IL-6 HMGBI1
somas somas somas
TO TO TO
TO Tlpre T1post
0,554**
PCT TO ng/ml
(0,002)
0,554** 0,579**
IL-6 TO pg/ml
(0,002) (0,009)
-0,475*% | -0,536** |-0,584**
PCR TO mg/1
(0,014) (0,005) | (0,002)
HMGBI1 TO 0,579** 0,509*
mcg/ml (0,009) (0,044)
Nucleosomas 0,869** | 0,849**
TO mcg/ml (0,000) | (0,000)
Nucleosomas 0,509* 0,869%** 0,974%**
T1pre mcg/ml (0,044) (0,000) (0,000)

Tabla suplementaria 1. Correlaciones no paramétricas mediante Rho de Spearman con significacion
bilateral de biomarcadores en TO, T1pre y T1post. Resultados de las correlaciones obtenidas en el
tiempo TO, Tlpre y Tlpost entre procalcitonina (PCT), interleukina-6 (IL-6), proteina C reactiva (PCR),
skosk

HMGBI1 y nucleosomas. Se representa el coeficiente de correlacion y su significacion estadistica,

correlacion significativa en el nivel 0,01 (bilateral) * correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

Sofa PCT PCR HMGB1 Nucleosomas
T2 T2 T2 T2 T2
PCT T2 0,534%* 0,479* 0,475%
ng/ml (0,004) (0,038) (0,019)
IL-6 T2 0,671%*
pg/ml (0,0001)

Tabla suplementaria 2. Correlaciones no paramétricas mediante Rho de Spearman con significacion
bilateral de biomarcadores en T2. Resultados de las correlaciones obtenidas en el tiempo T2 entre la
procalcitonina (PCT), interleukina-6 (IL-6), proteina C reactiva (PCR), HMGBI1 y nucleosomas. Se
representa el coeficiente de correlacion y su significacion estadistica ** correlacion significativa en el nivel

0,01 (bilateral) * correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
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SOFA PaO2/ FiO2 | Plaquetas Nora TO Cr TO
BT TO
TO TO TO
0,0379* 0,512%*
PCT TO
(0,043) (0,005)
0,507**
IL-6 TO
(0,005)
-0,565* 0,474*
HMGBI1 T0
(0,012) (0,040)
0,849%** 0,406*
Nucleosomas TO
(0,0001) (0,039)
-0,432* 0,414* -0,430*
Nucleosomas T1pre
(0,028) (0,035) (0,028)
-0,436* -0,411* 0,469* -0,390*
Nucleosomas T1post
(0,026) (0,037) (0,469) (0,049)
0,406*
PaO2/FiO2 TO
(0,029)
-0,399*
Plaquetas TO
(0,032)

Tabla suplementaria 3. Correlaciones no paramétricas mediante Rho de Spearman con significacion

bilateral de biomarcadores y parametros de disfunciones organicas en TO, T1pre y T1post. Resultados

de las correlaciones obtenidas en el tiempo TO, Tlpre y T1post entre la escala SOFA y los items de fracasos

organicos (respiratorio mediante relacion PaO2/Fi02; cardiovascular mediante dosis de noradrenalina

(Nora T0)) con procalcitonina (PCT), interleukina-6 (IL-6), HMGBI1 y nucleosomas. Nora: noradrenalina.

Se representa el coeficiente de correlacion y su significacion estadistica *** correlacion significativa en el

nivel 0,001 (bilateral) ** correlacion significativa en el nivel 0,01 (bilateral) * correlacion es significativa

en el nivel 0,05 (bilateral).
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SOFA PaO2/FiO2 | Plaquetas BT Nora Cr
T2 T2 T2 T2 T2 T2
0,534%* -0,395%* 0,404* 0,423*
PCT T2
(0,004) (0,042) (0,037) (0,028)
0,488* 0,479*
HMGBI1 T2
(0,034) (0,038)
Nucleosomas 0,733%** -0,631** 0,463*
T2 (0,0001) (0,001) (0,023)
-0,466*
Plaquetas T2
(0,14)

Tabla suplementaria 4. Correlaciones no paramétricas mediante Rho de Spearman con significacion
bilateral de biomarcadores y parametros de disfunciones organicas en T2. Resultados de las
correlaciones obtenidas en el tiempo T2 entre la escala SOFA y los items de fracasos organicos (respiratorio
mediante relacion PaO2/Fi02; coagulacion mediante cifra de plaquetas, hepatico mediante bilirrubina total
plasmatica (BT), cardiovascular mediante dosis de noradrenalina (Nora) y renal mediante creatinina
plasmatica (Cr)) , con procalcitonina (PCT), HMGBI1 y nucleosomas. Se representa el coeficiente de
correlacion y su significacion estadistica *** correlacion significativa en el nivel 0,001 (bilateral) **

correlacion significativa en el nivel 0,01 (bilateral) * correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
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