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Resumen

Introduccion

La sepsis es una de las patologias mas frecuentes y la primera causa de muerte
en las Unidades de Cuidados Intensivos, siendo el shock séptico su forma mas
grave de presentacion. En la actualidad la sepsis constituye un problema de salud
importante por su elevada mortalidad empeorando el prondstico cuando asocia
una lesién renal aguda. El diagndstico precoz y la aplicacién inmediata de un
tratamiento adecuado han demostrado ser esenciales para frenar el fallo
multiorgdnico y reducir la mortalidad. Aunque se ha avanzado en el
conocimiento de la fisiopatologia de la sepsis, la identificacién de biomarcadores
para guiar terapias farmacoldgicas eficaces sigue siendo un desafio, debido
fundamentalmente a que se trata de un sindrome clinicamente muy
heterogéneo en el que intervienen miultiples mediadores moleculares. La sepsis
con lesidn renal aguda asociada conforma un grupo de pacientes relativamente
homogéneo en cuanto al prondstico. La presencia de sepsis y lesidén renal aguda
se asocia a mayores costos, estancias hospitalarias mds prolongadas y peores
resultados clinicos. Este grupo necesita habitualmente terapias especificas de
soporte vital que incluyen técnicas continuas de depuracion extrarrenal (TCDE)
no exentas de riesgos para el paciente, siendo un aspecto importante la eleccion
del momento dptimo para el comienzo de las mismas. Los biomarcadores
actuales de uso comun (creatinina sérica y diuresis) no son sensibles ni
especificos para indicar la necesidad de iniciar las mismas, siendo necesario
descubrir nuevos biomarcadores que mejoren a los actuales y en este sentido el

papel de la protedmica parece prometedor.

La hipdtesis del presente estudio es que el conocimiento detallado cuantitativo

y cualitativo de las proteinas plasmaticas y de las proteinas eliminadas en el
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ultrafiltrado durante la terapia continua de depuracién extrarenal, obtenidas
simultdneamente y analizadas mediante técnicas de protedmica no dirigida
basadas en SWATH (Sequential window acquisition of all theorical fragment ion
spectral) en pacientes con sepsis o shock séptico con lesion renal aguda asociada
permitird identificar paneles de proteinas que potencialmente serviran como
biomarcadores prondsticos que ayudaran a decidir el momento idéneo de inicio
de estas terapias, ademas de permitir profundizar en el conocimiento de los

procesos bioldgicos en los que participan.

Métodos

Se realizd un estudio prospectivo, observacional, unicéntrico, de una cohorte de
pacientes con sepsis y/o shock séptico y lesién renal aguda asociada que
ingresaron consecutivamente en la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital
La Fe de Valencia. Se recogieron datos demograficos, clinicos, bioquimicos,
puntuaciones de la escala de gravedad SOFA e indices prondsticos, SAPS Il y
APACHE 3, asi como, las muestras objeto de estudio, plasmaticas y de
ultrafiltrado al ingreso, 24 y 72 h, que se procesaron y analizaron en el Servicio
de Protedmica de la Universidad de Valencia. Se aplicaron métodos de regresion
con penalizacion y de reduccién de dimensién a las proteinas cuantificadas y

analisis bioinformdticos para conocer sus funciones.

Resultados

Se estudiaron 18 pacientes con lesion renal aguda asociada a sepsis, con una
edad media de 63,9 afios siendo el 77,8 % varones. Se clasificaron en dos grupos:
grupo No TCDE, con 10 pacientes que no precisaron técnicas continuas de
depuracién extrarrenal y grupo TCDE con 8 pacientes que si las necesitaron. Las
Unicas diferencias significativas detectadas entre ambos grupos fueron el
porcentaje de pacientes sometidos a ventilacién mecdnica invasiva, la estancia

en la unidad de cuidados intensivos, y las puntuaciones en las escalas de
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gravedad al ingreso que fueron superiores en el grupo TCDE. Se identificaron y
cuantificaron 593 y 463 proteinas respectivamente en las 70 muestras
analizadas, detectando un panel de 16 proteinas que clasificd a los pacientes en
los grupos TCDE y NO TCDE. También se identifican dos paneles de 8 y 10
proteinas que se asociaron con un riesgo elevado de adquirir una infeccién
nosocomial y con la supervivencia respectivamente. Se observé una elevada
correlacién entre determinadas proteinas y marcadores de inflamacidn, siendo
la Apolipoproteina C2 la Unica que se correlaciond negativamente con el SOFA,
APACHE Il y SAPS 3, y dos proteinas, la alfa-1-Glicoproteina y la Haptoglobina que
podrian ser moléculas dianas para tratar a este grupo de pacientes con sepsis y

lesién renal aguda asociada.

Conclusiones

Mediante técnicas de protedmica no dirigida se identificaron en muestras
bioldgicas de pacientes con sepsis y lesién renal aguda, paneles de proteinas que
se asociaron con la necesidad de iniciar TCDE, el desarrollo de infeccion
nosocomial y la supervivencia. Si se confirman estos hallazgos, estas proteinas
podrian utilizarse como biomarcadores mejorando la precisién en aspectos
diagnésticos, terapéuticos y prondsticos, mejorando la practica clinica habitual,

y la seguridad de los pacientes.
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1.1 DEFINICION DE SEPSIS Y SHOCK SEPTICO

La sepsis es una de las patologias mds frecuentes y la principal causa de muerte
en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). En 2016 se realizé el tercer
consenso internacional (Sepsis-3) sobre las definiciones de sepsis y shock
séptico, entendiendo la sepsis como un sindrome complejo de alteraciones
clinicas, fisioldgicas y bioquimicas secundarias a la respuesta inmunoldgica
desregulada del organismo frente a una infeccién que puede producir disfuncion
organica [1] descrita como un aumento en la escala SOFA (Sequential Organ
Failure Assessment)[2] y el shock séptico, como la sepsis con alteraciones
profundas en el metabolismo celular (lactato plasmatico > 2 mmol/L) y
circulatorias (presidn arterial media (PAM) < 65 mmHg), siendo el estadio mas

avanzado de la sepsis con un incremento importante de la mortalidad.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

La sepsis y el shock séptico, representan una causa importante de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial y constituyen una carga substancial para el sistema
sanitario tanto desde el punto de vista clinico como econdémico, siendo un
problema grave de salud publica. Ademas, reduce la calidad de vida de aquellos

que sobreviven y las superan.

Disponemos de poca informacién sobre las caracteristicas epidemioldgicas de
esta entidad a nivel europeo. La prevalencia de la sepsis en las UCI europeas
oscila entre el 8 y el 30 %. Esta diferencia se debe a factores como: la
heterogeneidad entre las UCI, la definicién de sepsis utilizada e incluso del pais.
Asi, la sepsis grave en las UCI de Suiza y Portugal se aproxima al 10 y 64 %
respectivamente [3]. En nuestro pais, el estudio realizado por Bouza y col. sobre
la epidemiologia y la tendencia de la sepsis grave durante 6 afios (2006-2011),
reporta que el 1,1 % de todas las hospitalizaciones son por sepsis grave y el 54 %
por sepsis, con una incidencia anual de 87 casos por 100.000 habitantes y en UCI
de 44 casos por 100.000 habitantes/afio, similar a la publicada en paises
desarrollados (50-100 casos por 100.000 habitantes). Mas de la mitad de estos
pacientes (57 %) desarrollaron un fallo organico, el 26 % dos y el 20 % tres o mas,

con una mortalidad hospitalaria del 43 %. La incidencia experimentd un
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incremento entre el aflo 2006 y 2011 del 8,6 % y la mortalidad del 6 %, lo que

supone un descenso del 3,2 % en la tasa de letalidad estandarizada [4].

Un 25 % de los pacientes con sepsis desarrollan la forma mas grave [5], el shock
séptico, que representa el 15 % de todas las admisiones en UCI asocidndose con
una mortalidad entre el 30 y el 50 % [3,6,7].

La prevalencia de la sepsis desde hace dos décadas se mantiene estable, no asi
la mortalidad, que ha ido disminuyendo a lo largo de los afios gracias a una
iniciativa global secundada por varias sociedades cientificas. La Campafia
Sobrevivir a la Sepsis se lanzé en el afio 2002 con el objetivo de reducir un 25 %
la mortalidad en 5 afios, tras implementar un paquete de medidas basadas en el
reconocimiento precoz de la sepsis, la instauracién precoz de antibidticos de
amplio espectro, en mejorar el aporte de oxigeno a los tejidos con un protocolo
de resucitacién con fluidos guiado por objetivos y la instauracion del soporte
organico en UCI. Ademds, promovidé una campaifa educativa dirigida a los
profesionales de la salud para mejorar el diagndstico de la sepsis e instaurar el
tratamiento adecuado, creando conciencia sobre la sepsis. Esta campafia ha ido
actualizdndose a lo largo de los afios, publicandose la ultima actualizacién en el
afio 2018 revisidn (8—12).

La mortalidad del shock séptico en las UCI de nuestro pais en el afio 2002 era del
48,2 % [13] y tras implementar las recomendaciones de la Campafia Sobrevivir a
la Sepsis comenzd a disminuir presentando una reduccién absoluta del 17,6 %
entre el afio 2002 y 2011 [14]. A pesar de ello, continta siendo elevada (27,2-33
%) [15,16]. Recientemente se ha publicado una revision sistematica sobre la
mortalidad de la sepsis y shock séptico en diferentes continentes, siendo la
mortalidad media a los 30 dias en Europa de 24,30 % en la sepsis y del 32,49 %

en el shock séptico [17]

La intensidad de la sepsis viene determinada por varios componentes como la
virulencia del patégeno, el tamafio del indculo, el foco de entrada, la edad, las
comorbilidades del paciente y el polimorfismo genético entre otros. Todos estos
factores interactuan y pueden generar una amplia gama de manifestaciones de
gravedad creciente que conociamos hasta el afio 2016 como sindrome de

respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), sepsis, sepsis grave, shock séptico y
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sindrome de la disfuncién multiple de érganos (SDMO) [18-20]. En 2016, se
publicd el tercer consenso internacional sobre las definiciones de Sepsis y Shock
séptico[1], desapareciendo el concepto de SIRS y de sepsis grave. El primero, al
considerar que los criterios de SIRS (taquicardia, taquipnea, fiebre o hipotermia
y leucocitosis o leucopenia) no son especificos de infeccidén y el segundo, por
considerarlo superfluo. Definen la sepsis como la disfuncién organica que puede
comprometer la vida causada por una respuesta inmune desregulada a una
infeccidn, y en este contexto, incluso un grado moderado de disfuncién orgdnica
se asocia con una mortalidad del 10 % y definen el shock séptico como la sepsis
con alteraciones profundas en el metabolismo celular (lactato plasmatico >
2mmol/L) y circulatorio (PAM < 65mmHg) que incrementan substancialmente la
mortalidad. Identifican la disfuncién organica como un cambio agudo en la
puntuacién total secuencial relacionada con la sepsis en la escala de evaluaciéon
de la insuficiencia orgdnica o SOFA > 2 puntos. El sistema de puntuacién SOFA es
el mas utilizado en la actualidad para describir la disfuncién y el fallo de érganos
en pacientes sépticos desde que se introdujo por primera vez en 1996 [2]. Una
puntuacién mas alta para cada érgano y la afectaciéon de mas sistemas orgdanicos
se asocian con una mayor probabilidad de mortalidad [3,21]. Involucra 6
sistemas organicos (respiratorio, neuroldgico, cardiovascular, hematoldgico,
renal y hepatico) y en funcion de la gravedad de la disfuncién se asigna un valor
(desde 0 si es normal hasta 4 si la disfuncién es maxima) para cada érgano en
base a determinados umbrales de datos analiticos o datos clinicos como Ila
relacion Pa0,/FiO,, la creatinina, las plaquetas, la bilirrubina, el valor de la PAM
con o sin farmacos vasopresores y la puntuacion total en la escala de Glasgow

que evaluara la disfuncidn neuroldgica (Tabla 1)
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Tabla 1. Escala de Evaluacién de la disfuncién orgénica secuencial (SOFA).
Adaptada de Vincent JLy col. (2)

Variables Puntuaciéon SOFA

0 1 2 3 4

Pa02/FiO2> 400 Pa02/Fi02<400 Pa0:/FiO2< 300 Pa02/FiO2< 200 Pa0,/FiO2 < 100
Sp02/FiO2 > 302 Sp02/Fi02 <302 SpO2/Fi02 <221 Sp0,/Fi0; < 142 Sp02/Fi02 < 67

Cardiovascular PAM 2 70mmHg PAM > 70mmHg Dopamina<5o0 Dopamina>5o Dopamina > 150
(dosis en Dobutamina Noradrenalina < 0,1 Noradrenalina>0,1
ug/Kg/min) o Fenilefrina<0,8 o Fenilefrina>0,8
Higado <1,2 1,2-1,9 2,0-5,9 6,0-11,9 >12

(Bilirrubina en

mg/dL)

Rifion <12 1,2-1,9 2,0-3,4 3,5-4,9 >5,0

(Creatinina en
mg/dL)

COagu|aci6n >150 <150 <100 <50 <20

(Plaquetas x
103/mm3)

Neuro|6gico 15 13-14 10-12 6-9 <6
(escala Glasgow)

Respiratorio

dL: decilitos; FiO2: Fraccidn inspiratoria de oxigeno; kg: kilogramos; pg: microgramos; mg:
miligramos; min: minuto; mm?3: milimetros cibicos; mmHg: milimetros de mercurio; PaO: presidn
arterial de oxigeno; SOFA (Sequential Organ Failure Assessment); SpO2: Saturacidn por
pulsioximetria de oxigeno.

1.3 FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS

La fisiopatologia de la sepsis es compleja y dinamica. En los ultimos afios se han
realizado avances importantes en este campo y en este sentido se conoce mejor
como la sepsis puede dafiar a distintos niveles: molecular, celular, tisular y

orgdnico.

1.3.1 A nivel molecular y celular

La respuesta inmune a un patdégeno se basa en una compleja red que involucra
al sistema inmune innato y adquirido, con funciones claramente diferenciadas,
pero estrechamente interconectadas [22]. La primera linea defensiva del
organismo la constituye las barreras fisicas como la piel, las mucosas y las

membranas del tracto gastrointestinal, respiratorio y genitourinario. La segunda
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linea la establece el sistema inmune innato que actuard rdpidamente y que
ademds jugard un papel activador y controlador del sistema inmune adquirido
formando la tercera linea defensiva. Ante la presencia de un patdgeno, las
células de la inmunidad innata (macréfagos, monocitos, granulocitos, células
dendriticas y células natural Killer (NK) se activan, a través de los receptores
reconocedores de patogenos (RRP). Estos reconocen un patrén molecular
comun y constante de la superficie de los microorganismos, denominado patrén
molecular asociado a patégenos (PAMP) que incluye componentes de patdgenos
bacterianos, fungicos y viricos. Los RRP son proteinas bien de la superficie celular
entre las que se hallan proteinas del sistema de complemento como la lectina de
unién a manosa (MBL) expresadas en células dendriticas y mieloides capaz de
activar el complemento, receptores endociticos como los receptores de la
manosa y los receptores de membrana, como los receptores “tipo Toll” (TRL) y
CD14, expresados fundamentalmente en las superficies de las células que
primero entran en contacto con el patégeno durante la infeccidn (células de la
superficie epitelial) y en las células presentadoras de antigenos
(monocitos/macréfagos y células dendriticas) bien del citosol como receptores
tipo NOD y RIG-I [23] (Figura 1). Existen al menos 10 tipos diferentes de
receptores TRL [24]. Entre los principales PAMP, que actian como activadores
del sistema inmunitario innato, se encuentran los lipopolisacéridos (en
microorganismos gramnegativos), el acido lipoteicoico y los peptidoglicanos (en
grampositivos), el zymosan, mananos y glucanos (en levaduras), secuencias de
ADN bacteriano con dominios CpG no metilados y ARN de doble cadena (en
virus)[25]. Al unirse los PAMP a los RRP se inicia una cascada de sefializacion
intracelular y comienza una serie de procesos secuenciales en el sistema inmune
innato, en el endotelio, en el sistema neuroendocrino, en el sistema del
complemento, en el de la coagulacién y en el de fibrinolisis. Todos estos pasos
funcionan como redes interconectadas y superpuestas, asemejandose al
proceso de comunicacidn [24]. Cuando el RRP se une al PAMP se inicia la
transcripcion de interferdn tipo | [23] y citocinas pro-inflamatorias como el factor
de necrosis tumoral (TNF-a) que perpetuara su produccion, la de otras citocinas
y ayudarda en la generacién de mediadores anti-inflamatorios. Entre los

mediadores pro-inflamatorios importantes tenemos las interleucinas (IL) pro-
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inflamatorias como la IL-1B endotelina, IL-6 moléculas de adhesion, IL-8
quimioquinas, IL-11 elastasa, IL-12 factores de crecimiento, IL-18 LTs, IL-23 NO,
Interferon gamma (IFNy) y otras moléculas efectoras como especies reactivas de
oxigeno y nitrégeno. Entre los mediadores anti-inflamatorios se encuentran las
IL anti-inflamatorias como la IL-1RA, IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13, IL-16, IL-18RA Y
el NO [26] (Figura 2).

PAMP —— | } } } | Cytokines
4 (interleukin-1, 6, 12)

Quiescent T cell

Toll-like
receptor
Pathogen . .

Activation

% .\ Peptide
e e T-cell receptor
Endocytic pattern- ’ JNeer
recognition receptor MHC class Il
molecule
Antigen-
 presenting cell

Figura 1. Receptores involucrados en la interaccidn entre el sistema inmune innato y
adquirido. Imagen adquirida de Medzhitov y col (25)
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Figura 2. Principales pilares de la respuesta inflamatoria sistémica.
Adquirida de Laszlo y col. (26)
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El sistema inmune innato intenta contener la infeccidn hasta que las células del
sistema inmune adquirido (linfocitos) se hacen efectoras. Los linfocitos T seran
responsables de la produccion de citocinas y los B de la produccién de
anticuerpos. Estas células para activarse, requieren que algunas células del
sistema inmune innato les presenten al antigeno. Al unirse las células By T a
través de sus receptores al antigeno, se producird una proliferacion clonal,
activandose y proliferando, lo cual es necesario para una respuesta inmune
eficiente. Esto tarda de 3 a 5 dias lo que provocara que muchos patégenos dafien

al huésped.

Es necesaria una respuesta inflamatoria robusta para poder sobrevivir a los
diferentes insultos. Ademas, la inflamacién inducida por los patégenos, conduce
a la liberacion de células epiteliales y endoteliales que actuardan como
mensajeros moleculares del dafio tisular, llamados patrones moleculares
asociados a dafio tisular (DAMP). Al producirse la lesion tisular se liberan DAMP
que se unirdn a RRP expresados en la superficie de las células inmunes o
intracelularmente. Los DAMP estimulardn células inflamatorias cercanas que
producirdn mdas mediadores inflamatorios cldsicos y mas DAMP, perpetuandose
la inflamacién. En la sepsis un DAMP clave es el grupo de proteinas de alta
movilidad B1 (HMGB1), que es una proteina nuclear. Otros DAMP reconocidos
son la proteina $100, proteinas chaperonas de choque térmico (HSP), acidos

nucleicos y acido hialurdnico (24).

Algunos de los RRP, principalmente los receptores tipo NOD, pueden
ensamblarse en complejos moleculares denominados inflamasomas,
importantes en la maduracion y secrecidén de las potentes IL-1B e IL-18, que
pueden desencadenar una muerte celular programada altamente inflamatoria
por ruptura rapida mediada por caspasas de la membrana plasmadtica

denominada piroptosis [23].
Las citocinas pro-inflamatorias [23] a su vez:
— Activaran las células inmunitarias innatas, aumentando su nimero y su
vida util.
— Aumentaran la expresién de moléculas de adhesidn y quimiocinas por
parte de las células endoteliales.
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— Fomentardn la sintesis de muchas proteinas hepaticas de fase aguda
como el complemento y el fibrindgeno.

— Inducirdn las trampas extracelulares de los neutrdéfilos (NETS), redes de
cromatina decorada con proteinas granulares e histonas y enzimas
antimicrobianas que atraparan a los microorganismos supervivientes.
Algunos autores lo consideran como una consecuencia de un nuevo
proceso de muerte celular denominada netosis que culminarad en la
liberacion de estas redes de ADN con capacidad para atrapar
microorganismos.

— Provocaran la liberacién desde las plaquetas activadas, células
endoteliales y leucocitos de vesiculas que contienen lipidos y proteinas
inflamatorias, elementos prooxidantes y procoagulantes.

— Regulardn al alza la expresion del factor tisular por los monocitos
sanguineos. En combinacién con el lanzamiento de los NETS y las
vesiculas mencionadas anteriormente, la expresién del factor tisular
intravascular generara una "inmunotrombosis" mediante la cual los
microbios quedan atrapados dentro de los trombos que, a su vez,
atraerdn y activaran aliin mas a los leucocitos [27].

La respuesta inflamatoria de las citocinas logra un control rdpido de las
infecciones menores y localizadas. Sin embargo, cuando la respuesta supera un
cierto umbral, se produce una lesidn sistémica por las especies reactivas de
oxigeno (ROS), que pueden dafiar las proteinas celulares, los lipidos, el ADN y
afectar la funcién mitocondrial, por la activacién del complemento
especialmente C5a, que generard mas ROS, aumentard la permeabilidad
endotelial y la expresion del factor tisular, causando la muerte de las células de
la médula adrenal y extendiendo la inmunotrombosis que puede resultar en

coagulacidn intravascular diseminada (CID) y mayor lesion organica (Figura 3)
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Figura 3. Procesos fisiopatoldgicos reforzados en la sepsis.

La lesién endotelial resulta en activacion de monocitos y granulocitos, rotura de la
barrera endotelial, inmunotrombosis y coagulacién intravascular diseminada.
Adquirida de Gotts y col (23)

El organismo, a través de las citocinas anti-inflamatorias intentara luchar y
controlar la inflamacién, siendo en ocasiones insuficientes para suprimirla y
otras veces, habrd una produccidn excesiva que ocasionard lesién tisular y
posteriormente un estado de inmunosupresion. Otro mecanismo implicado en
el control de la infeccién es la autofagia, una forma de eliminar DAMP y PAMP,
al empaquetar patdégenos, organulos y proteinas dafiadas en vesiculas
destinadas a la degradacidn lisosomal, reduciendo la activacién del inflamasoma
[28]. Se reconoce cada vez mas que la resolucién de la inflamacidn después de
una infeccién grave no es simplemente un proceso pasivo de desaparicion de las
vias inflamatorias, sino que implica un conjunto coordinado de procesos
celulares y sefiales moleculares recientemente reconocidas. Una vez que los
organismos patégenos se han eliminado, las células dafiadas y los leucocitos

infiltrantes deben eliminarse del tejido. Si el medio de sefalizacion es favorable,
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estas células sufren apoptosis y son engullidas (principalmente por macréfagos),
un proceso denominado eferocitosis, que liberara IL-10, TGF-B [29] y lipidos
bioactivos (lipoxinas, resolvinas, proteinas y maresinas) que reduciran las ROS,
la permeabilidad endotelial y el reclutamiento de leucocitos y mejoraran adn
mas la eferocitosis de macroéfagos [30]. Las células T reguladoras y las células
mieloides también pueden desempefiar papeles importantes en la eliminaciéon

de células citotodxicas y la produccién de citocinas antiinflamatorias [29].

Durante afios se ha pensado que la presentacién inicial del paciente séptico
(fiebre alta, shock y fallo respiratorio) se debia a la respuesta inflamatoria
excesiva en relacidon con concentraciones elevadas de citocinas. Sin embargo, es
mucho mds complejo y en la actualidad, existen evidencias que desde el inicio
del cuadro séptico se produce de manera concomitante una respuesta
inflamatoria y otra anti-inflamatoria [26,31] (Figura 4). Al inicio de la sepsis, la
respuesta pro-inflamatoria es muy superior a la anti-inflamatoria. En este
sentido, se dice que existe un retraso de la respuesta anti-inflamatoria que dura
de 2 a 4 dias. Si la respuesta inflamatoria es exagerada, el proceso se convierte
en sistémico ocasionando dafio tisular de diferente gravedad, shock vy
eventualmente fallos orgdnicos. Muchos pacientes fallecen rapidamente
durante la fase hiper-inflamatoria, y los que sobreviven entran en una fase mas
prolongada, llamada hipo-inflamatoria o de inmunoparalisis, en la que son
proclives a adquirir infecciones nosocomiales por gérmenes oportunistas y
multirresistentes [32]. Seria mas exacto el término de reprogramacién celular,
indicando cambios celulares durante este proceso. Estas observaciones han
generado una hipétesis controvertida consistente en que la primera fase de
hiper-inflamacién evoluciona hacia la segunda fase de hipo-inflamacién con una
inmunosupresion significativa y con un incremento adicional de la mortalidad
[33]. La inmunosupresién por ella misma no causa dafio, pero hace que el

paciente sea mas propenso a la infeccion.
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Figura 4.Respuesta inmune en la Sepsis. Adquirida de Boomer y col. (18)

Desafortunadamente, no disponemos actualmente en los laboratorios clinicos
de pruebas capaces de medir el grado de inmunosupresién las 24 h del dia. De
la misma manera, medir niveles plasmaticos de citocinas no es suficiente para
determinar si el paciente se encuentra en la fase hiper o hipo-inflamatoria
debido a que existen niveles elevados tanto de mediadores pro-inflamatorios

como de anti-inflamatorios al mismo tiempo [22].

La heterogeneidad de la respuesta inflamatoria durante la sepsis, podria ser en
parte, la responsable del fracaso terapéutico de los distintos fadrmacos utilizados
en los ensayos clinicos realizados hasta el momento [34]. Las dificultades para
estratificar a los pacientes en base a su momento inmunoldgico particular
pueden haber contribuido a los resultados desfavorables observados hasta
ahora. Asi, mds alld del soporte organico, en la actualidad, no existe ningun
farmaco especifico para el tratamiento de la sepsis. Una de las intervenciones
que se sigue explorando para intentar disminuir la mortalidad es el desarrollo de
terapias que bloqueen o aumenten las respuestas inmunoldgicas del paciente en
funcién de su estado inmunoldgico. Por lo tanto, la monitorizacién de la
respuesta inmune durante el proceso séptico podria identificar a aquellos
pacientes con mayor probabilidad de adquirir infecciones nosocomiales y con

riesgo elevado de mortalidad. En ausencia de signos clinicos especificos que nos
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la indiquen, deberiamos basar nuestro juicio en la valoraciéon de biomarcadores
que reflejasen el estado inmunitario de los pacientes. Uno de los mejores para
monitorizar el sistema inmune innato en pacientes criticos lo constituye la
expresion del antigeno HLA-DR en la superficie de los monocitos (mHLA-DR)
medida por citometria de flujo y cuyo nivel nos indicard la probabilidad que tiene
el paciente de fallecer o de adquirir infecciones nosocomiales [35]; sin embargo,
solo se encuentra disponible en laboratorios de investigacidon. Para monitorizar
el sistema inmune adquirido, disponemos del contaje absoluto de linfocitos [22].
Por ello, pensamos, que es esencial encontrar biomarcadores que permitan
estratificar al paciente segin la funcién inmunolégica que poseen en un

momento determinado de su evolucién [36].

1.3.2 A nivel organico y tisular

La sepsis puede progresar desde una infeccién localizada hacia una inflamacién
sistémica leve y hasta un cuadro de shock séptico con afectacién orgdnica. En
este sentido, la alteracidon de la funcion cardiovascular es una de la mas afectadas
y conocidas por los médicos intensivistas. La mayoria de los pacientes con sepsis
tendran un gasto cardiaco normal o elevado con resistencias vasculares
sistémicas disminuidas pudiendo asociar disfuncion biventricular. A pesar del
gasto cardiaco elevado, existird un déficit de oxigenacidn a nivel tisular debido a
una alteracién en su extraccién, a la disfuncién microcirculatoria por la
inflamacién endotelial y a la disfuncién mitocondrial. Estas situaciones
incrementaran el acido lactico; sin embargo, también puede aumentar por
glicolisis aerdbica acelerada, que excedera la capacidad de la enzima piruvato

deshidrogenasa y por un incremento de la actividad adrenérgica 2 [37].

Podemos considerar el endotelio como un érgano que cubre un area de casi 1,0
m? con un papel importante en la regulacién del tono vasomotor, en el
movimiento de las células y nutrientes hacia dentro y fuera de los tejidos, en el
sistema de coagulacién y en el equilibrio entre inflamacion y sefializacién
antiinflamatoria [38,39]. En la sepsis, alteraciones profundas del endotelio,
provocardn la pérdida de la funcién de barrera produciendo un edema tisular

generalizado.
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Las alteraciones microcirculatorias incluyen la existencia de microtrombos, la
expresion del factor tisular, el depdsito de fibrina y la alteracién de los
mecanismos anticoagulantes (incluida la proteina C activada) pueden producir
coagulacién intravascular diseminada (CID), un sindrome asociado con mayor
disfuncién organica, sangrado (debido al consumo de plaquetas y factores de
coagulacién) y mortalidad [39] que se producird por el desequilibrio entre la
coagulacién y la fibrindlisis. Las citocinas proinflamatorias, leucocitos y otras
proteinas activan el endotelio convirtiéndolo en protrombdtico con formacién
de trombos a nivel microvascular, inhibicidn de la fibrindlisis y acimulo de
trombos de fibrina, que a su vez poseen caracteristicas pro-inflamatorias [40].
Los cambios endoteliales en la sepsis pueden afectar a otros érganos como se

refleja en la Figura 5.

A nivel pulmonar, el aumento de permeabilidad en los capilares provocard
acumulo de liquido rico en proteinas en los espacios intersticiales del pulmén
primero y posteriormente en los alveolos por la disfuncién de la barrera epitelial
de los mismos originando un desajuste entre la perfusidon y la ventilacidn,
hipoxemia arterial y reduccién de la complianza pulmonar, que se conoce como

sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) [41].

A nivel renal, provocara lesion renal aguda (LRA) que incrementara la mortalidad
[42]. Hasta hace unos afios se pensaba que la hipoperfusion era la causante de
la misma, sin embargo, existen otras teorias que se desarrollardn

posteriormente.

A nivel intestinal, el aumento de la permeabilidad epitelial pone en marcha un
circulo vicioso de translocacién bacteriana, con empeoramiento de la
inflamacidn sistémica que puede perpetuar la disfuncién de multiples érganos.
De hecho, en un estudio observacional prospectivo de 47 pacientes criticos en
Canada, la permeabilidad intestinal predijo de manera independiente la

posterior disfuncidn multiorgdnica [43].

43



&l

Figura 5. Fallos orgdnicos en un paciente con shock séptico.
Adquirida de Gotts y col. (23)

A nivel hepatico, la disfuncién puede manifestarse de dos maneras, como
colestasis debida a la alteracién de la depuracién de la bilirrubina por parte de
los hepatocitos y como hepatitis isquémica por hipoperfusiéon hepdtica, pues el
gasto cardiaco aumentado no es suficiente para cubrir las demandas hepaticas
de oxigeno incrementadas. Las citocinas inflamatorias y los lipopolisacdridos
pueden participar en el desarrollo de la misma. También puede provocar
coagulopatia por lesidon endotelial microvascular, al existir desbalance entre
fibrindlisis y coagulacién [44].

A nivel neuroldgico, el sistema nervioso no es solo un espectador, pues participa
desde el inicio con un papel principalmente antiinflamatorio. La encefalopatia
suele ser lo primero que detectaremos pudiendo oscilar desde una alteracién en

la concentracion hasta el coma profundo. El delirio es frecuente en pacientes
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ventilados y se asocia a un aumento de la mortalidad [45] y déficits
neurocognitivos. La encefalopatia puede ser causada como resultado de una
infeccion del sistema nervioso central pero también por la disfuncién endotelial
sistémica al aumentar la permeabilidad de la barrera hematoencefdlica y
permitir la entrada de las citocinas inflamatorias en el cerebro causando edema
perivascular, estrés oxidativo, leucoencefalopatia y alteracién en los

neurotransmisores [46].

A menudo, la situacidn proinflamatoria temprana se convierte en una situacion
tardia y prolongada de disfuncidn del sistema inmunoldgico. Los bazos extraidos
de pacientes fallecidos en la UCI con sepsis activa muestran gran deplecidn de
células T CD4+ y CD8+, y los esplenocitos restantes revelan reducciones
marcadas en la produccidn de citocinas estimuladas [47]. La pérdida de linfocitos
T CD4+ parece ser principalmente el resultado de |la apoptosis [48], lo que impide
que estos pacientes puedan desarrollar una respuesta inmune adecuada a
sobreinfecciones. De hecho, varios virus (incluidos el citomegalovirus, el virus de
Epstein-Barr, el virus del herpes simple y el virus del herpes humano tipo 6) a
menudo se reactivan durante el curso de la enfermedad, y la viremia por
citomegalovirus predice la infeccidn por hongos y la mortalidad a los 90 dias [49].
De manera similar, la linfopenia cuatro dias después del diagndstico de sepsis se
asocia con una infeccién bacteriana secundaria y dicta la mortalidad a los 28 dias
y al aiio [50]. Por tanto, no es sorprendente que en la sepsis prolongada haya
una tendencia microbioldgica hacia la sobreinfeccién con organismos menos

virulentos.

1.4 LESION RENAL AGUDA ASOCIADA A LA SEPSIS

La lesidn renal aguda asociada a la sepsis (s-LRA) en UCI es bastante frecuente.
Segun las series revisadas oscila entre el 16 y el 67 % y su incidencia aumenta un
2,8 % cada afio [51]. Asocia un aumento de la morbilidad y mortalidad [42].
Actualmente no existe ninguna terapia efectiva en su manejo, siendo la
identificacidn precoz que permitird ofrecer un tratamiento de soporte, y el evitar
la utilizacién de farmacos nefrotdxicos, los pilares fundamentales en su manejo.

El diagndstico se basa en el aumento de la creatinina plasmatica y/o en la
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disminucién de la diuresis. Sin embargo, el aumento de la creatinina es un
parametro poco sensible por varias razones: 1) se afecta por farmacos que
compiten con la secrecion tubular ocasionando fluctuaciones de la misma sin
reflejar cambios en la funcién renal; 2) algunas moléculas como la bilirrubina
pueden interferir con las técnicas analiticas y retrasar el diagndstico; 3) en
ocasiones se desconoce la creatinina basal y no se sabe muy bien cémo manejar
esto; 4) puede estar disminuida por la pérdida de masa muscular, habitual en
estos pacientes, por la anasarca o por aumento del volumen de distribucidn,
entre otras [52]. Y la oliguria no es especifica de la LRA. A pesar de ello, se ha
observado que la oliguria durante 3-5 horas en pacientes sépticos asocia LRA con
bastante probabilidad [53].

La sepsis es uno de los principales estimulos contribuyentes de la LRA. Se estima
que ocurre en el 10-20 % de los pacientes que ingresan en UCI por una infeccién
y en el 50-70 % de los pacientes con shock séptico. La LRA asociada a la sepsis (s-
LRA) se define como la LRA en presencia de sepsis sin otras causas que la
expliquen[54]. Es la causa mds comun de LRA en UCI y se asocia con un peor
prondstico, aumentando la mortalidad. Ademads, la LRA de otras etiologias es un
factor de riesgo para desarrollar sepsis o infecciones secundarias, observdndose
hasta en el 40 % [55] o incluso mds. De esta manera, se cree que la relacién entre
LRA y sepsis es bidireccional [56]. La LRA es una disfuncién organica incluida

dentro del SDMO con una mortalidad superior al 50 %.

1.4.1 Fisiopatologia de la s-LRA

Su fisiopatologia no es del todo conocida. Hasta hace unos afos, se pensaba que
se debia a una necrosis tubular aguda por hipoperfusién global. Sin embargo,
estudios en animales han demostrado que el flujo sanguineo renal no cambia e
incluso puede aumentar en la sepsis. Posiblemente, una de las limitaciones para
avanzar en el conocimiento fisiopatoldgico es la falta de biopsias renales
disponibles para su estudio al no realizarse debido a los riesgos inherentes [57].
El concepto de s-LRA se ha extrapolado de modelos de sepsis con animales y de
estudios postmortem de pacientes con sepsis, por lo que debe interpretarse con

cautela, revelando que la histologia renal suele estar bien preservada sin
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evidenciar necrosis tubular. Ademads, la lesién renal por isquemia-reperfusion
aun siendo un factor importante, no es el Unico para su desarrollo, implicando
varios mecanismos en la patogénesis de la s-LRA [58] principalmente tres: la
inflamacién renal [59], la disfuncién microcirculatoria a nivel peritubular y
glomerular [60] y la reprogramacién metabdlica [61]. En este sentido, se ha
propuesto una teoria unificada de s-LRA con la intencién de integrar a varios

mecanismos en un marco coherente de interaccidn sinérgica (56).

En la sepsis, los mediadores inflamatorios derivados de los patégenos y de las
células inmunes activadas (DAMP y PAMP) guian al sistema inmune en la lucha
contra la infeccidn. Estas moléculas son reconocidas por las células del sistema
inmune pero también por las células del tibulo renal (via microcirculacion
peritubular o filtrado glomerular) gracias a los RRP que expresan, que incluyen
receptores tipo Toll (en concreto TLR-4 y TLR-2), receptores tipo NOD y
receptores helicasas tipo RIG-1 [62](Figura 6). Cuando las células tubulares se
exponen a los PAMP, las células proximales estdn sometidas a un aumento del
estrés oxidativo y producirdn ROS y disfuncién mitocondrial [62]. Las ROS
engloban a un grupo de moléculas (superodxido, peroxidos, radical hidroxilo y
oxigeno) que se producen en diversas reacciones bioquimicas en los organulos
celulares como las mitocondrias entre otros. Los ROS contribuyen a la
homeostasis del organismo e incluso poseen actividad antibacteriana; sin
embargo, cuando hay una produccidn excesiva como en la sepsis, pueden tener
efectos deletéreos, con disfuncién celular y orgdnica, promoviendo la apoptosis.
Ademas, también activardn los inflamosomas NLPR3 que son complejos
intracelulares que actlan como sensores y mediadores de la inflamacién y que
forman parte de la familia de los receptores tipo NOD[63]. En teoria, todas las
nefronas estarian expuestas a estos patrones moleculares, no obstante, las
células tubulares se afectan de manera parcheada, lo que podria indicar una
distribucién heterogénea del flujo sanguineo por disfuncién microvascular [57].
Sabemos que la sepsis altera la distribucién del flujo, disminuyendo la
proporcién de capilares con flujo continuo e incrementando la de capilares con
flujo lento o sin flujo resultando en hipoperfusion e hipoxia [60,64]. La
microcirculaciéon renal se alterara de la misma manera. Existen varios

mecanismos que pueden producir disfuncion microvascular como la lesion
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endotelial, la respuesta del sistema nervioso auténomo, el desprendimiento de
glicocdlix y la activacion de la cascada de la coagulacién [60,65]. Los mediadores
inflamatorios produciran disfuncién endotelial y rotura de glicocdlix potenciando
la agregacién y la adhesién de los leucocitos y plaquetas con disminucién del
flujo sanguineo, cuyas consecuencias seran un aumento de la susceptibilidad en
la formacién de microtrombos y oclusién de los capilares. Ademas, la disfuncién
endotelial también producird vasodilatacidn con aumento de la permeabilidad y
fuga de liquido endotelial provocando edema intersticial peritubular que
alterard la perfusidon de las células renales tubulares [58]. La hemodindmica
microcirculatoria también juega un papel en la s-LRA. La tasa de filtracion
glomerular es independiente de los cambios del flujo sanguineo renal y estara
determinada por la presién hidrostatica intraglomerular. La caida de la misma
producird el descenso de la tasa de filtracidon glomerular que dependerd de la
vasoconstriccidn de la arteriola aferente y vasodilatacidn de la eferente [66,67].
De esta manera, en la sepsis, habrd una redistribucién del flujo sanguineo hacia
la médula[68] gracias a la existencia de unos capilares que evitaran el glomérulo
y conectaran directamente la arteriola aferente con la eferente lo que podria
explicar en parte la derivacidn de sangre propuesta en la s-LRA (shunts) [69,70]

(Figura 7). Sin embargo, no esta claro como y cuando estas derivaciones se abren

en la sepsis.
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El dxido nitrico (NO) también contribuye a la disfuncidon microvascular. La sepsis
aumenta la produccién de NO, siendo la produccién de la NO sintasa inducible
(iNOS), uno de sus catalizadores mas importantes y heterogénea [71], lo que
determinard que la concentracién de NO regional también lo sea, y a pesar de
tener unos niveles sistémicos aumentados de NO, pueda haber lechos vasculares
sin NO, lo que explicaria el fenédmeno de derivaciéon observado a nivel capilar
[72].La inhibicidn selectiva de la iNOS puede restaurar los trastornos

microcirculatorios renales provocados por la sepsis.

Ademas, la alteracidn en la microcirculacidn enlentecera el flujo sanguineo y esto
se asociara con el estrés oxidativo tubular. La disfuncién microvascular inducida
por la sepsis produce areas de flujo peritubular lento, que parece fundamental
para la amplificacion de la sefial inflamatoria. Este trdnsito prolongado se
traducird en un mayor tiempo de exposicién del endotelio y de las células
epiteliales tubulares vecinas a leucocitos activados que secretan citocinas y a

otros DAMP y PAMP, lo que amplificara la sefial inflamatoria y producira un
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mayor estrés oxidativo. Las células tubulares responderan a dicho estrés
oxidativo vacuolizdndose a nivel apical y adaptdndose al ambiente microtubular
y en ultima instancia enviaran sefiales a otras células tubulares para que se
apaguen de forma paracrina[57]. El estrés oxidativo es un sello distintivo de la
lesién tubular inducida por la sepsis que ocurre precozmente en zonas con flujo
lento y se ha localizado en las vacuolas apicales. De esta manera, se piensa que,
aunque la hipoxia puede contribuir a la lesién tubular y a la inflamacién e inducir
una respuesta adaptativa, no es el Unico mecanismo, y que la inflamacién vy el
estrés oxidativo inducidos por los DAMP a través de la activacion de TLR-4

pueden ser igual de importantes [73].

Asi pues, la lesidn tubular serd iniciada por la inflamacién y el estrés oxidativo lo
gue originara una respuesta adaptativa priorizando la supervivencia celular con
la reprogramacidon metabdlica de las células tubulares renales durante la sepsis.
De esta manera, se optimiza el consumo de energia, priorizando el consumo
energético con disminucion del metabolismo celulary detencién del ciclo celular,
todo ello orquestado a nivel mitocondrial, que evitara agravar el dafio celular
con posibilidad de recuperar la funcién celular. Las mitocondrias intervendrdn
en tres procesos clave [57,58]: en la priorizacidn del consumo energético,
manteniendo la funcién de los distintos orgdnulos a través de procesos de
control de calidad como la autofagia y mitofagia (mecanismo especializado por
el cual las mitocondrias dafiadas son sefialadas y envueltas en autofagosomas
dentro de la célula), contribuyendo en la replicacidon del ADN y del ciclo celular.
Uno de los procesos que mas energia consume es la replicacién (duplicacién de
todo el genoma, proteoma y lipidoma de la célula). Si durante el ciclo celular, la
célula no tiene suficiente energia para duplicarse, ésta detendra el ciclo celular
para evitar la muerte por déficit energético. En apoyo de este proceso en la
sepsis humana, se han descubierto dos marcadores de detencién del ciclo celular,
el inhibidor tisular de la metaloproteinasa-2 (TIMP-2) y la proteina de unién al
factor de crecimiento similar a la insulina 7 (IGFBP7), como los mejores
predictores del desarrollo de s-LRA [74]. Aunque se han realizado avances en los
ultimos afios en la comprensién de s-LRA, son necesarios mas estudios para
profundizar en los mecanismos por los que la sepsis causa lesidn orgdnica,

especialmente en la LRA.

50



En este sentido, la identificacién de algun perfil proteico gracias a la protedmica,
podria ofrecer mas informacién sobre la respuesta inflamatoria, la disfuncién
microvascular y la regulacién de la energia celular, factores clave para poder

incidir en la prevencion y/o en el tratamiento de la s-LRA.

1.4.2 Estrategias terapéuticas de la s-LRA

Hasta el momento actual no disponemos de ninguna medida terapéutica
especifica para el tratamiento de la s-LRA. Realizar un diagndstico precoz es
fundamental pues permitird optimizar otros tratamientos, y lo haremos
monitorizando la diuresis y la creatinina con las limitaciones expresadas con
anterioridad, y utilizando biomarcadores como el producto de IGFBP7 y TIMP-2.
De la misma manera, utilizar las mejores estrategias para combatir la sepsis
como el uso precoz de antibidticos, el control del foco de infeccidn, la adecuada
resucitacion y el uso de vasopresores cuando estén indicados es prioritario, al

igual que evitar farmacos nefrotdxicos cuando sea posible [75].

Instaurada la s-LRA, el balance entre los mediadores pro y anti-inflamatorios
afectara la extension del dafio renal y su reparacién tras el evento agudo.
Durante afios se ha intentado definir la recuperacién de la LRA proponiéndose
varias definiciones. La creatinina no es el mejor parametro para medir la reserva
renal y en este sentido no serda el mejor biomarcador para cuantificar la
recuperacion renal, especialmente en pacientes criticos por el efecto que la
pérdida muscular tiene sobre la misma. Recientemente, la ADQI (Acute Dialysis
Quality Iniciative) ha propuesto el concepto de enfermedad renal aguda,
dividiéndola en dos fases, la primera abarca desde el dia 12 al 72 de LRA y la
segunda, al periodo comprendido desde el 82 al 902 dia. Este periodo sirve como
marco para definir la recuperacién o la progresion a enfermedad renal crénica
[76]. Tras la LRA, a menudo, existe un proceso de reparacién parcial, en parte
debido a la hipoxia prolongada y a la secrecidon sostenida de citocinas

profibréticas (IL-13) que originara una disfuncion renal crénica [77,78].

Actualmente en estudios preclinicos se han realizado experimentos que
demuestran que al bloquear las citocinas y las quimioquinas producidas

localmente que reclutan células efectoras inflamatorias en el tejido lesionado se
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puede abrogar la LRA. Sin embargo, trasladar esto a estudios en humanos es muy
dificil y complicado [79]. En estos casos, solo disponemos de la purificacidn de la
sangre con dispositivos extracorpdreos, que actuaran como soporte organico y
a su vez pueden ofrecer beneficios fisioldgicos adicionales sobre Ia
inmunohomeostasis. Sin embargo, el momento idéneo para su inicio es
controvertido. Cuando existe riesgo vital o indicaciones propiamente renales
(Potasio > 6,5 mEq/L, pH < 7,10, anuria, sobrecarga hidrica con repercusion
respiratoria que no responde al tratamiento y clinica atribuible a la uremia) no
existe duda que el inicio debe realizarse lo antes posible. En otras circunstancias,
la decisién de empezar dependerd del médico responsable del paciente en ese
momento, pues el problema actual es la heterogeneidad de los estudios tanto
por el tipo de pacientes estudiados como por la ausencia de consenso a la hora
de definir que es depuracion renal precoz o tardia. Los defensores de la terapia
precoz argumentan que sus beneficios se atribuyen a un control mas rapido de
las alteraciones metabdlicas y urémicas, asi como una prevencion mas efectiva
de la sobrecarga hidrica. Sin embargo, los defensores de la terapia tardia,
refieren que existe un porcentaje de pacientes con LRA que no las precisarany
al aplicar un manejo precoz, no se da tiempo a la recuperacién espontdnea de la
funcién renal. Actualmente existen 4 ensayos clinicos con resultados
controvertidos respecto al momento ideal de inicio de estas terapias [80—83]y
en este sentido, la protedmica podria ayudar a encontrar algliin biomarcador que

ayudase a tomar la decisidn de inicio precoz o tardio.

1.4.3 Técnicas continuas de depuracién extrarrenal

Un 5-10 % de los pacientes criticos que desarrollardn LRA precisaran técnicas de
reemplazo renal (TRR), siendo la mortalidad en estos muy elevada (> 50%),
ademads de asociar un aumento de la estancia hospitalaria, de los costes y de la

enfermedad renal crénica.

Las TRR ayudan a corregir los trastornos del equilibrio dcido-base y electrolitos,
a regular el volumen del agua corporal y a eliminar productos tdxicos,
previniendo algunas complicaciones que podrian ser letales para el paciente. Sin

embargo, no suplen otras funciones del rifidn como la reabsorcion de
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aminodcidos, activacién de la Vitamina D, produccién de eritropoyetina y
gluconeogénesis [84,85].

Actualmente en un paciente critico con LRA podemos aplicar distintas
modalidades: hemodialisis intermitente (HDI), didlisis peritoneal (DP), dialisis
diaria extendida (DDE), didlisis lenta de baja eficiencia (SLED) y las técnicas
continuas de reemplazo renal o de depuracion extrarrenal (TCDE). Elegir una
terapia u otra dependerd de la logistica del entorno, de la experiencia de cada
centro, de la situacién del paciente y del objetivo terapéutico a conseguir. Las
mas utilizadas son la HDI y la TCDE. No existen estudios que demuestren la
superioridad de una respecto a la otra en términos de mortalidad. Las TCDE
tienen la ventaja de ofrecer mayor estabilidad hemodindmica pues al ser un
tratamiento lento y continuo evita los cambios bruscos de volemia y de
electrolitos que se producen con la HDI, permitir un control mas riguroso de los
fluidos y tener una tasa de complicaciones escasa. Las TCDE intentan sustituir la

funcidén renal alterada las 24 horas del dia, los 365 dias del afio.

Las TCDE consisten en la aplicacién de un dispositivo para la purificacién
extracorpdrea de la sangre, compuesto por una membrana biocompatible de
alta permeabilidad, baja resistencia e idealmente con capacidad de adsorcion de
las sustancias que se deseen depurar. La sangre del paciente sale a través de un
catéter gracias a una bomba peristaltica, entrando en un circuito extracorpéreo,
y a nivel de la membrana sintética (constituida por fibras huecas realizadas con
polisulfona), se pondra en contacto con soluciones de diferente composicion y
por mecanismos difusivos, convectivos o de adsorcidn se eliminan moléculas
toéxicas, inmunoldgicas e inflamatorias, y posteriormente serd devuelta al
paciente a través del mismo catéter (Figura 8). Estas técnicas son aplicadas de
manera continua durante las 24 horas del dia y durante el tiempo necesario,

hasta la recuperacién de la funcion renal del paciente.

Los mecanismos fisicos implicados en el intercambio de moléculas en las TRR

son:

e Ultrafiltracion - Conveccién: se genera una diferencia de presién a ambos
lados de la membrana que permite la salida de liquido desde el
compartimento sanguineo arrastrando sustancias disueltas capaces de
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atravesar el poro y que viajan libres en el plasma. Si el volumen de
ultrafiltrado (UF) generado es elevado, requerird la administracién de
liquido de sustitucidn. Su eficacia dependerd de la presidén transmembrana
o gradiente de presion, del peso molecular (PM) y de la permeabilidad y
superficie de la membrana.

Difusidn: consiste en el movimiento aleatorio de moléculas desde la solucién
de mayor a la de menor concentracién. Por el compartimento del
ultrafiltrado circula un flujo continuo de liquido de didlisis a contracorriente
del flujo sanguineo lo que permite el paso de moléculas de pequefio tamafio
(PM < 1.000 Da) que viajan no unidas a proteinas a través de la membrana
semipermeable por gradiente de concentracion. El objetivo es que el
efluente (mezcla de ultrafiltrado y/o liquido de didlisis) tenga la maxima
concentraciéon de la molécula diana a eliminar. Si se permite un tiempo
suficiente, desaparecerd el gradiente de concentracién entre las dos
soluciones. Cuanto mayor sea el PM de un soluto, menor serd su tasa de
transporte a través de la membrana semipermeable. Existen unas
membranas con alto punto de corte, es decir, con poros de mayor tamafio,
a través de los cuales se eliminaran moléculas mas grandes (15-60 kDa),
incluyendo mediadores inflamatorios, incluso con mecanismos difusivos, y
en este sentido, su utilizacion en didlisis ofrece resultados similares a la
hemofiltracion. Los elementos determinantes del mecanismo difusivo son:
el gradiente de concentracién, la superficie de la membrana, el PM y la
resistencia de la membrana (que debe ser fina y ofrecer la menor
resistencia).

Adsorcion: capacidad de una membrana para retener en su superficie o
espesor determinadas moléculas (péptidos, proteinas, citocinas, etc.). La
capacidad de adsorcién es saturable e implica cambios frecuentes de filtros
si pretendemos mantener esta funcionalidad de la membrana. Existen
algunas membranas cuya caracteristica esencial es la eliminacién de
mediadores inflamatorios.

La eliminacidon de citocinas es mayor con conveccién y adsorcidn que con

difusién a menos que se utilicen membranas de alto punto de corte con

mecanismos difusivos, en cuyo caso la eliminacién sera similar.
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Figura 8. Componentes del circuito de la TCDE

Un factor a tener en cuenta cuando se indican estas terapias, es mantener
permeable el circuito extracorpéreo el mayor tiempo posible. Paraello, se realiza
anticoagulacién regional del circuito extracorpdéreo, bien con heparina no
fraccionada o bien con citrato trisédico. La eleccidon, dependerd de las
caracteristicas del paciente y se realizard acorde al protocolo de la unidad. El
anticoagulante de eleccién serd la heparina no fraccionada y en casos de
sangrado, trombocitopenia, alteracion de la coagulacién, donde estd
contraindicada la utilizaciéon de la misma, y en aquellos pacientes que precisen
mas de 2 circuitos al dia por coagulacién del sistema, se elegird el citrato como

anticoagulante.

Requieren canalizar una vena central (femoral o yugular preferentemente) con
un catéter de doble luz, con un grosor entre 11-13 French, de tal manera que la
sangre sale de una luz (considerada como rama arterial), entra en el circuito
donde se realiza la depuracién de moléculas y regresa al paciente por la otra luz

(considerada la rama venosa).

Dentro de las TCDE se pueden indicar distintas modalidades a criterio del

facultativo responsable. Las modalidades mas utilizadas en nuestra unidad son
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hemodiafiltracion venovenosa continua (HDFVVC), hemofiltracién venovenosa

continua (HFVVC) y hemodialisis venovenosa continua (HDVVC) (Figura 9).

e Hemofiltracién veno-venosa continua (HFVVC)

La HFVVC [84]utiliza como mecanismo fisico la conveccidn con una membrana
de alta permeabilidad y el sistema funciona por diferencia de presién a ambos
lados de la misma. Si aumentamos la presion en el lado de la sangre (presion
hidraulica) o la disminuimos en el lado del UF (presion hidrostatica) se genera un
gradiente de presidn que origina salida de plasma del compartimento sanguineo
que arrastrard solutos diluidos en él. Permite el aclaramiento de moléculas
medianas y pequefias. Como el volumen del UF generado con esta técnica puede
ser muy alto (10-25 L/dia) requiere liquido de sustitucién. Los flujos de sangre
utilizados con esta modalidad oscilan entre los 125 y 250 ml/min y entre 25-30
ml/Kg/h para el UF.

e Hemodidlisis veno-venosa continua (HDVVC)

La HDVVC [84] utiliza como mecanismo fisico la difusidn. Consiste en hacer pasar
por el compartimento del efluente un flujo continuo de liquido de didlisis a
contracorriente del flujo sanguineo, que permitira el paso de moléculas de bajo
PM por diferencia de concentracion. Se utilizard como dializador una membrana

de polisulfona.

e Hemodiafiltracion veno-venosa continua (HDFVVC)

La HDFVVC [84]es la modalidad mas utilizada actualmente, combina las dos
anteriores, hemofiltraciéon cuyo mecanismo fisico es la conveccidon y hemodialisis
que utiliza como mecanismo fisico la difusién. Como el volumen del UF generado
con esta técnica puede ser muy alto, se requiere liquido de sustitucién que se
administrard postfiltro. La dosis inicial de tratamiento sera 25-30 ml/Kg/h entre
conveccion y difusién. El flujo de la bomba de sangre oscilara entre 150 y 250
ml/min y el de dialisis entre 10-40 ml/min. Se utilizard un dializador con una
membrana de polisulfona entre 1,5-1,6 m? Permite el aclaramiento de moléculas
de hasta 30.000 Dalton.
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Figura 9. Modalidades de Terapias Continuas de Depuracién Extrarrenal

Entre los aspectos mas relevantes que pueden aportar estas técnicas y que
pueden mejorar la situacién clinica del paciente, se encuentran el descenso de
la temperatura, que mejorara la hemodinamica, la normalizacién del pH, que en
estos pacientes se acompafia de un aumento en la eficacia de los vasopresores
pudiendo disminuir la dosis de los mismos, la extraccidon continua y lenta de
fluido, que se extraerd del espacio intersticial disminuyendo el edema intersticial
con mejoria de la perfusiéon orgdnica y la eliminacién de mediadores pro-
inflamatorios, lo que podria tener relacion con la mejoria hemodindmica
observada tras la instauracién de las mismas. Es légico pensar que se eliminan
estas sustancias pues se encuentran en el torrente circulatorio, son
hidrosolubles y poseen un PM que las coloca en el rango de eliminacién de
algunas técnicas (conveccidbn con membranas sintéticas, difusién con
membranas de alto poro o adsorcion sobre la superficie de la membrana). Sin
embargo, sabemos que estas sustancias son producidas y actdan a nivel local y
no en el espacio intravascular sobre el que actuaran las TCDE y que muchas veces
su tamafio es superior al que puede ser eliminado mediante estas técnicas [86].

Se ha demostrado que la conveccién elimina citocinas [87], que las membranas
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con alto punto de corte poseen efectos beneficiosos sobre la inmunidad celular
[88] y que la HDI con estas membranas eliminan IL (IL-6 y antagonistas del
receptor de IL-1) y otras proteinas [89], permitiendo disminuir la dosis de
vasopresores utilizados en pacientes con shock séptico para conseguir
estabilidad hemodindmica y una mejor perfusiéon orgdnica, sin incrementar los

efectos adversos [88].

Aunque es un concepto aceptado, la transduccién exacta de las sefiales y otras
vias moleculares durante la respuesta inflamatoria desregulada no esta del todo
clara. Profundizar en niveles moleculares podria ayudar a identificar esa
sefializacién de mensajeros (intracelulares, intercelulares y/o interorganicos) y
biomarcadores para un diagndstico rapido y exacto, asi como descubrir los
mecanismos precisos de la disfuncién organica, desarrollar nuevos farmacos y

monitorizar su eficacia terapéutica [90].

Con este objetivo se han realizado varios estudios mediante la utilizacién de
técnicas de biologia molecular y de genética. Algunos de estos estudios sugieren
que la presencia de polimorfismo genético especifico podria predecir el
prondstico del paciente [91]; otros, aplican técnicas de “microarrays” para
comparar niveles de expresion genética tras la administracion de
endotoxinal[92]. Sin embargo, los estudios de expresidn genética no pueden
predecir la expresion ni la dindmica de las respectivas proteinas implicadas dado
que los patrones de expresién de proteinas son procesos altamente regulados,

para cuyo estudio deberian aplicarse aproximaciones protedmicas[93].

1.5 PROTEOMICA

El término proteoma lo utilizé por primera vez Marc Wilkins en 1995 para
describir el complemento proteinico de un genoma. Poco después se empled el
término protedmica para sefialar el estudio del proteoma, que es el conjunto de
todas las proteinas presentes en una célula, un organismo o un medio biolégico
en un momento determinado. Esto incluye no sélo las proteinas traducidas
directamente a partir del material genético, sino también todas las proteinas
modificadas por el corte y empalme alternativo de los transcritos primarios, el

procesamiento posterior a la traduccién o la combinacion de ambos. El
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proteoma no es un componente estatico como el genoma, sino dindmico, ya que
refleja tanto el programa genético intrinseco de las células como el impacto de
su entorno. Comparado con el genoma, el proteoma proporciona una visién mas
realista de una situacidn bioldgica y, por lo tanto, se espera que sea mas util que
el analisis genético para valorar, por ejemplo, la presencia de una enfermedad,

su progresién y su respuesta al tratamiento [94].

Dado que las proteinas llevan a cabo la funcién de los genes, se espera que el
conocimiento del proteoma aporte informacidon fundamental de las funciones

celulares tanto bajo condiciones fisiolégicas como patoldgicas.

Los analisis protedmicos hacen referencia a la aplicacién de enfoques de alto
rendimiento para el andlisis de la expresién de proteinas. Actualmente, la
investigaciéon protedmica es considerada como un tépico candente y estd
aumentando su aplicacién en humanos. Permite el andlisis del proteoma, que es
el conjunto de todas las proteinas expresadas en el organismo. La sintesis
proteica es el resultado final de la expresién genética y estd directamente
relacionada con el fenotipo. Esto representa una ventaja respecto a otras
ciencias dmicas. La protedmica revelard un listado de todas las proteinas
expresadas y su abundancia en diferentes muestras organicas. Todas las
enfermedades estan causadas por alteraciones y modificaciones en la expresion
de proteinas, por lo que la identificacion de las mismas sera de gran importancia
para conocer los mecanismos moleculares y las vias implicadas en la sepsis,
shock séptico, s-LRA y permitirnos encontrar nuevas dianas terapéuticas, asi

como futuros biomarcadores (Figura 10)

La protedmica se clasifica en protedmica de expresion, estructural y funcional.
La protedmica de expresion cuantifica las proteinas y compara la expresién del
proteoma o subproteomas entre distintas muestras. La proteémica estructural
identifica las proteinas, su localizacidn y define las interacciones entre ellas. La
protedmica funcional permite estudiar y caracterizar grupos seleccionados de
proteinas que informaran sobre la sefializacién de las proteinas, la localizacién
subcelular, las modificaciones post-translacionales, los mecanismos de

enfermedad y las interacciones entre proteinas y farmacos, entre otras [95].
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protedmica de expresién cuantifica las proteinas y compara la expresion del

proteoma o subproteomas entre distintas muestras. La protedmica estructural

Bioinformatics

!

Proteome

Transcriptome

Figura 10. Esquema de las ciencias dmicas que pueden contribuir a los estudios bioldgico.

Adquirida de Camprubi-Rimblas y col. [95]

Desde un punto de vista funcional, Putnam clasifica las proteinas plasmaticas en

los siguientes grupos (92):
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Proteinas secretadas por tejidos sélidos y que actdan en el plasma:
habitualmente secretadas por el higado e intestinos. Un aspecto clave de
estas proteinas es su elevado PM (> 45kDa) que sobrepasa el umbral de
filtracion del rifdn y de ahi su tiempo prolongado en plasma.
Inmunoglobulinas: funcionan en plasma y son muy complejas.

Ligandos de receptor de larga distancia: incluye las hormonas con distintos
tamafios.

Ligandos de receptores locales: incluye las citocinas y otros mediadores de
respuesta celular, con PM por debajo del umbral de filtracién del rifién, por
lo que estardn poco tiempo en el plasma. Altos niveles pueden causar
efectos deletéreos incluso lejos del lugar de sintesis, como en la sepsis.



e Pasajeros temporales: son proteinas no hormonales que atraviesan el
compartimento plasmatico temporalmente de camino al sitio donde
realizardn su funcidn principal.

¢ Productos de filtracién de tejidos: estas proteinas funcionan en las células,
pero pueden ser liberadas al plasma con la muerte o dafio celular. Incluyen
la mayoria de los mas importantes marcadores diagndsticos.

e Secreciones aberrantes: proteinas liberadas por tumores u otros tejidos
enfermos. Incluye los marcadores tumorales.
e Proteinas extrafias: son proteinas de microorganismos infecciosos o
pardsitos.
Uno de los principales problemas al aplicar las técnicas de proteémica a las
muestras de plasma es el alto contenido de albumina y otras proteinas que
enmascaran la presencia de proteinas menos abundantes y por ello hay que
preparar las muestras. Las proteinas plasmaticas se distribuyen segin su peso
molecular (PM). Mas del 50 % tienen un PM mds pequefio que el supuesto
umbral de filtracidn del rifion (45 kDa), lo que sugiere que, si persisten en el
plasma sin ser eliminadas por el rifién, serd porque forman parte de complejos
de proteinas mas grandes o que estdn sujetas a mecanismos especificos de
retencién [93]. Segln la concentracién de las proteinas clinicamente medidas en
plasma, éstas se dividen en: proteinas de alta abundancia como la albumina, de
media abundancia como las proteinas de fuga tisular y de baja abundancia como

las citocinas.

En la dltima década se han realizado estudios protedmicos que nos han revelado
informacidn en la fisiopatologia de la sepsis, involucrando vias del complemento
y de la coagulaciéon [96] y en el diagndstico y prondstico de la sepsis como la
proteina YKL-40 segregada por macroéfagos, condrocitos y otras células,
involucrada en la inflamacién, aunque estd pendiente la validacién de su valor
diagndstico en otros estudios [97]. Paugam-Burtz y col. en pacientes
trasplantados hepaticos detectaron 5 proteinas plasmaticas que se expresaban
de manera diferente en pacientes con y sin sepsis, si bien no llegaron a su
identificacién[98] y de la misma manera, Kalenka y col., identificaron 4 proteinas
plasmaticas claramente diferenciales entre los supervivientes y no

supervivientes, en 18 pacientes con sepsis grave y/o shock séptico [99].
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Investigadores y clinicos tratan de correlacionar escalas de gravedad como el
APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health disease Classification System Il)
y SOFA con citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, con PCR (proteina C
reactiva) y PCT (procalcitonina). Esta correlacion o la combinacion de diferentes
biomarcadores podria ser el candidato mas potente para predecir el prondstico
clinico en pacientes con sepsis. Es necesario encontrar nuevos biomarcadores

que ayuden a un mejor diagndstico y prondstico en la sepsis.

Un reciente avance en el andlisis proteémico ha sido la introduccién de la
adquisicion independiente de datos conocida como SWATH (Sequential window
acquisition of all theorical fragment ion spectral) destacando entre sus ventajas

una mejor cuantificacién de las proteinas contenidas en las muestras bioldgicas.

Las TCDE se han utilizado para tratar pacientes sépticos en las UCI [100]. EI UF
generado con estas técnicas contiene multitud de péptidos y proteinas (entre
1,5 y 18,5 g al dia), lo que le convierte en una gran fuente potencial de
biomarcadores. En este sentido, Gong y col. investigaron los cambios en los
niveles de proteinas acontecidos en pacientes con Sepsis grave y TCDE,
identificando diez proteinas que se expresaban de forma diferente durante el
uso de las mismas. Siete de estas proteinas disminuian y tres aumentaban sus
niveles plasmaticos durante el soporte con TCDE [101]. Molina y col.
consiguieron detectar en el UF de pacientes post-operados de cirugia cardiaca,
mas de 292 proteinas, de las cuales mds del 70% no habian sido identificadas

previamente en el plasma [102].

La eliminaciéon de mediadores inflamatorios con estas técnicas podria ser de
interés para modular el proceso séptico. Las fluctuaciones plasmaticas de los
mediadores de inflamacidn no se han relacionado con su eliminacidn con estas
técnicas, ni estudiado hasta el momento, de ahi que posiblemente el efecto
beneficioso no este aclarado. El conocimiento detallado de las proteinas
eliminadas durante estas terapias y su relacion con las detectadas
simultdneamente en el plasma con técnicas protedmicas, podria contribuir a
mejorar el conocimiento fisiopatolégico del shock séptico y de la s-LRA, asi como
esclarecer si la aplicacién de estas TCDE pueden ayudar a modificar la respuesta

inflamatoria tanto sistémica como intrarrenal e influir en la evolucion, al tratarse
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de una poblacién de pacientes muy graves y con alta tasa de mortalidad.
Ademas, es posible que la identificacidon de determinados perfiles protedmicos
pueda ayudar a establecer el momento idéneo de la aplicacion de dichas técnicas
para que el beneficio sea mayor y permita estratificar la respuesta inflamatoria
en la que se encuentra el paciente para dirigir futuras terapias segin el momento

evolutivo del proceso.

En el presente proyecto se aplicardan técnicas protedmicas no dirigidas a
muestras plasmaticas de pacientes con sepsis y/o shock séptico con lesién renal
aguda y a muestras de ultrafiltrado obtenidas simultdneamente de los pacientes
que precisen TCDE en distintos momentos evolutivos, con el objetivo de
identificar y cuantificar proteinas de mediana y baja abundancia e intentar
relacionarlas con la evoluciéon clinica y biolégica de la respuesta inflamatoria

sistémica.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 HIPOTESIS DEL ESTUDIO

La identificacién y cuantificacion de las proteinas plasmaticas y del ultrafiltrado
obtenidas simultaneamente en pacientes con shock séptico y lesién renal aguda,
en diferentes momentos evolutivos, contribuird a determinar la posible
existencia de perfiles especificos de proteinas y su relacién con la respuesta
inflamatoria sistémica, la disfuncién multiorganica, la necesidad o no de iniciar

TCDE, la aparicion de sobreinfeccién nosocomial y la supervivencia a los 30 dias.

2.2 OBIJETIVOS

2.2.1 Objetivo General
Identificar y cuantificar las proteinas plasmaticas de los pacientes con sepsis y/o
shock séptico y LRA, y las eliminadas simultdaneamente en el ultrafiltrado de los

pacientes que precisen TCDE.

2.2.2 Objetivos Especificos

¢ Identificar proteinas plasmadticas que puedan utilizarse como posibles
biomarcadores y que ayuden a decidir si iniciar las TCDE de manera precoz
o tardia.

e Detectar si existen proteinas diferenciales entre los pacientes que
sobreviven y los que no.

e Comprobar si existen diferencias protedmicas en los pacientes que
presentan sobreinfecciones nosocomiales respecto a los que no las
presentan.

e Analizar los procesos biolégicos en los que participan las proteinas
identificadas y cuantificadas.

e Determinar la posible relacion entre las proteinas identificadas y la
evolucidn de la respuesta inflamatoria sistémica y la disfuncidn organica.
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3 METODOS
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El estudio se ha completado en tres fases. La primera ha incluido la recoleccién
de las muestras objeto de estudio (plasma y ultrafiltrado) de los pacientes
incluidos ingresados en el Servicio de Medicina Intensiva del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe de Valencia, asi como la obtencién de sus datos
clinicos y analiticos. La segunda fase se ha realizado en la Universidad de
Valencia, en el Servicio de Proteémica, donde se ha desarrollado la parte
experimental, que incluye el procesado de las muestras, la optimizacién de los
protocolos para cada tipo de muestra, la realizacidn de las librerias de espectros
de masas para el tratamiento posterior de las muestras de la poblacién de
estudio y el andlisis de las proteinas identificadas y en la tercera fase se han
analizado los resultados, redactado las conclusiones y se estdn preparando las

publicaciones.

3.1 REQUISITOS DEONTOLOGICOS

El estudio fue autorizado por el Comité Etico de Investigacién Biomédica del
Hospital Universitario y Politécnico La Fe de Valencia con el nimero de registro
2016/0289 (Anexo 1). Se ha solicitado a todos los pacientes y en su defecto a sus
familiares o representantes legales, segin cada situacion, la firma de un
formulario de consentimiento informado redactado para tal fin (Anexo Il). El
paciente ha podido revocar en cualquier momento de su evolucidn el
consentimiento a participar en el estudio y a la utilizacién de sus datos, sin que
haya significado un perjuicio para el mismo. El estudio se realizé de conformidad
con la Declaracién de Helsinki, las Buenas Practicas Clinicas y todas las leyes y

reglamentos aplicables.

La confidencialidad de los datos de cada paciente ha sido respetada en todo
momento. Los datos originales son conservados en el hospital y sélo tienen
acceso los investigadores del estudio y la/s persona/s encargada/s de su
monitorizacidn, o en caso de inspeccién por parte de las Autoridades Sanitarias

Espafiolas.

Los pacientes del estudio han sido identificados mediante un cédigo. El
investigador ha informado a los pacientes incluidos en el estudio que los datos

obtenidos son guardados y analizados por ordenador y que se seguiran las
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regulaciones espafiolas sobre el manejo de datos computarizados (L.O. 15/1999,

de 13 de diciembre de Proteccion de Datos de Caracter Personal).

El investigador es la Unica persona que puede y debe conocer el origen de las

muestras o datos recogidos y asociarlos al paciente.

3.2 DISENO DEL ESTUDIO

Se disefio un estudio prospectivo, observacional, unicéntrico, de una cohorte de
pacientes consecutivos diagnosticados de sepsis o shock séptico y lesién renal
aguda con o sin necesidad de terapia continua de depuracién extrarrenal como

soporte organico para responder a los objetivos del trabajo.

3.3 PACIENTES

3.3.1 Criterios de Inclusion

Se incluyeron todos los pacientes mayores de 18 afios, diagnosticados de Sepsis
o shock séptico y Lesidon renal aguda (LRA) con o sin necesidad de Técnicas

Continuas de Depuracion Extrarrenal (TCDE).

3.3.2 Criterios de Exclusion

Se excluyeron todos los pacientes con:
— Antecedentes de enfermedad renal crénica en programa de didlisis o
pre-dialisis.
— Inmunodeprimidos, incluyendo trasplantados, infectados por el virus de
la inmunodeficiencia humana, en tratamiento con inmunosupresores

abarcando corticoides orales o iv, cirrosis en estadio Child-Pugh Cy fallo
hepatico agudo.

— Cancer activo y/o metastasico.
— Neoplasia hematolégica activa.
— Riesgo de muerte inminente (< 24 h).

— Enfermedad terminal.
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— Mujeres embarazadas.

— No consentimiento.

3.3.3 Periodo de observacion

Desde el momento de inclusién hasta el alta hospitalaria. No se llevé a cabo

ninguna visita posterior.

3.3.4 Criterios diagndsticos de la patologia de estudio

Definicion de Shock séptico y sepsis

Se utilizan las definiciones del 32 Consenso Internacional publicadas en 2016 (1)

Shock séptico: sepsis con afectacidn a nivel celular y circulatoria lo bastante
profunda para aumentar la mortalidad. Estos pacientes pueden ser
identificados ante un cuadro de sepsis con hipotension arterial persistente
que requiere la administraciéon de vasopresores para mantener una PAM >
65 mmHg con un nivel de lactato > 2 mmol/L a pesar de una adecuada

resucitacion con volumen.

Sepsis: disfuncién organica causada por una respuesta inmune desregulada
a una infeccién.

Disfuncién orgdnica: identificada como un cambio > 2 puntos en la escala
SOFA debido a una infeccién. La puntuaciéon SOFA basal puede ser asumida
como cero en pacientes en los que no se conoce una disfuncién organica
previa.

Definicion de Lesién Renal Aguda

Se realizard segun los criterios KDIGO[103] y se define como:

72

— Aumento de la creatinina igual o superior a 0,3 mg/dLen 48 ho
— Aumento de la creatinina 1,5 veces su valor basal en los ultimos 7 dias o

— Volumen urinario < 0,5 ml/kg/h durante 6 horas



Ademas, seguin su gravedad se clasifica en diferentes estadios (Tabla 2):

Tabla 2. Etapas de la lesién renal aguda. Adaptada de Khwaja (101)

Etapas Creatinina sérica Volumen Urinario

1 1,5-1,9 veces la creatinina basal 0 20,3 mg/dL < 0,5 ml/kg/h durante 6-12 h

2 2-2,9 veces la creatinina basal <0,5ml/kg/h=12h
3 3 veces la creatinina basal <0,3ml/kg/h>24h
o Creatinina > 4 mg/dL oanuria212h

o0 inicio de TCDE

h: hora; mg/dL: miligramos decilitro; ml/kg/h: mililitros por kilogramo y por hora; TCDE: Técnicas
continuas de depuracién extrarrenal

3.3.5 Técnicas Continuas de Depuracién Extrarrenal

Se aplicaron con el monitor de Fresenius Medical Care® “multifiltrate” eligiendo
la modalidad segun el protocolo de la unidad, las caracteristicas de cada paciente
y el criterio del médico responsable, bien HDFVVC, HDVVC o HDVVC. La dosis de
tratamiento inicial administrada fue de 30-35 ml/Kg/h y posteriormente, se
ajustaba de manera dindmica segun las necesidades de cada paciente. El flujo de
sangre se ajustd en funcién del hematocrito de cada paciente y la fraccién de
filtracidn deseada que en todos los casos tenia que ser inferior al 25%. Para
mantener el circuito permeable se utilizé en primer lugar la heparina sddica
como anticoagulante de eleccién, si no existian contraindicaciones absolutas
para su uso, en cuyo caso se podia utilizar como segunda opcién el citrato
trisédico como anticoagulacién regional. Este ultimo, se podia elegir si se
coagulaban dos circuitos en menos de 24 h con el uso de la heparina sédica o si

bien el paciente presentaba riesgo elevado de hemorragia.

Al emplear la heparina sédica como anticoagulante, se podia indicar HDFVVC,
HFVVC o HDVVC, utilizando un dializador constituido por una membrana
sintética de alta biocompatibilidad, alta permeabilidad, de polisulfona, con una
superficie 1,4 m? (Ultraflux AV600S® de Fresenius Medical Care®) que permite

eliminar moléculas con PM de hasta 30 kD y como liquidos de didlisis y reposicion
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una solucién amortiguada con bicarbonato, estéril, con un volumen de 5 L con
camaras separadas por sello térmico con barrera de gases para evitar cambios
de composicidn, con las siguientes caracteristicas: sodio 140 mmol/L; calcio 1,5
mmol/L; potasio 3 mmol/L; magnesio 0,5 mmol/L; cloruro 112 mmol/L;
bicarbonato 35 mmol/L, glucosa 5,5 mmol/L (multibic 3 mmol/L potasium® de

Fresenius Medical Care®).

Si se utilizaba como anticoagulante el citrato trisédico (Sodium Citrate 4% w/v
safe lock® de Fresenius Medical Care®), se indicaba HDVVC siendo el dializador
empleado una membrana de polisulfona, biocompatible, de alta permeabilidad
con una superficie de 1,8 m? (Ultraflux EMiC2 ®de Fresenius Medical Care®), que
permite eliminar moléculas con un PM de hasta 40 kD. Como liquido de didlisis
se empleaba una solucién estéril con un volumen de 5L con la siguiente
composicion: sodio 133 mmol/L; calcio 0 mmol/L; potasio 4 mmol/L; magnesio 1
mmol/L; cloruro 117 mmol/L; bicarbonato 20 mmol/L, fosfato 1,25 mmol/L,

glucosa 1 g/L (Ci-Ca Dialysate K4 Plus® de Fresenius Medical Care®).

Los catéteres utilizados eran Duo-Flow ®de Medcomp® indicados para acceso
vascular temporal, fabricados de material termosensible y biocompatible, con
un grosor y una longitud de 13 x 15 cm curvados si se insertaban en yugular

derechay 13 x 20 cm o0 13 x 25 cm rectos en femorales.

3.3.6 Variables recogidas

Se han recogido variables demograficas, clinicas, analiticas, indices prondsticos
(APACHE Il, SAPS 3) y escalas de gravedad (SOFA) de los pacientes al ingreso y en
distintos momentos evolutivos (a las 12, 24 y 72 h). Algunas variables
relacionadas con la respuesta inflamatoria se han recogido diariamente, al igual

que la escala SOFA.

Las proteinas identificadas en plasma y en el ultrafiltrado constituyen la variable
independiente analizada mientras que la evoluciéon de la respuesta inflamatoria
sistémica serd la variable dependiente analizada, que se evaluard mediante las
siguientes variables resultado: la mortalidad a los 30 dias, la evolucién de la
disfuncién organica medida mediante la escala SOFA y el delta SOFA al 32 dia

(puntuacion SOFA 32 dia menos puntuacién SOFA al ingreso por 100 dividido por
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la puntuacion SOFA al tercer dia), 52 y 72 dia , la sobreinfeccidon nosocomial y
parametros bioquimicos como la Proteina C Reactiva (PCR), linfocitos,

neutrdfilos, cociente neutrdfilos/linfocitos (NLR), y procalcitonina (PCT)

La escala SOFA es un sistema de puntuacidn que mide la extensién de la
disfuncién orgdnica o la tasa de fracaso orgdnico. Evalia seis sistemas:
respiratorio, cardiovascular, renal, hepatico, neuroldgico y coagulacion (22). La
puntuacién media predice el prondstico, de tal manera, un puntaje menor de 9
predice una mortalidad del 33 %y si es superior a 11 puntos, la mortalidad puede

estar cerca o superar el 95% (Tabla 1)

EI APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Disease Classificatioon System
I1) es un sistema de clasificacidn de la gravedad de la enfermedad, que utiliza un
puntaje basado en los valores iniciales de 12 mediciones fisiolégicas rutinarias,
edad y estado de salud previo para proporcionar una medida general de la
gravedad de la enfermedad (Anexo lll). Un puntaje creciente (rango de 0 a 71)
se ha relacionado con el riesgo de muerte hospitalaria en un estudio realizado
en 5.815 pacientes ingresados en UCI de 13 hospitales. Cuando las puntuaciones
de APACHE Il se combinan con una descripcion precisa de la enfermedad, puede
estratificar a pacientes graves desde el punto de vista prondstico y ayudar a los
investigadores a comparar el éxito de nuevas o diferentes formas de
terapia. Este indice de puntuacién se puede utilizar para evaluar el uso de
recursos hospitalarios y comparar la eficacia de la atencidén intensiva en

diferentes hospitales o en el tiempo [104].

El SAPS 3 (Simplified Acute Physiology Score 3) es un modelo de evaluacién de la
gravedad y pronéstico vital de los enfermos que ingresan en una UCI. Este
sistema de puntuacién se basé en el estudio prospectivo de una cohorte
multinacional de 16.784 pacientes ingresados en UCl y que eran evaluados en su
situacion previa, en la causa y tipo de patologia que habia ocasionado el ingreso,
y su estado fisioldgico en la primera hora de estancia en la UCI. Las variables
finales se escogieron por validacién cruzada de los datos, y regresidn logistica,
dando a cada una de las variables un peso en el prondstico final (Anexo IV). La

discriminacién del modelo final fue buena, por lo que se considera que la escala
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permite predecir el prondstico vital del paciente, con datos obtenidos en la

primera hora tras el ingreso [105].

La infeccion nosocomial se define como la infeccién adquirida durante la
estancia en un hospital y que no estaba presente ni en periodo de incubacion en
el momento de ingreso del paciente. Las infecciones que ocurren a partir de las
48 h del ingreso suelen considerarse nosocomiales. En general, estdn
relacionadas con procedimientos asistenciales invasivos entre las que se
encuentran la infeccion urinaria relacionada con sonda uretral, la neumonia
relacionada con ventilacidn mecanica, la bacteriemia relacionada con catéter
vascular y la infeccién quirdrgica relacionada con el procedimiento quirdrgico.
Sin embargo, no solamente los procedimientos invasivos juegan un papel
importante en el desarrollo de las mismas, sino que el papel del huésped es

evidentemente muy relevante.

Se recogen los dias de estancia en UCI y hospital, asi como el nimero vy
porcentaje de pacientes que precisan soporte organico como VMI, TCDE, ECMO

Y vasopresores.

Se obtienen variables clinicas y bioquimicas al ingreso y en distintos momentos
evolutivos, destacando: Frecuencia cardiaca (FC) expresada en latidos por
minuto (Ipm), Frecuencia respiratoria (FR) en respiraciones por minuto (rpm),
Presion arterial media (PAM) en milimetros de mercurio (mmHg), Temperatura
(T2) en grados centigrados (C), pH, urea y creatinina en mg/dL, hemoglobina en
g/dL, leucocitos (x 1073/uL), linfocitos (x 1073/ul), cociente
Neutrdfilos/Linfocitos (NLR), Calcio idnico (Cai?*) en mg/dL, Sodio, Potasioy Cloro
(Na*, K*, CI respectivamente ) en mEq/L, Lactato en mmol/L, Triglicéridos y
Colesterol en mg/dL, Vitamina D en ng/mL, Magnesio (Mg) y Fésforo (P) en

mg/dL, PCR en mg/L, Poblaciones linfocitarias en % y en células/pL.

Se recogen las complicaciones atribuidas a las TCDE como hipotermia (T2< 35 °C),
alteraciones electroliticas, hipoproteinemia (proteinas totales en g/dL) vy

hemorragias.

Se registran las siguiente covariables: edad del paciente en afios, sexo, peso en
kg, talla en cm y el indice de Masa Corporal (IMC). Ademas de antecedentes

como diabetes mellitus, Hipertension arterial (HTA), uso de estatinas previas,
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IECAS (inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina) y diuréticos,
etiologia de la sepsis o shock séptico (foco respiratorio, abdominal, neuroldgico,
urinario, vascular, otros), si es de origen comunitario o nosocomial y los
tratamientos administrados durante el proceso como hidrocortisona,
Ventilacién mecanica invasiva (VMI) y no invasiva (VMNI), ECMO (Membrana de

oxigenacion extracorpdrea) y noradrenalina.

3.4 MUESTRAS A ESTUDIO

3.4.1 Muestras de Sangre

Las muestras de sangre se han recogido de una via venosa ya canalizada, con un
tubo de extraccidn venosa con sistema tipo vacutainer con anticoagulante EDTA
K3 (acido etilendiaminotetraacético en forma de sal tripotasica) y sin gel.
Inmediatamente tras la extracciéon, se han centrifugado durante 30 min en la
centrifuga disponible en la UCI (modelo eppendorf centrifuge 5702) la cual
dispone de los adaptadores adecuados para el tipo de recoleccidn utilizada, a
2.000 rpm durante 10 min. El sobrenadante resultante o plasma, se ha
alicuotado, utilizando una pipeta estéril, en fracciones de 0,2 ml en viales de
criocongelaciéon adecuados debidamente etiquetados y con sellado correcto de
los mismos para conseguir un cierre hermético. Los microviales se han
depositado en gradillas de crioalmacenaje y conservados en un ultracongelador
de —80 °C con sistema de registro de T2 y sistema de mantenimiento de la misma
en caso de corte eléctrico, hasta el momento de su analisis (New Brunswick
Scientific Ultra Low Temperatura Freezer V 410 Premium). Se recogen muestras
en distintos tiempos evolutivos, al ingreso (T0), alas 12 h (T1), alas 24 h (T2) y al
32d (T3) (Figura 11).
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—— B — Plasma
2 tubos b + / 2000 rpm x 10 min
EDTA K3 de 3 ml : . 3 <30 min

/

Protedmica

Ultracongelador
-802C

Figura 11. Procesamiento de las muestras de sangre

3.4.2 Muestras de Efluente

Las muestras de ultrafiltrado se han recogido en tubos estériles de 10 ml. Se han
alicuotado en tubos de criocongelaciéon de 2 ml, etiquetado y almacenado en
gradillas de congelacion en el ultracongelador de - °80 C hasta su andlisis (New
Brunswick Scientific Ultra Low Temperatura Freezer VV 410 Premium). Se han
recogido muestras a las 12 h (T1) de la conexidn, a las 24 h (T2) y al 32 d (T3)
(Figura 12).

Ultrafiltrado ——— 4 alicuotas Ultracongelacion
-802C

Proteémica *

Figura 12. Procesamiento de las muestras de Efluente
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Se han recogido muestras de sangre de todos los pacientes diagnosticados de
sepsis y shock séptico que cumplian los criterios de inclusion y en aquellos con
lesién renal aguda con requerimientos de TCDE, se han recogido muestras de UF
simultdneamente a las plasmdticas en los distintos momentos evolutivos
(Figura 13).

Figura 13. Tiempos de extraccion de las muestras

(TO: Diagndstico/Ingreso. T1: 12 horas. T2: 24 horas. T3: 32 dia).
En color rosa y dorado se indican las extracciones de sangre y ultrafiltrado
respectivamente

3.5 TECNICAS PROTEOMICAS

Uno de los principales problemas al aplicar las técnicas de proteémica a las
muestras de plasma es el alto contenido de albumina y otras proteinas que
enmascaran la presencia de proteinas menos abundantes y por ello hay que

preparar las muestras.

3.5.1 Preparacion de las muestras

Muestras de Plasma

Para aumentar la cobertura del proteoma plasmatico, en primer lugar, se
procedid a la deplecién de las catorce proteinas mas abundantes del plasma
(albimina humana, 1gG, antitripsina, IgA, transferrina, haptoglobina,

fibrindgeno, a2-macroglobulina, al-acido glicoproteina, IgM, apolipoproteina
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Al, apolipoproteina All, complemento C3 y transtiretina) con una columna
comercial disefiada para esta finalidad (Human 14 Multiple Affinity Removal
System (MARS) (4 x 100 mm, Hu-14) de Agilent). El procedimiento de deplecion
se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Las fracciones
correspondientes al plasma deplecionado se congelaron a -80 °C hasta su
utilizacién.

Las muestras de plasma deplecionado se evaporaron parcialmente (Speed Vac,
Thermo Scientific) y se ajustaron a 100 pL con H,O (milliQ). Seguidamente se
realizé una precipitacion acida de las proteinas afiadiendo 10 uL de TCA frio (4
°C) que, tras agitacion vigorosa se dejo a 4 °C toda la noche. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron (20 min a 14.000 gy 4 °C) y los precipitados se lavaron
con 100 pL de acetona fria (-20 °C) con agitacidn vigorosa y de nuevo se
centrifugan (20 min a 14.000 g y 4 °C). Los nuevos precipitados se secaron al aire
y se resuspendieron en 22 ulL de bicarbonato amodnico 0,5 M (BA) con agitacién
vigorosa. Para cuantificar las muestras, se analizaron 2 uL de cada solucién
mediante el método fluorescente Qubit (Invitrogen) de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

Muestras de Ultrafiltrado o Efluente

Alicuotas de 400 pl de ultrafiltrado se secaron en un Speed Vac (Thermo
Scientific) y se resuspendieron con 200 pL de tampdn 4 M de urea y 0,25 M de
trietilamonio. Se determind la concentracién de proteina mediante una
modificacién del método de Bradford [106] y se congelaron a -20 °C hasta su

utilizacion.

Preparacion de muestras para su analisis por espectrometria de masas

Antes del andlisis por espectrometria de masas, las muestras se someten a una
electroforesis de SDS/PAGE. Ademas de las muestras individuales de plasma
deplecionado y ultrafiltrado, se generaron muestras conjuntas de ambos tipos
de muestra mediante la combinacién, a partes iguales, de todas las muestras
disponibles. Las muestras conjuntas de plasma deplecionado y ultrafiltrado se

procesan como las muestras individuales de cada tipo.
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Se tomaron alicuotas de 50 pg de proteina de plasma deplecionado y se les
afiadio el volumen adecuado de tampdn concentrado (4x) de carga de Laemmli
con B-mercaptoetanol. En el caso de las muestras de ultrafiltrado, tras secarse
de nuevo se resuspendieron en tampdn de carga de Laemmli. Una vez que las
muestras estuvieron en tampoén de carga se desnaturalizaron calentando a 95 °C
durante 5 min. Alicuotas de 50 pg de proteina se cargaron en geles de
poliacrilamida AnyKD (Bio-Rad). El desarrollo de la electroforesis fue distinto
para las muestras individuales y para las conjuntas. En el caso de las muestras
individuales, cuyo objetivo era la inclusién de la muestra en el gel en una banda
Unica, la electroforesis se desarrollé durante 20 min a 200 V justo para permitir
la entrada de la muestra en el gel. Por el contrario, el objetivo de las muestras
conjuntas era la construccion de las librerias de espectros y, por tanto, las
proteinas se resolvieron completamente. Asi, la electroforesis se desarrollé a
200 V hasta que el colorante salid por el frente. Los geles se fijaron (1 h en 40 %
etanol:10 % 4cido acético), se tifieron (1 h en Coomassie coloidal de Bio-Rad) y
se destifieron (en H,0 milliQ). De las carreras de las muestras individuales se
escindié una Unica banda que incluyé el total de proteinas de la muestra. Por el
contrario, las carreras de las muestras conjuntas se dividieron en 4 (ultrafiltrado)
6 10 (plasma deplecionado) secciones (Figura 14) con una cantidad similar de
proteina estimada a partir de su perfil densitométrico. Cada uno de los

fragmentos de gel se procesé y digirié como se indica a continuacién.
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Figura 14. Gel de electroforesis de las muestras conjuntas de plasma.
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Digestion de las muestras

Para la digestion de las muestras en gel, se utiliza el protocolo descrito por
Shevchenko y col. (106). Brevemente, las muestras se redujeron con 2 mM
ditiotreitol (DTT), 50 mM Bicarbonato Aménico, durante 20 min a 60 °C vy,
posteriormente, se alquilaron con 5,5 mM iodoacetamida en el mismo tampén,
durante 30 min a temperatura ambiente. Se afiadid la solucidn de tripsina (relacién
1:50 tripsina: proteina) y se incubd a 37 °C toda la noche. La digestién se detuvo con
acido trifluoroacético (TFA) a una concentracién final del 1 %.

Las mezclas de digestidn se secaron en una centrifuga a vacio y se resuspendieron
en 20 pL de acetonitrilo (ACN) 2 %, TFA 0,1 %.

3.5.2 Analisis por espectrometria de masas (LC-MS/MS)

Generacidn de las librerias peptidicas/analisis mediante adquisicion
dependiente de datos.

Con objeto de identificar el mayor numero de proteinas utilizamos un
procedimiento tipo shotgun de adquisicion dependiente de datos (DDA). Para
ello, los péptidos obtenidos de la digestidon de las muestras se someten a una
separacion en cromatografia de fase reversa (NanolLC-Ultra-1D Plus/AS-2 de
Eksigent Technologies, SCIEX) acoplada a un espectrometro de masas (nanoESI
gQTOF 5600 TripleTOF de SCIEX).

Se cargaron 2,5 ug de péptidos de cada muestra en una columna trampa
(NanoLC, 3 um C18-CL; Eksigent Technologies) y se desalaron con 0,1% TFA a un
flujo de 3 pL/min durante 5 min. A continuacion, los péptidos retenidos en la
trampa, se cargaron en una columna analitica (columna LC, 3 um C18-CL, 75 um
x 12 cm, Nikkyo) equilibrada con 5% acetonitrilo (ACN) en 0,1% acido férmico
(AF). La elucioén de los péptidos se llevd a cabo con un gradiente lineal de 5 a 35
% B en A, 60 min (A: 0,1% AF; B: ACN, 0,1% AF) para un caudal de 300 nL/min.

Los péptidos eluidos se analizaron en el espectrémetro de masas aplicando 2,8
kV al emisor del electrospray para su ionizacién. El andlisis se llevé a cabo en
modo DDA. Los escaneos MS1 se adquirieron desde 350 hasta 1250 m/z durante
250 ms. La resolucion del cuadrupolo se establecié en 'UNIT' para los espectros
de MS2, que fueron adquiridos desde 100 hasta 1500 m/z durante 150 ms en
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modo "alta sensibilidad". Los criterios de conmutacién utilizados fueron: carga:
iones con carga 2+ a 5+; intensidad minima de 70 cuentas por segundo. Se
seleccionaron hasta 25 iones para la fragmentaciéon después de cada escaneo

MS1. La exclusion dindmica se fijé en 15 s.

La sensibilidad del sistema se controldé con 2 fmol del estandar de LC Packings.

Andlisis cuantitativo SWATH mediante adquisicion independiente de datos.
Para este analisis se utilizé el mismo instrumento que en el analisis anterior, pero

trabajando en modo de adquisicidn independiente de datos (DIA).

Se cargaron 2 pg en el mismo sistema cromatografico y funcionando bajo las

mismas condiciones indicadas anteriormente.

Los péptidos eluidos fueron analizados en el mismo espectrometro de masas,
pero la adquisicién de datos se llevd a cabo en modo DIA-SWATH [108]
realizando un escaneo MS1 de 50 ms desde 350 hasta 1250 m/z, seguido de
escaneos MS2 de 80 ms desde 350 hasta 1250 m/z en 37 ventanas de 15 Da
cubriendo un rango de m/z entre 450 hasta 1000. La duracidn total del ciclo es

de 3,05 segundos.

3.5.3 Anadlisis de datos de espectrometria de masas

Identificacidon de proteinas

Para la identificacion de las proteinas, los ficheros wiff del andlisis LC-MS/MS
operado en modo DDA se analizaron con el programa Protein Pilot ™ (version
5.0.2, SCIEX).

El algoritmo Paragon [109] de Protein Pilot se utilizé para buscar en la base de
datos SwissProt (version 03-2018; 556.819 proteinas totales) con los siguientes
pardmetros: especificidad de tripsina, carbamidometilacién de cisteinas,
taxonomia no restringida, esfuerzo de busqueda establecido en el madximo y

andlisis FDR (False Discovery Rate).

La agrupacién de proteinas se realizé mediante el algoritmo Pro group. Las

proteinas que obtuvieron un valor de Unused score >1,3 se identificaron con una

83



confianza = 96 %. Los péptidos identificados con una confianza superior al 95%

se utilizaron para generar la libreria de espectros.

Cuantificacion de proteinas

Los archivos wiff obtenidos del experimento SWATH fueron analizados con Peak
View® versidén 2.1 (SCIEX) utilizando los datos de la libreria generada en el
anadlisis DDA. Para el analisis cuantitativo se utilizaron los siguientes ajustes de
procesamiento: nimero de péptidos por proteina= 100, nimero de transiciones
por péptido= 6, umbral de confianza de péptidos= 95 %, umbral de FDR= 1 %,
excluir péptidos modificados activos, excluir péptidos compartidos activos,
ventana de extraccion XIC (min)= 10 y anchura XIC (ppm)= 20. Los tiempos de
retencién de los péptidos asi detectados se alienaron utilizando algunos de los

péptidos detectados de alta confianza.

El valor cuantitativo de cada proteina corresponde a la suma de las dreas
cromatograficas de los 6 fragmentos (transiciones) de todos los péptidos
asignados a la proteina. Los datos de SWATH proporcionados por Peak View
fueron normalizados por la mediana de cada muestra y transformados a escala
logaritmica en base dos. Los datos normalizados y transformados se exportaron

para su analisis estadistico.

3.5.4 Analisis de datos

Analisis de los datos clinicos y analiticos de los Pacientes
Se analizan los datos tanto demogréficos, clinicos y bioquimicos de los 18
pacientes incluidos en el estudio. Se comparan dos grupos de pacientes, los

sometidos a TCDE y los que no las precisan a pesar de su LRA.

Analisis estadisticos de los datos cuantitativos.

Con objeto de reducir la variabilidad y aumentar la reproducibilidad en el andlisis
diferencial se utilizaron Unicamente las proteinas cuantificadas con 3 o mas
péptidos. Asimismo, se eliminan en este andlisis 3 pacientes que presentaban
disfuncién renal aguda por criterios de débito urinario y no por elevacién de

creatinina para que los pacientes fuesen mas homogéneos en este sentido.
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Del total de muestras (pacientes y tiempos) analizadas, se observd la existencia
de un reducido nimero de muestras en los que la intensidad de sefal fue
anormalmente baja. Incluso después de la normalizacién, los datos cuantitativos
obtenidos de estas muestras mostraron una localizacién diferenciada (outliers)
en un anadlisis de componentes principales. Por tanto, estas muestras fueron
eliminadas de los analisis posteriores. El resto de muestras generaron una matriz
completa de datos cuantitativos que no requirié el empleo de técnicas de
sustitucion de ausentes. Asi, los analisis se han realizado sobre esta matriz de
datos SWATH. Todas las variables recopiladas se han descrito en el total de

pacientes evaluables y en los subgrupos pertinentes.

Analisis Bioinformatico Funcional.
Para obtener informacién funcional de las proteinas de interés se han utilizados

distintas herramientas bioinformaticas de libre acceso disponibles en internet.

STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins)

Es una base de datos bioldgica y recurso web de interacciones proteina-proteina
conocidas y predichas (https://string-db.org). Realmente, proporciona una
valiosa informacién sobre relaciones funcionales de las proteinas. La base de
datos STRING contiene informacién de numerosas fuentes, incluidos datos
experimentales, métodos de prediccion computacional y colecciones de textos
publicos. Ademas del andlisis funcional, esta herramienta también realiza
analisis de enriquecimiento de los términos incluidos en sus bases de datos. La
versién 11b, la ultima disponible, es la que se ha utilizado en este trabajo. STRING
ha sido desarrollado por un consorcio de instituciones académicas como CPR,
EMBL, KU, SIB, TUD y UZH [110].

UniProt (universal protein)

Recurso lider a nivel mundial en cuanto al almacenamiento de informacién sobre
proteinas (www.uniprot.org). La mayoria de entradas proviene de proyectos de

secuenciacion del genoma, y se encuentran publicadas en revistas cientificas.

Cuenta con una gran fuente de bases de datos y de servicios bioinformaticos.

Destaca por la calidad de la informacién ya que, ademas de las anotaciones
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bioinformaticas, un gran nimero de ellas estan validadas de forma manual. En

2002, EBI, SIB, y PIR unieron fuerzas en el consorcio UniProt.

DAVID (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery)

DAVID es una base de datos para anotacidn, visualizaciéon y descubrimiento
integrado que proporciona un conjunto completo de herramientas de anotacién
funcional para poder comprender el significado bioldgico detras de una gran lista
de genes. (https://david.ncifcrf.gov). Su anélisis funcional se lleva a cabo
utilizando diversas bases de datos. Agrupa las proteinas en clisteres funcionales
en los que las proteinas y los términos funcionales se solapan. Ademas, también

realiza andlisis de enriquecimiento de cada uno de los términos funcionales [111].

PANTHER

Es una de las herramientas mas utilizadas para el analisis funcional basado en los

datos de clasificacion de genes Gene Ontology (GO, http://www.pantherdb.org).

Se trata de una clasificacion jerarquica de los datos funcionales de los genes. La
informacion se divide en tres grandes areas: procesos bioldgicos, funciones
moleculares y componente celular. Permite, de una manera rapida, obtener una
informacidon general acerca de los principales aspectos funcionales y de

localizacién celular de los grupos de proteinas de interés [112].

3.6 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis estadisticos se han realizado utilizando Rv.4.0.2 ("R Core Team
(2020). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation

for Statistical Computing,Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/").

Al tratarse de un estudio piloto se calculd la potencia asociada al tamafio

muestral recogido.
El analisis estadistico se ha planteado de la siguiente manera:

En primer lugar, se analizan las variables demograficas, clinicas, analiticas y
evolutivas recogidas de los pacientes incluidos en el estudio. Para cada una de
las variables se ha realizado un andlisis descriptivo global y de los subgrupos

considerados (NoTCDE vs TCDE) para ver si existian diferencias significativas
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entre ellos. Dependiendo de si la variable respuesta era cuantitativa o cualitativa
utilizamos un test u otro. Toda esta informacion se presentard en tablas o en

graficos.

En el caso de variables continuas se aplicé el t-test, tras comprobar que se
cumplian las condiciones de aplicabilidad: independencia, normalidad y

homocedasticidad.

¢ Independencia: se cumple puesto que la muestra proviene de distintos
pacientes.

¢ Normalidad: se comprueba utilizando el test Shapiro-Wilks. Si no se verifica,
usaremos test no paramétricos basados en comparar la mediana de los
grupos.

¢ Homocedasticidad: existen diferentes test para evaluarlo. El test a utilizar
dependera de si se cumple o no la normalidad. Inicialmente trabajaremos
con el test de Bartlet. Cuando no se cumpla la homocedasticidad, pero si la
normalidad, utilizaremos el t-test corregido por Welch (funcién oneway.test
de R). Si no se cumple la normalidad, se utiliza el test de Levene para la
mediana o el test de Fligner-Killeen si son estadisticos no paramétricos.

En las variables categéricas, utilizamos el test exacto de Fisher por ser mas

adecuado cuando se trabaja con pocos datos y la variable cualitativa tiene dos

niveles de respuesta. Se considera una relacién estadisticamente significativa

cuando el p-valor obtenido es < 0,05. La potencia se calcula mediante el

programa G*Power (http.//www.gpower.hhu.de/) para un nivel de

significatividad del 0,05 y suponiendo un tamafio del efecto grande (0,8 para
continuas y 0,5 para categoricas), segun las tablas propuestas por Cohen. Para
las variables continuas estamos en un 49 % aproximadamente y para las
variables categdricas entre un 46 % y 56 %, dependiendo si tenemos uno o dos
grados de libertad. Para las variables analiticas, al tratarse de datos tomados en
distintos momentos evolutivos, se utiliza un ANOVA para 3 medidas repetidas;
para un tamafio muestral de 18 y un tamafio del efecto grande de 0,4, la potencia
obtenida es de 49,7 %.

En segundo lugar, se realizé la cuantificacidn de las proteinas mediante la técnica
proteédmica SWATH con la transformacién y normalizacién de los datos indicadas

anteriormente. El primer problema al que nos enfrentamos es decidir qué
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modelos estadisticos utilizar para identificar las proteinas que nos van a
diferenciar los grupos de estudio considerados. La contrariedad viene porque el
namero de variables de interés que tenemos (las proteinas) es mucho mayor al
numero de observaciones que disponemos. En estas condiciones, utilizar los
modelos cldsicos como el t-test o el ANOVA plantea nuevos problemas: se
aumenta el error de tipo | o el error de tipo Il (al intentar reducir el error de tipo |)
y no disponemos de los suficientes grados de libertad para poder estimar los

pardmetros del modelo.

Entre los métodos mds adecuados para resolver este tipo de situaciones
tenemos los modelos de regresion con penalizacion (Lasso o Elastic Net) y los
métodos de proyeccidn o de reduccién de dimension. Utilizaremos las dos

metodologias para observar si llegamos a resultados similares por ambas vias.

El modelo de regresién con penalizacién actia como una metodologia de
seleccion de variables. La penalizacion Lasso tiene el efecto de forzar a cero
algunos de los coeficientes estimados en la regresién, lo que hace mucho mas
facil interpretar el modelo generado. La penalizacién Elastic Net no es tan
restrictiva como Lasso y es mas adecuada cuando las variables explicativas que
tenemos en el estudio estan correlacionadas, como es el caso de las proteinas.
En esta metodologia es fundamental la elecciéon del pardmetro A. Para ello
utilizaremos validacién cruzada implementada en el paquete de R utilizado,
“glmnet” v. 4.1-1. [113]

Por otro lado, hemos utilizado metodologia de proyeccién o reduccién de
dimensién para hacer clasificacién con las muestras a partir de la cuantificacion
de las proteinas y asi poder discriminar. La reduccién de dimensién permite
disminuir el nimero de variables aleatorias consideradas mediante la obtencidn
de un conjunto de variables principales. Realizamos un Andlisis de componentes
principales o PCA (del inglés, Principal Component Analysis), un analisis factorial
que intenta identificar una serie de variables (predictoras) o factores
subyacentes a los datos obtenidos denominados componentes principales (PC,
del inglés, Principal Component), que expliquen la mayor parte de la varianza
observada para el mayor nimero posible de variables medidas, y no muestren

correlacidn entre ellas, es decir, recogen distinta “parte” de la informacion
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contenida en las variables originales. De esta manera, el PCA permite reducir un
numero elevado de variables a unos pocos factores para establecer diferencias

entre los grupos de poblacion.

La eleccién de componentes también puede realizarse por minimos cuadrados
parciales o PLS (por sus siglas en inglés Partial Least Squares) que clasificara las
muestras en una serie de grupos previamente establecidos, permitiendo
pronosticar el grupo de pertenencia de una muestra particular a partir de las
caracteristicas observadas. El PLS combinado con Analisis Discriminante (PLS-DA)
se utiliza cuando la variable respuesta es cualitativa. Por tanto, PLS-DA es un
modelo de clasificacién lineal que permite predecir la clase de nuevas muestras
y el sPLS-DA (del inglés sparse Partial Least Squares-Discriminant Analysis)
permite la seleccidén de las caracteristicas mas predictivas o discriminatorias en

los datos que ayudan a clasificar las muestras [114]

El paquete de R utilizado es mixOmics: Omics Data Integration Project. R package

version 6.12.2. (https://CRAN.R-project.org/package=mixOmics)

Para ambas metodologias, la relacidon entre muestras y proteinas se representa
graficamente, utilizando mapas de calor (heatmaps) como un método eficiente
de visualizar conjuntos de datos complejos organizados como matrices [115]. El

paquete de R utilizado para la representacion de los datos es el “NMF” v.0.23.0.

En el contexto bioldgico, tal matriz se crea organizando los datos de una manera
que cada columna contiene la informacién de una sola muestra y cada fila
corresponde a una sola caracteristica (proteina). Los mapas de calor permiten
encontrar patrones cuantitativos a través de proteinas y muestras biolégicas
simultdneamente. Tanto las muestras como las proteinas se representan en

orden segun el resultado de la clasificacién jerarquica.

En tercer y Ultimo lugar se relacionan las variables clinicas y analiticas de interés

con las proteinas identificadas mediante la técnica de cuantificacion SWATH.

El modelo de regresidn se realiza con dos objetivos: por un lado, encontrar un
modelo que explique la relacidén existente entre las variables explicativas y la
variable respuesta y, por otro lado, hacer predicciones sobre la variable
respuesta para nuevos valores de las variables explicativas, en nuestro caso las

proteinas seleccionadas.
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Se han utilizado los datos clinicos y proteémicos de muestras obtenidas a lo largo
del tiempo, eliminando 13 muestras porque la intensidad de sefial obtenida en
el espectrometro de masas fue demasiado débil y no permitié cuantificar todas
las proteinas. La seleccion de las proteinas con mayor influencia en los
pardmetros estudiados se realizé mediante un analisis de regresién multiple con
penalizacién Lasso. Ademads, hemos estudiado si existe correlacién entre las
variables seleccionadas y quedarnos Unicamente con aquellas que son

significativas segun el test de Pearson.

La magnitud de la penalizacién se ajusto hasta obtener una correlacién entre los
datos experimentales y los tedricos cercana a 0,8 (medida por el coeficiente de
Pearson) para evitar el sobreajuste de los datos. Por ultimo, se llevé a cabo un
analisis de regresiéon lineal multiple sin penalizacién utilizando Unicamente las
proteinas seleccionadas. En el andlisis de los datos de PCT solo se utilizaron las
muestras con valores de calcitonina inferiores a 100 ng/mL. Este es el valor
maximo de las determinaciones y, por tanto, no es posible obtener medidas

fiables de este parametro por encima de este valor.

Se ha planteado el modelo de prediccién con los datos que tenemos ya que
disponemos de pocas muestras. En un futuro validaremos nuestro modelo

predictivo con nuevas muestras cuantificadas.
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4 RESULTADOS
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4.1 ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS PACIENTES

Se estudiaron 18 pacientes consecutivos que cumplian los criterios de inclusién
durante 1 afio (junio 2016 a junio 2017) ingresados en la UCI del Hospital
Universitario y Politécnico La Fe de Valéncia. Estos pacientes fueron divididos en

dos grupos:

1) Grupo NoTCDE (pacientes con sepsis o shock séptico con LRA que no

precisaron TCDE).

2) Grupo TCDE (pacientes con sepsis o shock séptico con LRA y necesidad
de TCDE).

4.1.1 Variables demogrificas, clinicas y evolutivas

En la Tabla 3 se describen las caracteristicas demogréficas y clinicas de la

poblacién estudiada y se comparan ambos grupos.

Los diagnésticos mas frecuentes fueron: dentro del foco respiratorio, 7 pacientes
presentaban neumonias (5 adquiridas en la comunidad y 2 nosocomiales) y 1
paciente un absceso faringeo; dentro del foco abdominal, la mayoria eran
colecistitis y colangitis y dentro del foco urinario, 2 pacientes ingresaron por
pielonefritis y 1 por infeccién urinaria. Solo un paciente ingresé por una infeccién

considerada como otro foco, en concreto una osteomielitis.

Se observaron diferencias significativas entre ambos grupos en lo que respecta
a la duracién de la VMI, que fue mayor en el grupo TCDE al igual que la duracién
de la LRA (Tabla 3). Sin embargo, al excluir del analisis al paciente que presentd
la estancia mas prolongada (73 dias) no se observaron diferencias

estadisticamente significativas en este pardmetro.

Con respecto a la gravedad, se observé que las puntuaciones obtenidas en todas
las escalas de gravedad (SOFA) e indices prondsticos (APACHE Il y SAPS 3)
aplicados al ingreso fueron significativamente superiores en el grupo TCDE,
excepto el SOFA_NR y el SOFA R (Tabla 4). El andlisis de la evolucion de la
puntuacién media de las escalas SOFA y SOFA_NR desde el ingreso hasta el
décimo dia, reveld que los valores fueron mas elevados en el grupo TCDE que en

el grupo NoTCDE y que la mejoria en ambos grupos acontece a partir de las 24 h

93



de ingreso, siendo mas rapida en el grupo NoTCDE, con diferencias significativas
a partir del 72 dia (Figura 15).

Con respecto a la mortalidad, el 75% de los fallecimientos ocurrieron antes de
los 30 dias. La Unica diferencia significativa entre supervivientes y no
supervivientes fue la estancia en la UCI que fue mas prolongada en el grupo TCDE
(Tabla 4).

En la Tabla 3 se describen las caracteristicas demogréficas y clinicas de la

poblacién estudiada y se comparan ambos grupos.

Los diagnésticos mas frecuentes fueron: dentro del foco respiratorio, 7 pacientes
presentaban neumonias (5 adquiridas en la comunidad y 2 nosocomiales) y 1
paciente un absceso faringeo; dentro del foco abdominal, la mayoria eran
colecistitis y colangitis y dentro del foco urinario, 2 pacientes ingresaron por
pielonefritis y 1 por infeccidén urinaria. Solo un paciente ingresé por una infeccién

considerada como otro foco, en concreto una osteomielitis.

Se observaron diferencias significativas entre ambos grupos en lo que respecta
a la duracién de la VMI, que fue mayor en el grupo TCDE al igual que la duracion
de la LRA (Tabla 3). Sin embargo, al excluir del analisis al paciente que presentd
la estancia mas prolongada (73 dias) no se observaron diferencias

estadisticamente significativas en este pardmetro.

Con respecto a la gravedad, se observé que las puntuaciones obtenidas en todas
las escalas de gravedad (SOFA) e indices prondsticos (APACHE Il y SAPS 3)
aplicados al ingreso fueron significativamente superiores en el grupo TCDE,
excepto el SOFA_NR y el SOFA_R (Tabla 4). El andlisis de la evolucion de la
puntuacién media de las escalas SOFA y SOFA_NR desde el ingreso hasta el
décimo dia, reveld que los valores fueron mas elevados en el grupo TCDE que en
el grupo NoTCDE y que la mejoria en ambos grupos acontece a partir de las 24 h
de ingreso, siendo mas rapida en el grupo NoTCDE, con diferencias significativas
a partir del 72 dia (Figura 15).

Con respecto a la mortalidad, el 75% de los fallecimientos ocurrieron antes de
los 30 dias. La Unica diferencia significativa entre supervivientes y no
supervivientes fue la estancia en la UCI que fue mas prolongada en el grupo TCDE
(Tabla 4).
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Tabla 3. Variables demogréficas de los pacientes estudiados.

NoTCDE

(n=10)

Varones: n (%)

Edad: afios (m, DE)
Talla (cm)

Peso (Kg)

IMC

Antecedentes: n (%)
Diabetes Mellitus

HTA

Estatinas

IECAS

Diuréticos

Origen Infeccion: n (%)
Comunitario

Foco respiratorio

Foco abdominal

Foco urinario

Otros

Procedimientos y terapias
soporte: n (%)

VMNI

VMI

ECMO

Noradrenalina
Hidrocortisona

LRA

Estadio 1. n (%)
Estadio 2. n (%)
Estadio 3. n (%)
Creatinina basal (mg/dL)
Duracidn (dias) m (DE)

Evolucién ERC

Evolucién del Shock
Reduccidn catecolaminas 50%:
m dias (DE)

Retirada: m dias (DE)

14 (77,8)
63,9 (11,3)
167,4 (6,5)
75,9 (14,2)
26,9 (4,1)

8 (44,4)
8 (44,4)
8 (44,4)
6(33,3)
4(22,2)

15 (83,3)
8 (44,4)
6 (33,3)
3(16,7)
1(5,6)

4(22,2)
10 (55,6)
1(5,6)

17 (94,4)
8 (44,4)

6(33,3)
6(33,3)
6(33,3)
2,9(2,1)
13,7 (23,1)
3(23,1)

2,1(1,4)

3,7 (2,0)

Normalizacién lactato: m dias (DE) | 1,8 (1,9)

7(70)

66,6 (12,2)
167,2 (7,5)
76,7 (14,2)
27,4 (4,2)

4 (40)
4 (40)
5 (50)
3(30)
2 (20)

9 (90)
3(30)
4 (40)
3(30)
0(0)

3(30)
3(30)
0(0)
9 (90)
3(30)

5 (50)
3(30)
2 (20)
2,2(0,4)
4,7 (4,1)

1(10)

1,8 (1,3)

3,1(1,8)
1,8 (1,6)

7 (87,5)

60,5 (9,7)
167,6 (5,3)
75 (15,5)
26,5 (4,2)

4 (50)
4 (50)
3(37,5)
3(37,5)
2(25)

6 (75)
5(62,5)
2(25)
0 (0)

1(12,5)

1(12,5)
7(87,5)
1(12,5)
8 (100)
5(50)

1(12,5)
3(37,5)

4 (50)
3,6(2,7)
22,7 (31,0)

2(25)

2,5(1,6)

4/4(2,2)
1,9(2,4)

0,59
0,26
0,89
0,81
0,67

0,56
0,73
0,64
0,25

0,56
0,02
0,44
0,34

0,63

0,15
0,04
0,22*

0,34

0,22
0,92

Las variables categdricas se expresan en n (nimero absoluto) y % (porcentaje). Las variables
continuas se expresan en media (m) y desviacion estandar (DE)
*p=0, 22 tras retirar el paciente con LRA mas prolongada

cm (centimetros), ECMO (oxigenador de membrana extracorpoérea), ERC (enfermedad renal
crénica), HTA (hipertension arterial), IECAS (inhibidores de la enzima convertidora de la

angiotensina),

IMC (indice masa corporal), kg (kilogramos), LRA (lesién renal aguda), mg/dL (miligramos/decilitros),
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TCDE (Técnicas continuas de depuracién extrarrenal), VMI (ventilacién mecanica invasiva), VMNI
(ventilacion mecanica no invasiva)

Tabla 4. Caracteristicas evolutivas y de gravedad de los pacientes agrupados por la

necesidad de uso de Terapia Continua de Depuracidn Extrarrenal (TCDE).

NoTCDE

(n=10)
Sobreinfecciéon nosocomial: 6 (33,3) 2 (20) 4 (50) 0,32
n (%)
Estancia UCI: 15,5(17,2) 7,2 (5,1) 25,9 (21,4) 0,04
m dias (DE)
Estancia Hospital: 32(27,9) 21,4 (14,9) 45,2 (37,2) 0,11
m dias (DE)
Mortalidad global: n (%) 4(22,2) 1(10) 3(37,5) NS
Exitus UCI: n (%) 1(25) 0(0) 1(12,5) 0,44
Exitus Hospital: n (%) 3(75) 1(10) 2 (25) 0,56
Gravedad
APACHE II 20,2 (6,4) 16,8 (4,6) 24,5 (5,8) 0,01
m (DE)
SAPS IlI 63,3 (12,9) 56,6 (10,3) 71,7 (11) 0,01
m (DE)
SOFA_ingreso 8,7(2,3) 7,7 (1,7) 10(2,3) 0,04
m (DE)
SOFA_NR_ingreso 6,9 (2,0) 6,5(1,7) 7,5(2,3) 0,49
m (DE)
SOFA_R_ingreso 1,2 (0,8) 2,5(1,3) 0,10
m (DE)

Las variables categdricas se expresan en n (niUmero absoluto) y % (porcentaje)

Las variables continuas se expresan en media (m) y desviacion estandar (DE)

APACHE (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation), NR (No Renal), R (Renal), SAPS
(Simplified Acute Physiologic Score), SOFA (Sequential Organ Failure Assessment), UCI (Unidad de
Cuidados Intensivos)
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Figura 15. Evolucidn de la escala SOFA y SOFA_NR en los primeros 10 dias de evolucion.

NR (No renal), st (desviacion estandar), T (dia de evolucidn), TCDE (Técnica continua de
depuracion extrarrenal), SOFA (Sequential organ failure assessment).
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El SOFA y el SOFA_NR medio y maximo de ambos grupos se representan en la

Figura 16, sin alcanzar diferencias significativas entre ambos.

SOFA medio B} SOFA maximo

Gapo

SOFA_NR medio - SOFA_NR maximo

Grupos

Figura 16. Valores medios y maximos de la escala SOFA y SOFA_NR
en los grupos no TCDE y TCDE.

NR (No renal); SOFA (Sequential Organ Failure Assessment),
TCDE (Técnica continua de depuracion Extrarrenal)
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Calculamos el delta SOFA al 32, 52 y 72 dia de evolucidn, observando que el

mayor porcentaje de mejoria corresponde al Delta SOFA_7 (Figura 17).

D_SOFA
B3 0_soFa3

B8 0_somss

B8 0_soFa7

D_soFa3 D_SOFAS D_SOFAT
D_SOFA

Figura 17. Evolucidn de los Delta SOFA analizados.

4.1.2 Variables analiticas.

En la Tabla 5, se exponen los parametros analiticos relacionados con sepsis,
inflamacidn y/o LRA de los 18 pacientes estudiados y por grupos NoTCDE y TCDE
en diferentes momentos evolutivos, al ingreso (T0), 24 (T2) y 72 horas (T3), sin
evidenciar diferencias significativas entre los grupos excepto en los niveles de
fosforo y de magnesio, que fueron significativamente inferiores en el grupo
NoTCDE.

En la Tabla 6, se resumen las caracteristicas principales del grupo TCDE, tanto

analiticas, motivo de inicio de las técnicas y las complicaciones.
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Tabla 5. Datos analiticos en distintos momentos evolutivos.

NoTCDE
(n=10)
Lictico |TO T2 3 |70 T2 3 |70 T2 3 | o011
(mmol/L)m |31 2,2 13 (36 2,1 12 (24 2,3 1,5
DE 2 1,2 05 |19 1,2 05 |21 13 0,5
Hemoglobina |T0 T2 3 |70 T2 3 |70 T2 3 | 072
(g/dym |116 10,6 95 116 10,7 98 116 10,6 9,2
DE 2,1 1,5 15 (18 1,1 17 |26 2 1,3
Leucocitos |TO T2 3 |70 T2 3 |T0 T2 3 | 018
(x10°3/ul)m |17.206 22.285 15.286 16327 25224 14.881 |18.306 18.611 15793
DE 10.807 12.324 7703 (11.213 12424 7.353 |10.933 11.943  8.606
Neutrofilos |TO T2 3 |70 T2 3 |70 T2 3 | 012
(x10°3/ul) m |15.366 20.089 12.965 14.891 23.068 12.563 |15.961 16.366 13.468
DE 10.297 12,015 7.550 |10.773 12.136 7.315 (10371 11519 8313
Linfocitos | TO T2 3 |70 T2 3 |70 T2 3 | 016
(x 1073/ul) m 958 1191 1361 743 1174 1393 (1228 1213 1321
DE 570 644 575 443 519 449 |21 813 735
Ne/Linf |TO T2 3 |70 T2 3 |70 T2 3 | 014
(x 1073/ul) m (17,5 208 106 [20,5 237 99 |13,6 172 115
DE 11,4 16,5 61 |14 19,8 69 |6 11,5 5.1
PCR T0 T2 3 |70 T2 3 |T0 T2 3 | 010
(mg/ym 274 2876 151 [2659 3087 1367 |284,1 2612 168,38
DE 137,1 1163 886 (1059 1046 71,5 |176 13,7 1089
Sodio  |TO T2 3 |70 T2 3 |70 T2 T3 | 046
(mEg/Um 1391 1396  139,8 (1406 1406 1402 |137,1 1383 1393
DE 6,5 2,7 38 |7 2,5 36 |57 2,5 4,2
Potasio |TO T2 3 |70 T2 3 |70 T2 T3 | 0,08
(mEq/L)m 38 4 4 |36 4,1 41 |41 3,9 3,9
DE 0,6 0,5 05 |05 0,5 06 |06 03 0,5
Cloro |TO T2 3 |70 T2 3 |70 T2 3 | 043
(mEg/)m 1076 1073 1064 (1079 1084 1067 1073 106 1061
DE 6,6 38 4 |72 35 5 |62 4 2,5
Fésforo  |TO T2 3 |70 T2 3 |70 T2 3 | 0,02
(mg/dl)m |51 3,5 25 |31 3,4 2,4 |71 3,6 2,7
DE 3,6 1,2 1 13 0,9 07 |46 1,5 1,2
Magnesio |TO T2 3 |70 T2 3 |70 T2 3 | 0,03
(mg/dlym |2 2,1 19 (18 2,1 18 (2,2 2 2
DE 0,6 03 03 |07 0,5 03 |05 0.2 0.2
Calcio i6nico |T0 T2 3 |70 T2 3 |70 T2 3 | 010
(mg/dlym |42 4,4 46 |44 4,4 46 |4 45 4,7
DE 0,4 03 02 |03 03 02 04 03 0.2
Colesterol |TO T2 3 |70 T2 3 |70 T2 3 NR
(mg/d)m 1196  111,3 1165 1283 1078 1264 111 1148 1078
DE 34,5 57,5 45 40,3 345 103 (27,9 80,5 61,4
Triglicéridos |TO T2 3 |70 T2 3 |70 T2 3 NR
(mg/dl)m 1824 2067  200,7 (1699  210,8 2259 195 201,3 1756
DE 1108 859 7.8 (403 345 103 (1404 852 64,3
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VitaminaD |TO T2 T3 |TO T2 T3 |TO T2 T3 0,79

(ng/mLym |15, 12,53 12,51 (18,2 14,3 12,4 [10,9 11,2 12,6
DE 7,5 6,7 8,7 8,01 7,76 11,5 (43 6,1 8,9

Proteinas T |TO T2 T |T0 T2 T |10 T2 3 0,38
@dym |59 5,4 51 |55 5,7 52 (62 52 4,9
DE 1,4 0,6 06 (06 0,4 06 |2 0,6 0,7

Las variables continuas se expresan como m (media) y DE (desviacion estandar); dL (decilitro), g
(gramos),Hb (hemoglobina), L (litro), mEq (miliequivalentes), mg (miligramos), mmol (milimoles), NR
(no realizado), NRL (cociente neutrdfilos/linfocitos), ng (nanogramos), PCR (Proteina C reactiva),
TCDE (Técnica continua de depuracion extrarrenal), TO (al ingreso), T2 (a las 24 h), T3 (a las 72 h), uL
(microlitros),

Tabla 6. Caracteristicas del Grupo TCDE

Caracteristicas Valores

Dias de TCDE (m, DE) 5,1(3,4)
Analitica basal:
- Urea (mg/dL) 119,7 (42,7)
- Creatinina (mg/dL) 4,0 (2,5)
- Potasio (mEq/L) 4,2 (0,6)
- pH 7,18 (0,1)
- Lactico (mmol/L) 2,5(2,0)
Estadio KDIGO n (%) 1:1(12,5%)
I1: 3 (37,5%)
11l: 4 (50%)
Anticoagulacion n (%) Citrato: 1 (12,5%)

Heparina: 6 (75%)

Citrato y Heparina: 2 (12,5%)
Modalidad HDFVVC: 6 (75%);

HDFVVC y HDVVC: 2 (25%)

Inicio TCDE: n (%)

- Oliguria 7 (87,5%)

- Sobrecarga hidrica 2 (25%)

- Shock 1(12,5%)

- Hiperkalemia 0 (0%)

- Acidosis metabdlica 6 (75%)
Complicaciones TCDE: n (%)
Si (%) 8 (100%)
Hipotermia 7 (87,5%)
Trastornos electrolitos (%):

- Hiponatremia 2 (25%)

- Hipopotasemia 4 (50%)

- Hipofosfatemia 5(62,5%)

- Hipocalcemia 2 (25%)

- Hipomagnesemia 1(12,5%)

- Hipoproteinemia 8 (100%)

Las variables categdricas se expresan en porcentaje (%)

Las variables continuas se expresan en media (m) y desviacion estandar (DE); dl (decilitro), KDIGO
(Kidney Disease Impoving Global Outcomes), L (litros), mEq (miliequivalentes), mg (miligramos),
mmol (milimoles), TCDE (Técnicas continuas de depuracidn extrarrenal)
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Se encontraron diferencias significativas evolutivas, es decir, entre los diferentes
tiempos estudiados, en concreto entre el TO y el T2-3 pero no cuando se
comparan los grupos (NoTCDE vs TCDE) con lo que respecta a los leucocitos,
linfocitos, neutrdfilos, el cociente Neutrdfilos/Linfocitos (NLR), la PCR, la
Vitamina D, la hemoglobina y el lactato, como se observa en las Figuras 18-25.
Las cifras de sodio, potasio y cloro no mostraron diferencias estadisticamente

significativas ni durante la evolucién ni por grupos (Figuras 26-28).

25000
L
L

20000
L

p=0,005 p=0,120
-1 Tiempo

AT |

15000
L

T T T T

25000
L

TCDE

-=~ No TCDE
- @~ SiTCDE

20000
L

15000
L

T T T T T
T ] e} No TCDE SiTCDE

Tiempo TCDE

Figura 18. Evolucion de los leucocitos por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracién extrarrenal).
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas); cuadro rojo: p significativa < 0,05
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Figura 19. Evolucion de los linfocitos por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracién extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas). Cuadro rojo: p significativa <0,05

Tiempo

|

AL

p=0,658
. i
T T T T T
T i3 =] No TCDE SITCDE
Tiempo TCDE

Figura 20. Evolucion de los neutrdfilos por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracién extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas); Cuadro rojo: p significativa <0,05
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p = 0,0005 p=0,144
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= CDE
\ - SiTCDE

T T T T T
T0 T2 T No TCDE SiTCDE

Figura 21. Evolucion del cociente neutroéfilos/linfocitos por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracidn extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas); Cuadro rojo: p significativa <0,05
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Figura 22. Evolucion de la PCR por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracidn extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas); Cuadro rojo: p significativa <0,05
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Figura 23. Evolucion de la vitamina D por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracién extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas); cuadro rojo: p significativa <0,05

S I 0
EER | 2
e T

p=0,752

T T
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Figura 24. Evolucién de la hemoglobina por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracidn extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas); cuadro rojo: p significativa <0,05
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p=0,105
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T T T T T
To T2 T No TCDE SiTCDE

Figura 25. Evolucion del 4cido lactico por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracién extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas); cuadro rojo: p significativa < 0,05
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Figura 26. Evolucion del sodio por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracién extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas)
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Figura 27. Evolucién del potasio por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracidn extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas)

Tiempo

\I\I R —

1 p= 0,507
TO T2 ™ No TCDE SiTCDE
Tiempo TCDE

Figura 28. Evolucion del cloro por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracidn extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas)
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Con el fésforo, magnesio y calcio iénico no ocurridé lo mismo que con el sodio,
potasio y cloro. Con el fésforo, se detectaron diferencias significativas entre los
grupos y durante la evolucidn, es decir entre los tiempos estudiados (Figura 29)
y en el grupo TCDE entre el ingreso y las 24 h. Con el magnesio, no se encontraron
diferencias entre los grupos ni evolutivamente, solo en el grupo TCDE se
encontraron diferencias significativas a partir de las 72 horas de tratamiento
(Figura 30). Respecto al Cai**, tampoco se detectaron diferencias significativas
entre el grupo No TCDE y TCDE, pero si evolutivamente, aumentando
significativamente desde el TO al resto de tiempos y en concreto en el grupo

TCDE estas diferencias ya fueron significativas desde TO al T2 (Figura 31).

p=0,0003 p=0,016

=

T T T T T
T0 T2 T No TCDE SiTCDE

Figura 29. Evolucion del Fésforo por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracién extrarrenal)

TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas); cuadro rojo: p significativa <0,05
Punto rojo cuadro superior izquierda: descenso significativo del P a las 24 h
Paréntesis rojo cuadro superior derecha: descenso significativo del P en el grupo
TCDE desde el ingreso a las 24 h (desde TO al T2).
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p=0,439
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Figura 30. Evolucién del Magnesio por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracidn extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas); cuadro rojo: p significativa < 0,05
Punto rojo cuadro inferior izquierda: descenso significativo del Mg en el grupo
TCDE desde el ingreso a las 72 h (desde TO al T3)

/I/I | = 7
T

T T T T T
T i e} No TCDE SiTCDE

Tiempo TCDE

Figura 31. Evolucion del Cai por tiempos y grupos.

TCDE (Técnicas continuas de depuracién extrarrenal)
TO (ingreso), T2 (24 horas), T3 (72 horas); cuadro rojo: p significativa < 0,05
Paréntesis rojo en cuadro superior derecha: aumento significativo del Cai2* en el grupo
TCDE desde el ingreso a las 24 h (desde TO al T2)

Tiempo

TCDE

=~ No TCDE
-=- SITCDE
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La evolucidn de las poblaciones linfocitarias en los distintos tiempos evolutivos y

por grupos se muestra en Tabla 7, no pudiendo realizar test estadisticos por no

disponer de muestras en todos los tiempos de todos los pacientes

Tabla 7. Evolucién de las poblaciones linfocitarias

Linf T CD45+
(células/ puL) m
DE
Linf T CD3+
(células/ uL) m
DE
Linf T CD4+
(células/ puL) m
DE
Linf T CD8+
(células/ puL) m
DE
Linf B CD19
(células/ puL) m
DE
NK CD 16+
(células/ puL) m
DE
Linf
CD3+CD4+CD8+
(células/ puL) m
DE
CD4/CD8
m DE

Las variables continuas se expresan en media (m) y desviacion estandar (DE)

TO

746,71.140,1 1.226,5

4316

TO
500
395

TO
328,7
258,3

TO
169
166,8

TO
140,9
79,5

TO
96,4
56,3

TO
45
7,4

TO
3,2
2,3

Todos
(n=18)

428,1

T3
802,2
305,1

T3
563,6
225,3

T3
233,1
161,8

T3
222,3
138,9

T3
103
85,7

T3
5,8
4

T3
3,4
2,2

674,8 1.211,8 1.407,3

434,5 (357,9
TS T0
934,6 | 440
338,9 | 269,4
TS T0
656,4 | 246
313,7 | 154,1
TS T0
268,5 | 192,6
163,4 | 157,7
TS T0
167,6 | 133,4
143,5 | 106,8
TS T0
103,5 | 91,4
63,6 | 733
TS T0
7,3 3,8
3,7 2,6
TS T0
3,4 2,6
2,5 3

NoTCDE
(n=10)

414,8

T3
866,6
312,2

T3
569,6
243,5

T3
291
205,8

T3
248,6
126,4

T3
84,3
97

T3
4,4
3,3

T3
3,2
3,1

TCDE
(N=8)
TO T3

798
327 | 49838
TS T0

1.077,2| 543,7

249,2 | 482,1
TS T0
755,7 1387,7
300,7 |311,1
TS T0
308,3 | 152,1
168,6 | 183,5
TS T0
191,7 | 146,3
159,9 | 62,4
TS T0
112 | 100
63 | 469
TS T0
6,5 5
2 9,7
TS T0
3,5 3,7
2,9 1,8

1.076,3
454,1

T3
745
305,1

T3
558,2
222,7

T3
181,7
94,8

T3
198,9
152,6

T3
119,7
76,5

T3
7
4,4

T3
3,5
1,1

TS
684
45,3

TS
507
77,8

TS
358,5
14,8

15
149
82

TS
95,5
50,2

15
78
82

TS
9,5
7,8

TS
2,8
1,4

Linf (linfocitos), uL (microlitro), NK (células Natural Killer), NR (no realizado), TCDE (Técnicas
continuas de depuracién extrarrenal)
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4.2 ANALISIS PROTEOMICO: IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS EN
LAS MUESTRAS PLASMATICAS Y LAS MUESTRAS DEL
ULTRAFILTRADO.

4.2.1 Descripcion general de las proteinas identificadas y cuantificadas

El andlisis de espectrometria de masas (MS/MS) de las proteinas plasmaticas y
del ultrafiltrado de los pacientes con shock séptico y/o sepsis con lesion renal
aguda con o sin TCDE, permitié identificar 593 proteinas Unicas con una
confianza 2 96 %. De éstas, se cuantificaron 542 proteinas, 463 proteinas en las
70 muestras de plasmay 261 proteinas en las 24 muestras de ultrafiltrado. Como
se muestra en el diagrama de Venn (Figura 32 y Figura 33), 182 proteinas se

cuantificaron en ambos tipos de muestras.

En el Anexo V, se muestran los nombres de las proteinas cuantificadas, cédigos,

genes y pesos moleculares.

Plasma UF

Figura 32. Proteinas identificadas en las muestras analizadas
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Plasma UF

79
(14.6%)

Figura 33. Proteinas cuantificadas en las muestras analizadas

4.2.2 Analisis diferencial de los perfiles proteicos plasmaticos de los
grupos TCDE y NoTCDE

Como se ha indicado en la seccién de Materiales y Métodos, se utilizaron varios
métodos estadisticos que permiten el andlisis de datos dmicos en los que el
numero de variables es muy superior al nimero de muestras. Para reducir la
variabilidad y el nimero de falsos positivos, se han seleccionado las proteinas
cuantificadas con 3 0 mas péptidos en el andlisis SWATH. Esto ha dejado un total
de 229 proteinas sdlidamente cuantificadas. El objetivo de este analisis
diferencial es identificar un conjunto de proteinas que puedan clasificar los

grupos TCDE y NoTCDE en el momento de ingreso o basal (T0).

4.2.2.1 Andlisis estadistico no supervisado

En general, los andlisis protedmicos diferenciales tratan de analizar los perfiles
proteicos de los grupos de pacientes objeto de estudio con el fin de asociar
perfiles concretos a fenotipos patolégicos de interés. Los procedimientos de
andlisis no supervisados permiten agrupar las muestras en funcién de la similitud
de las variables observadas de una manera totalmente objetiva. En principio, si
los cambios inducidos por la patologia son mayores que la variabilidad biolégica

la agrupacién no supervisada deberia coincidir con los grupos experimentales.
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Se utilizaron dos métodos no supervisados distintos. El primero de ellos fue un
andlisis de regresion sin supervisidon (analisis de clusteres jerarquicos) (Figura
34). En segundo lugar, se llevd a cabo un anadlisis de componentes principales
(PCA) clasico que nos permitio explorar las principales fuentes de variacidn en
los datos (Figura 35). Si bien el andlisis de clisteres no muestra una agrupacion
clara de las muestras TCDE y NoTCDE, el analisis PCA si que indica una mayor
similitud entre las muestras de cada grupo. Asi, las muestras NoTCDE se
concentran en el cuadrante inferior izquierda de la representacién de los
componentes principales 1 y 2. Estos resultados indican que, aunque la
variabilidad bioldgica es considerable, las diferencias inducidas por la patologia

en los perfiles proteicos también son significativos.

]

type
M noTCDE
®TCDE

01702d
0oL gkd
oL2kd
0L76d
0L7zkd
oL7sd
0L kd
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0L vd

0L 0kd

2 2
@ >
=] ]
3 3

Figura 34. Mapa de calor de las 229 proteinas al ingreso (T0).

oL pid
001 %kd
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oL zd

TCDE: Técnicas continuas de depuracion extrarrenal
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Figura 35. PCA de todas las muestras al ingreso (T0)

TCDE: Técnicas continuas de depuracion extrarrenal

4.2.2.2 Regresion binomial con penalizacidon Lasso y Elastic Net.

Los resultados de los andlisis no supervisados sugieren que los métodos de
anadlisis supervisados si que podrian identificar una serie de proteinas
diferenciales entre los grupos TCDE y NoTCDE. El primer método con supervision
empleado para comparar estos dos grupos fue un modelo de regresién binomial
con penalizacion Lasso en el que se aplicdé un procedimiento de validaciéon
cruzada. Este andlisis selecciond dos proteinas con las que se consiguié una
buena clasificacidn y agrupacién de las muestras, como se muestra en la curva

ROC (con AUC = 0,95, Figura 36) y el analisis de clusteres jerarquicos (Figura 37),

respectivamente.
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Proteinas Lasso

TPR (sensibilidad)

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
FPR (1-especificidad)

Figura 36. Curva ROC obtenida con las 2 proteinas seleccionadas en el analisis Lasso
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Figura 37. Mapa de calor de las 2 proteinas identificadas al ingreso (T0) en el analisis Lasso.

TCDE: Técnicas continuas de depuracion extrarrenal

La penalizacién Lasso es bastante restrictiva y puede no seleccionar
correctamente proteinas que muestren una correlacién significativa. Para evitar
estas limitaciones, también analizamos los datos cuantitativos aplicando un
modelo de regresién con la penalizacién Elastic Net. Dicho analisis seleccioné un

total de 22 proteinas. Estas proteinas permiten agrupar perfectamente las
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muestras al ingreso (TO) (Figura 38) asi como una clasificacién ideal mediante

curva ROC con un AUC = 1 (Figura 39).
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Figura 38. Mapa de calor de las 229 proteinas al ingreso (T0) analizadas en Elastic Net.

TCDE: Técnicas continuas de depuracion extrarrenal

Proteinas Elastic Net

1
0,8
0,6
0,4
0,2
0

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

FRP (1-especificidad)

TRP (sensibilidad)

Figura 39. Curva ROC de las 22 proteinas detectadas al ingreso con Elastic Net
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En la Tabla 8 y en la Figura 40 se muestran las proteinas seleccionadas con

informacidn bioldgica relevante sobre su funcidn y las diferencias entre ambos

grupos respectivamente. Como era de esperar, las 2 proteinas seleccionadas en

Lasso estan incluidas en las 22 proteinas seleccionadas en Elastic Net y se

muestran con un sombreado gris en la Tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas principales de las proteinas clasificadoras en el Elastic Net

y Lasso, Grupo TCDE y NoTCDE

ACC Nombre Gen Funcién

P08603 | CFAH_HUMAN
Complement
factor H
(H factor 1)

CHF Glicoproteina con papel esencial en el
mantenimiento de una respuesta inmune
equilibrada mediante la activacién moduladora
del complemento. Actiia como un inhibidor
soluble del complemento uniéndose a
marcadores propios como estructuras del
glicano previniendo la activacién y
amplificaciéon del complemento en superficies
celulares. Acelera la desintegracién de la via
alternativa del complemento, C3 convertasa
C3bBb, evitando la formacion local de mas C3b,
el reproductor central del bucle de
amplificacién del complemento.

Media en varias respuestas celulares a través
de la interaccidn con receptores

especificos. Por ejemplo, interactua con el
receptor CR3/ITGAM mediando en la adhesién
de neutrdéfilos humanos a diferentes
patdégenos. A su vez, estos patégenos son
fagocitados y destruidos.

Procesos Biolégicos

Activacion de las Vias del
Complemento
Activacion de las vias
alternativas.

Procesos virales.

P04275 |VWF_HUMAN VWEF

Von Willebrand

Importante en el mantenimiento de la
hemostasia, promueve la adhesién de

Via intrinseca de la

Coagulacién

factor (VWF) plaquetas a los sitios de lesion vascular Adhesién celular
mediante la formacién de un puente molecular Organizacién de la
entre la matriz de colageno subendotelial y el | matriz extracelular
complejo receptor de superficie plaquetaria Hemostasia
GPIb-IX-V. También actia como chaperona Activacion y
para el factor de coagulacion VI, entregarlo al |degranulacién de
sitio de la lesidn, estabilizando su estructura plaquetas
heterodimérica y protegiéndolo de la Respuesta a las heridas
eliminacién prematura del plasma.

P07225 PROS_HUMAN PROS1 Proteina plasmatica anticoagulante; cofactor de Coagulacién
Proteina S- la proteina C activada en la degradacién de los | Fibrinolisis
dependiente factores de coagulacién Vay Vllla. Ayuda a Hemostasia
Vitamina K prevenir la coagulacién y estimula la fibrinolisis. Ligando del calcio

Regulacién de la
activacién del
complemento
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P02751 FINC_HUMAN FN1 Las fibronectinas se unen a las superficies Respuesta de fase aguda

Fibronectina celulares y a varios compuestos: colageno, Angiogénesis
fibrina, heparina, ADN y actina. Involucradas en |/Adhesién celular
la adherencia celular, motilidad celular, Regulacién de la forma
opsonizacion, cicatrizacién de heridas y celular

mantenimiento de la forma celular. Participa en Unién a la heparina
la compactacion osteoblastica a través del

proceso de ensamblaje de la matriz mediada

por la fibronectina, fibrilogénesis celular,

esencial para la mineralizacién osteobldstica.

|P07998 |RNAS1_HUMAN |RNASE |Endonucleasa que cataliza la escision del ARN | Hidrélisis de enlace

Ribonucleasa 1 en el lado 3' de los nucleétidos de pirimidina. | fosfodiéster ARN
pancreatica Actua sobre el ARN de cadena simple y doble
P03952 |KLKB1_HUMAN KLKB1 |Laenzima divide los enlaces Lys-Argy Arg-Ser. |Coagulacién
Kalicreina Activa el factor XlI, libera bradiquinina y puede |Hemostasia
desempefiar un papel en el sistema renina- Fibrinolisis
angiotensina mediante la conversién de pro- Respuesta inflamatoria

renina en renina.
Inhibida por Serpina 5.

P33151 |CADH5_HUMAN |CDH5 | Las cadherinas son proteinas de adherencia Adhesion celular
Cadherina-5 celular dependientes del calcio. Interactian de |Unidn al calcioy a
manera homofilica en la conexién de las metales
células; puede jugar un papel importante en la
biologia celular endotelial a través del control
de la cohesion y organizacién de las uniones
intercelulares. Se asocia con la a-catenina
formando un enlace al citoesqueleto. Actta en
concierto con KRIT1 y PALS1 para establecer y
mantener correcta la polaridad celular

endotelial y la luz vascular.

IP04196 IHRG_HUMAN HRG Glucoproteina plasmdtica que se une a varios IUnic’m a la heparina

Glucoproteina rica ligandos como el hemo, heparina, sulfato de Angiogénesis

en histidina heparan (en la superficie de las células Coagulacién
endoteliales del higado, pulmon, rifién y Hemostasia
corazon), tromboespondina, plasminégeno e Fibrinolisis
iones metalicos divalentes. Actia como una Quimiotaxis

proteina adaptadora implicada en la regulacién |Ligando del cobre y zinc
de muchos procesos: aclaramiento de
complejos inmunes y patégenos, quimiotaxis
celular, adhesidn celular, angiogénesis,
coagulacién y fibrindlisis. Media en la limpieza
de células necréticas mediante la fagocitosis. Se
une a subclases de IgG que contienen cadenas
ligeras k y A inhibiendo la formacién de
complejos inmunes insolubles. Fija el
plasmindgeno a la superficie celular. Une las
células Ty altera la morfologia celular. Modula
la angiogénesis. Actlia como regulador de la via
de sefializacion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) e inhibe la motilidad
celular endotelial. Papel en la regulacién de la
angiogénesis tumoral y vigilancia inmune del
tumor. Normaliza los vasos tumorales y
promueve la inmunidad antitumoral
polarizando los macréfagos asociados al tumor,
lo que conduce a una disminucién del
crecimiento tumoral y metdstasis.
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P08519 |APOA_HUMAN LPA Apo(a) es el principal componente de la Transporte de lipidos

Apolipoproteina A lipoproteina(a). Tiene actividad proteinasa Transporte de
serina y es capaz de autoproteolisis. Inhibe el  |hidrolasa, proteasa y
activador de plasminégeno de tipo tisular 1. serina proteasa

Apo(a) puede ser proteoliticamente escindida,
formando mini-Lp(a). Los fragmentos de apo(a)
se acumulan en lesiones ateroscleréticas,
donde pueden promover la trombogénesis. La
O-glicosilacién puede limitar la extension de la
fragmentacion proteolitica. Se cree que la
homologia con el plasminégeno kringles IV y V
subyace en la aterogénesis de la proteina,
porque los fragmentos compiten con el
plasmindgeno para la unién a la fibrina(ogen).

P61626 |LYSC_HUMAN LYz Las lisozimas tienen principalmente una Respuesta humoral
Lisozima C funcién bacteriolitica; las de los tejidos y fluidos |antimicrobiana
corporales estan asociadas con el sistema Formacion de fibril
monocito-macréfago y mejoran la actividad de |amiloide
los inmunoagentes. Respuesta inflamatoria
La lisozima C es capaz de hidrdlisis y Defensa a bacterias

transglicosilaciéon; también muestra una leve Citolisis

actividad esterasa. Actua rdpidamente sobre el |Degranulacién de
péptido sustituido y el peptidoglicano no neutréfilos
absorbido, y lentamente sobre los

oligosacdridos de quitina.

P02763 IAlAGl_HUMAN IORMl IFunciona como proteina de transporte en el IRespuesta de fase aguda I

Glucoproteina torrente sanguineo. Se une a varios ligandos en |Respuesta inflamatoria
acida Alfa-1 el interior de su dominio beta-barril. También | Regulacién negativa de
une las drogas sintéticas e influye en su laIL-6 y del FNT
distribucién y disponibilidad en el Degranulacién de
cuerpo. Parece funcionar en la modulacién de |plaquetas y neutrdfilos
la actividad del sistema inmune durante la Regulacidn positiva de la
reaccion de fase aguda. IL-1
Regulacién del sistema
inmune
P19013 |K2C4_HUMAN KRT4  |Hay dos tipos de queratina citoesquelética y Organizacion del
Queratina, tipo Il microfibrilar: | (acida; 40-55 kDa) y Il (neutraa |citoesqueleto
citoesqueleto 4 basica; 56-70 kDa). Diferenciacién celular
epitelial

Queratinizacién
Regulacién negativa de
la proliferacién celular

epitelial

Q9Y279 |VSIG4_HUMAN VSIG4 |Receptor fagocitico, fuerte regulador negativo | Via alternativa del
V-set y proteina de la proliferacién de células Ty la produccién |complemento
que contiene el de IL2. Potente inhibidor de la via alternativa Inmunidad innata
dominio de la del complemento convertasas.
inmunoglobulina 4

P18065 |IBP2_HUMAN IGFBP2 |Inhibe las tasas de crecimiento y desarrollo Regulacién del
Proteina ligadora mediadas por IGF. Las proteinas unidas a IGF | crecimiento
del factor de prolongan la vida media de los IGF y se ha
crecimiento demostrado que inhiben o estimulan los
insulinico 2 efectos promotores del crecimiento de los IGF

en el cultivo celular. Alteran la interaccién de
los IGFs con sus receptores de superficie
celular.
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P05452 |TETN_HUMAN CLEC3B |La tetranectina se une al plasminégeno y al Respuesta celular a la

Tetranectina kringle aislado 4. Puede estar implicada en el  |sustancia orgénica
empaquetado de moléculas destinadas a la Regulacién positiva de la
exocitosis. activacién del

plasminégeno

075882 |ATRN_HUMAN ATRN |Participa en la agrupacién inicial de células Respuesta inflamatoria
Atractina inmunitarias durante la respuesta inflamatoria |Migracién celular

y puede regular la actividad quimiotactica de Desarrollo del cerebelo
las quimiocinas. Puede desempefiar un papel |Respuesta al estrés
en las vias de sefializaciéon melanocortina que |oxidativo
regulan la homeostasis de la energia. Papel Desarrollo tisular
critico en la mielinizacién normal del sistema
nervioso central.

IP62987 IRL40_HUMAN IUBA52 IUbiquitina: existe unida a otra proteina o libre. IProcesos de

Proteina Cuando se une covalentemente, se conjuga con /modificacion de
ribosémica L40 de proteinas diana a través de un enlace proteinas celulares
Ubiquitina-60S isopéptido como un monémero Traduccion

(monoubiquitina), como polimero (cadenas de |citoplasmatica
poliubiquitina). Las cadenas de poliubiquitina, |Deteccién de dafio de
cuando se unen a una proteina diana, tienen ADN

diferentes funciones segun el residuo Lys de la |Via de sefializacién
ubiquitina al que esta vinculada: Lys-6 mediada por la IL-1
(reparacion del ADN); Lys-11 (involucrado en la |Transporte intracelular
degradacion endoplasmatica reticulary enla  |de virus

regulacidn del ciclo celular); Lys-29 Organizacion de la
(degradacion lisosomal); Lys-33 (modificacion |membrana

de la quinasa); Lys-48 (degradacion de Regulacién negativa del
proteinas a través del proteosoma); Lys-63 proceso apoptoético

(endocitosis, respuestas de dafio al ADN,
procesos de sefializacidn). La ubiquitina
generalmente se conjuga con residuos de Lys
de proteinas diana, sin embargo, en casos
raros, se ha observado la conjugacién con
residuos de Cys o Ser. Cuando la poliubiquitina
es libre, tiene funciones distintas (activacion de
las proteinas quinasas y la sefializacion).

60S proteina ribosomica L40:

Componente de la subunidad 60S del ribosoma.
La proteina ribosémica L40 es esencial para la
traduccion de un subconjunto de
transcripciones celulares, y especialmente para
la traduccién dependiente de la tapa de los
ARNm del virus de la estomatitis vesicular.

Q6EMK4 |VASN_HUMAN VASN |Puede actuar como inhibidor de la sefializacién |Respuesta celular a la
Vasorina (Protein TGF-beta. hipoxia y al estado redox
slit-like 2) Regulacién negativa de

la transicion epitelial a

mesenquimal.

P43251 |BTD_HUMAN BTD Liberacién catalitica de biotina de la biocitina, |Procesos metabdlicos de
Biotinidasa el producto de la degradacion de las la biotina
carboxilasas dependientes de biotina. Desarrollo del Sistema
nervioso central
P29622 |KAIN_HUMAN SERPIN |Inhibe las actividades amidoliticas y Inhibidor de la serina
Kalistatina A4 kininogenasas humanas de la kallikrein tisular. |proteasa
Degranulacién de
plagquetas
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P23142 |FBLN1_HUMAN FBLN1 |Incorporada en fibras de matriz que contienen |Coagulacién sanguinea

Fibulina-1 (FIBL-1) fibronectina. Puede jugar un papel en la Regulacién negativa de
adhesion celular y la migracién a lo largo de las |la adherencia celular, de
fibras de proteina dentro de la matriz la motilidad celular, de la

extracelular (ECM). Podria ser importante para |fosforilacion de
ciertos procesos de desarrollo y contribuir ala |proteinas

organizacién supramolecular de la arquitectura |Proceso viral

de la MEC, en particular para las membranas Regulacién negativa de
basales. Implicada en la transformacién celular |la produccién 8 del

y la invasién tumoral, parece ser un supresor  |factor de crecimiento.
tumoral. Puede desempefiar un papel en la

hemostasia y la trombosis.

IP14923 IPLAK_HUMAN IJUP IProte|’na comun de la placa de unidn. Las placas IAdhesic’m celular

Plakoglobina de la asociadas a la membrana son elementos Regulacidn positiva de la
unién arquitecténicos con una posicion estratégica angiogénesis
importante para influir en la disposicién y Queratinizacion
funcién tanto del citoesqueleto como de las Degranulacién de los
células dentro del tejido. La presencia de neutréfilos

plakoglobina tanto en los desmosomas como
en las uniones intermedias sugiere que juega
un papel central en la estructura y funcién de
las placas submembranas. Actiia como un
sustrato para VE-PTP y es requerido por él para
estimular la funcién de VE-cadherina en las
células endoteliales. Puede reemplazar la beta-
catenina en los complejos de adhesién de E-
cadherina/catenina que se proponen para
emparejar las cadherinas con el citoesqueleto
de actina.
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Figura 40. Diferencias entre las 22 proteinas clasificadoras de los grupos TCDE y NoTCDE

TCDE: Técnicas continuas de depuracion extrarrenal

122



4.2.2.3 Andlisis discriminante PLS-DA

El tercer y ultimo procedimiento supervisado fue un analisis de discriminantes
PLS-DA. Este modelo de clasificacidon lineal lo aplicamos en dos etapas. En la
primera etapa observamos que el modelo fue capaz de agrupar correctamente
las muestras. A partir de este andlisis, seleccionamos las 25 proteinas de los
componentes 1y 2 que mas contribuyen a explicar la respuesta. En la segunda
etapa, repetimos el andlisis utilizando Unicamente las proteinas seleccionadas
como variables para determinar la capacidad de estas proteinas para agrupar las
muestras y clasificarlas correctamente. Como puede verse en la Figura 41, el
anadlisis con todas las proteinas realizado en la primera etapa consigue una
perfecta agrupacidn de las muestras. Igualmente, cuando el andlisis se realiza
con las proteinas seleccionadas por su contribucién en la respuesta de la
segunda etapa, se reproduce el correcto agrupamiento de las muestras (Figura
42).

También se llevaron a cabo, como en casos anteriores, analisis de agrupacién en
clusteres jerdrquicos y de clasificacién con las proteinas seleccionadas por PLS-
DA. En la Figura 43 se muestra como estas proteinas consiguen un agrupamiento
razonable de las muestras en el que solo una muestra del grupo NoTCDE aparece
situada entre muestras del grupo TCDE. De igual forma, la curva ROC obtenida
con los datos del componente 1 (Figura 44) indica un alto valor de clasificacion,
conun AUC=0,97.
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Figura 41. PLS-DA de todas las muestras al ingreso.

TCDE: Técnicas continuas de depuracion extrarrenal.
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Figura 42. sPLS-DA de todas las muestras al ingreso.

TCDE: Técnicas continuas de depuracion extrarrenal
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Figura 43. Mapa de calor de las proteinas seleccionadas en el s-PLS-DA
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Figura 44. Curva ROC de las proteinas seleccionadas en el s-PLS-DA
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Las proteinas seleccionadas en los componentes 1y 2 se muestran en la Tabla 9,

resaltando en negrita las que coinciden con las del Elastic Net.

Tabla 9. Proteinas seleccionadas en los Componentes principales 1y 2, TCDE y
NoTCDE.

COMPONENTE 1 COMPONENTE 2

P07225

P02751
P03952
P04275
075882

PROS_HUMAN. Proteina S dependiente
de la Vit K

FINC_HUMAN. Fibronectina
KLKB1_HUMAN. Kalicreina
VWF_HUMAN. Factor von Willebrand
ATRN_HUMAN. Atractina

Q6EMK4|VASN_HUMAN. Vasorina

P33151
P07998

P62987
P43251
Q06141
P08603

P35858

P14923
P02790

P01042
P04003

Q96PD5
P61626

P43652
P05452

P05160
P19823
P08519

P04196
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CADH5_HUMAN. Cadherina 5
RNAS1_HUMAN. Ribonucleasa
pancreatica

RL40_HUMAN. Proteina ribosémica L40
Ubiquitina-60S

BTD_HUMAN. Biotinidasa
REG3A_HUMAN. Proteina a3 derivada de
islote regenerador

CFAH_HUMAN.

Factor de complemento H

ALS_HUMAN. Proteina ligando al factor d
crecimiento insulinico, subunidad
complejo acido labil

PLAK_HUMAN. Plakoglobina de la unién

HEMO_HUMAN. Hemopexina

KNG1_HUMAN. Kininégeno 1
C4BPA_HUMAN. Cadena a de proteina d¢
unién a C4B

PGRP2_HUMAN. N-acetilmuramoil-L-
alanina amidasa

LYSC_HUMAN. Lisozoma C

AFAM_HUMAN. Afamina
TETN_HUMAN. Tetranectina

F13B_HUMAN. Factor de coagulacion
cadena XIIIB

ITIH2_HUMAN. Inhibidor de la cadena
pesada inter-a-tripsina H2
APOA_HUMAN. Apolipoproteina a

HRG_HUMAN. Glicoproteina rica en
histidina

P19013
P06681
P05543
P29622
P08571
P13645

P01019
P26038

Q9Y279

P04114

P18065

P02763

P02768

075594

P18428

pPocoL4
P23142

P05155

P04264

P08519
014818

P48740

P02792

P08779

P02647

K2C4_HUMAN. Keratina tipo Il
citoesqueleto 4

CO2_HUMAN. Complemento C2
THBG_HUMAN. Serpina 7
KAIN_HUMAN. Kalistatina
CD14_HUMAN. Inhibidor de la
diferenciacién de monocitos CD14
K1C10_HUMAN. Keratina tipo |
citoesqueleto 10

ANGT_HUMAN. Angiotensindgeno
MOES_HUMAN. Moesina

VSIG4_HUMAN. Proteina V-set que
contiene el dominio de
inmunoglobulina 4

APOB_HUMAN. Apolipoproteina B-100
IBP2_HUMAN. Proteina ligando al
factor de crecimiento insulinico 2
A1AG1_HUMAN. glicoproteina acida a
1

ALBU_HUMAN. Albimina

PGRP1_HUMAN. Proteina de
reconocimiento peptidoglicano 1
LBP_HUMAN. Proteina de unién al
lipopolisacarido

CO4A_HUMAN. complemento C4A.
FBLN1_HUMAN. Fibulina

IC1_HUMAN. Inhibidor plasmatico de la
proteasa C1

K2C1_HUMAN. Keratina tipo |
citoesqueleto 1

APOA_HUMAN. Apolipoproteina a
PSA7_HUMAN. Subunidad de
proteasoma subunidad a7
MASP1_HUMAN. Lectina serina
proteasa de unién al manano 1
FRIL_HUMAN. Cadena ligera de ferritina

K1C16_HUMAN. Keratina tipo |
citoesqueleto 16
APOA1_HUMAN. Apolipoproteina Al

TCDE: Técnicas continuas de depuracion extrarrenal



4.2.3 Analisis diferencial de las proteinas con respecto a la mortalidad

Con objeto de identificar proteinas que pudiesen ser consideradas como
predictoras de mortalidad en los pacientes con sepsis y/o shock séptico con LRA,
se llevd a cabo un andlisis de penalizaciéon Lasso utilizando como variable
respuesta la mortalidad y como variables predictoras las 229 proteinas
cuantificadas con 3 6 mas péptidos. EIl modelo selecciond Unicamente 2
proteinas que, a pesar de predecir correctamente, mostraron valores del
predictor muy préximos entre los dos grupos. Con objeto de conseguir una mejor
capacidad de clasificacidn se llevé a cabo un analisis mediante el procedimiento
con penalizacién Elastic Net. En este caso el modelo seleccioné 10 proteinas

cuyas abundancias se muestran en la Figura 45.
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Figura 45. Abundancias de las proteinas seleccionadas que explicarian la mortalidad de la
poblacién estudiada.

Con las proteinas seleccionadas se obtuvo una agrupaciéon y clasificacion
perfecta de las muestras, como muestra el andlisis de clusteres jerarquicos

(Figura 46) y mediante la curva ROC (Figura 47). En la
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Tabla 10 se muestran algunos datos sobre la funcién de estas proteinas,
sombreando en gris las 3 proteinas que aumentan en los pacientes que no

sobreviven, mientras que las otras 7 proteinas disminuyen.
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Figura 46. Mapa de calor de los clusteres mortalidad. Agrupacién de las muestras en base a
la abundancia de las proteinas seleccionadas por el modelo con penalizacidn Elastic Net.
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Figura 47. Curva ROC mortalidad. Clasificacién de las muestras en base a la abundancia de
las proteinas seleccionadas por el modelo con penalizacion Elastic Net.
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Tabla 10. Caracteristicas de las Proteinas seleccionadas relacionadas con la

mortalidad

ACC Nombre

P06737 |PYGL_HUMAN
Glucégeno

fosforilasa,
forma hepatica

P04406 |G3P_HUMAN
Gliceraldehido 3
fosfato
deshidrogenasa

P03950 ANGI_HUMAN
Angiogenina

Gen
PYGL

Funcion

Enzima alostérica que cataliza el paso limitante
en el catabolismo del glucégeno, la escision
fosfolitica del glucédgeno para producir glucosa-
1-fosfato, y juega un papel central en el
mantenimiento de la homeostasis de la glucosa
celular y organica.

GAPDH [Tiene actividades de gliceraldehido-3-fosfato

ANG

deshidrogenasa y nitrosilasa, desempefiando
un papel en la glucdlisis y funciones nucleares,
respectivamente.

Enzima clave en la glucdlisis que cataliza el

Procesos Biolégicos

Proceso metabdlico y
catabdlico del glucégeno
Homeostasis de la glucosa
Proceso necroptético

Respuesta inmune humoral
antimicrobiana

Respuesta celular al IF-y
Proceso metabdlico de la
glucosa

primer paso de la via mediante la conversién de Estabilizacién de proteinas

D-gliceraldehido 3-fosfato (G3P) en fosfato 3-
fosfo-D-gliceroil fosfato.

Modula la organizacién y montaje del
citoesqueleto.

Facilita las asociaciones de microtubulos y
membranas dependientes de CHP1 a través de
su capacidad para estimular la unién de CHP1 a
microtUbulos.

Componente del complejo GAIT (inhibidor de la
traduccion activado por interferén gamma) que
media la inhibicién de la traduccién selectiva
inducida por interferén-gamma en los procesos
inflamatorios.

Papel en la inmunidad innata al promover la
activacion NF-kappa-B inducida por TNF y la
produccién de interferén de tipo |, a través de
la interaccién con TRAF2 y TRAF3,
respectivamente. Participa en eventos
nucleares incluyendo transcripcidn, transporte
de ARN, replicaciéon de ADN y apoptosis.

Se une a la actina en la superficie de las células
endoteliales; una vez unida, la angiogenina se
endocitosa y se translocaliza al nucleo.
Estimula la sintesis de ARN ribosémico
incluyendo el que contiene las secuencias del
sitio de iniciacion de 45S rARN. Escinde tARN
dentro de bucles anticodénicos para producir
tARN derivados del estrés de los fragmentos
inducidos (tiARNs) que inhiben la sintesis de
proteinas y desencadena el montaje de
granulos de estrés (SSG). La angiogenina induce
la vascularizacion de los tejidos normales y
malignos. La actividad angiogénica se regula
mediante la interaccién con RNH1 in vivo

P05451 REG1A_HUMAN REG1A Podriaactuar como un inhibidor de la

Litostatina 1-a

Q08380 |LG3BP_HUMAN

precipitacién espontdnea de carbonato de
calcio. Puede estar asociado con el surgimiento
neuronal en el cerebro, y con la regeneracion
del cerebro y pancreas

LGALS3 |Promueve la adhesién celular mediada por

Proteina de unién a BP

la Galectina 3

Q03154 ACY1_HUMAN
Aminoacilasa 1

ACY1

integrina. Puede estimular la defensa del

huésped contra virus y células tumorales.
Cataliza la hidrdlisis de los aminodacidos N-
acetilados a acetato y aminodcidos libres.

Regulacién de la
macroautofagia

Activacion de la actividad
de la fosfolipasa A2, Cy de
la protein kinasa B
Angiogenesis

Respuesta humoral
antibacteriana y antifingica
Comunicacién celular
Proceso homeostatico
Respuesta inmune innata
Regulacién positiva de la
fosforilacion

Respuesta inmune humoral
antimicrobiana
Homeostasis del calcio
Respuesta celular a la
quimiocina y gastrina
Regeneracién hepatica y
pancreatica

Respuesta al acetilsalicilato

Respuesta de defensa
celular

Adhesion celular.
Proceso metabdlico de
aminoacidos celulares.
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P07333 CSFIR_HUMAN CSF1R Proteina tirosin-quinasa actia como receptor Mantenimiento de la unién

Receptor del de superficie celular para CSF1 e IL34 y juega  entre células
factor 1 un papel esencial en la regulacion de la Respuesta celular a los
estimulante de supervivencia, proliferacion y diferenciacién de estimulos de citocinas
C°|°"Eas de las células precursoras hematopoyéticas, Respuesta celular al
macréfagos especialmente los fagocitos mononucleares,  receptor de factor 1
como los macréfagos y los monocitos. estimulante de colonias de
Promueve la liberacién de quimiocinas macroéfagos.

proinflamatorias en respuesta a IL34 y CSF1,y Hemopoiesis.
por lo tanto juega un papel importante en la Respuesta inflamatoria

inmunidad innata y en los procesos Respuesta inmune
inflamatorios. Desempefia un papel importante Diferenciacién de
en la regulacién de la proliferacion y macréfagos y monocitos

diferenciacion de osteoclastos, la regulacién de Regulacién positiva de la

la resorcion ésea. Promueve la reorganizaciéon  migracién y motilidad celular
del citoesqueleto de actina, regula la formacién Regulacién positiva de la

de volantes de membrana, la adhesion celular y produccién de quimicinas,
la migracién celular, y promueve la invasion de la actividad quinasa

celular del cdncer. Activa varias vias de Regulacién positiva de la
sefializacion en respuesta a la unién del fosforilizacion
ligando, incluyendo la ERK1/2 y la via JNK. Regulacioén de la

reorganizacion de la actina
del citoesqueleto

P08519 |/APOA_HUMAN |[LPA Apo(a) es el principal componente de la Circulacién sanguinea
Apolipoproteina (a) lipoproteina(a) (Lp(a)), con actividad proteinasa |Proceso metabdlico lipidico
serina. Capaz de autoproteolisis. Inhibe el Transporte lipidico

activador plasmindgeno de tipo tisular 1. Lp(a)
puede ser un ligando para megalina/Gp 330.
Apo(a) puede escindirse y formar mini-Lp(a).
Los fragmentos de apo(a) se acumulan en
lesiones aterosclerdticas, donde pueden
promover la trombogénesis. La O-glicosilacién
puede limitar la extensidn de la fragmentacion
proteolitica. Se cree que la homologia con el
plasmindgeno kringles IV y V subyace en la
aterogénesis de la proteina, porque los
fragmentos compiten con el plasmindgeno para
la unién a fibrina(égeno).

P00352 |AL1A1_HUMAN |ALDH1 |Deshidrogenasa citosélica que cataliza la Proceso metabdlico del
Aldehido Al oxidacion irreversible de una amplia gama de |aldehido celular
deshidrogenasalAl aldehidos a su correspondiente 4cido Proceso catabdlico de

carboxilico. fructosamina

Crucial para controlar los niveles de retinoly  |Proceso biosintético del
4cido retinoico, dos moléculas importantes que |dcido y-aminobutirico

el exceso puede ser teratogénico y citotdxico. |Regulacion negativa de la
También oxida aldehidos resultantes de la termogénesis inducida en
peroxidacion lipidica como (E)-4-hidroxinon-2- |frio

enal/HNE, malonaldehido y hexanal que son Proceso metabdlico del

altamente citotdxicos. retinol
P80108 PHLD_HUMAN GPLD1 |Esta proteina hidroliza el enlace inositol fosfato |Respuesta celular al
Fosfatidil inositol en proteinas ancladas por glicanos colesterol
glicano-fosfolipasa fosfatidilinositol (ancla GPI) liberando asi estas |Respuesta celular a los
especifica D proteinas de la membrana. Triglicéridos (TG)

Regulacion negativa del
proceso catabdlico de los TG
Regulacidn positiva del
proceso apoptdtico.
Regulacidn positiva del
proceso metabdlico de la
glucosa.

Regulacién positiva de la
separacion de particulas de
lipoproteinas de alta
densidad.
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4.2.4 Analisis diferencial de las proteinas con respecto a la
sobreinfeccion nosocomial.

Con objeto de identificar las proteinas que pudiesen considerarse como
predictoras de la susceptibilidad a la sobreinfeccion nosocomial, se llevé a cabo
un andlisis similar al realizado sobre la mortalidad. EI modelo de penalizacién

Lasso selecciond 8 proteinas cuyas abundancias se muestran en la Figura 48.
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Figura 48. Abundancia de las proteinas seleccionadas que explicarian la sobreinfeccién
nosocomial en la poblaciéon estudiada.

Con las proteinas seleccionadas se obtuvo una buena agrupacion de las
muestras con el andlisis de clusteres jerarquicos (Figura 49). Asimismo, la
clasificacion de las muestras con sobreinfeccidn fue perfecta con estas
proteinas, como muestra la curva ROC de la Figura 50. Las funciones de las
proteinas seleccionas se encuentran resumidas en la
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Tabla 11, sombreando en gris las que aumentan en los pacientes que presentan
sobreinfeccién nosocomial respecto a las otras que disminuyen en este mismo

grupo de pacientes.
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Figura 49. Mapa de calor de los clusteres de sobreinfeccién nosocomial.
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Figura 50. Curva ROC sobreinfeccion.

132



Tabla 11. Caracteristicas de las proteinas seleccionadas en los pacientes con
sobreinfeccién nosocomial.

P80108 | PHLD_HUMAN GPLD1 |Esta proteina hidroliza el enlace inositol fosfato |Respuesta celular al

Fosfatidilinositol en proteinas ancladas por glicanos colesterol

glicano especifico fosfatidilinositol (ancla GPI) liberando asi estas |y a los Triglicéridos (TG)

Fosfolipasa D proteinas desde las membranas Regulacién negativa del
proceso catabdlico de
los TG

Regulacidn positiva del
proceso apoptético.
Regulacidn positiva del
proceso metabdlico de
la glucosay de la
separacion de particulas
de lipoproteinas de alta

densidad.
IP06737 IPYGL_HUMAN IPYGL |Enzima alostérica que cataliza el paso limitante [Proceso catabslico del |
Glucégeno en el catabolismo del glucégeno, la escision glucégeno
fosforilasa, fosforolitica del glucégeno para producir Proceso necroptoético
forma hepatica glucosa-1-fosfato, y juega un papel central en el | Proceso biosintético de

mantenimiento de la homeostasis de la glucosa |5- fosfribosa 1-difosfato
celular y organica.

IQ969H8 IMYDGF_HUMAN MYDGF | Monocito derivado de la médula. Proteina de IReguIacién positiva del

Factor de accion paracrina que promueve la supervivencia proceso de angiogénesis
crecimiento del miocito cardiaco y la angiogénesis adaptativa [Regulacién negativa del
derivado del para la proteccién y/o reparacion cardiaca proceso apoptético
mieloide después del infarto de miocardio (IM). Estimula  Regulacién positiva de

la proliferacién celular endotelial a través de una la proliferacién celular
via de sefializacién mediada por MAPK1/3, STAT3 endotelial

y CCND1. Inhibe la apoptosis de miocitos Regulacién positiva de
cardiacos en una via de sefalizacién dependiente |la cascada MAPK
de PI3K/AKT (por similitud). Regulacién positiva de

Participa en la proliferacion celular endotelial y la proteina quinasa B
la angiogénesis

000187 MASP2_HUMAN MASP2 Proteasa sérica que desempefia un papel Activacién del
Lectina serina importante en la activacion del sistema de complemento via clasica
proteasa 2 de unién complemento a través de la lectina de unién a y via lectina
al manano la manosa. Después de la activacion por

autocatalitica escision se divide C2 y C4, lo que
conduce a su activacién y a la formacién de C3

convertasa.
Q93088 BHMT1_HUMAN |BHMT Participa en la regulacién del metabolismo de la|Proceso catabdlico de la
Betaina- homocisteina. Convierte la betainay la betaina
homocisteina S- homocisteina en dimetilglicina y metionina, Metilacién de proteinas
metiltransferasa 1 respectivamente. Esta reaccion también es Regulacién del proceso
necesaria para la oxidacién irreversible de la metabdlico de la
colina. homocisteina
P05451 REG1A_HUMAN REG1A Podriaactuar como un inhibidor de la Respuesta inmune
Litostatina 1 a precipitacién espontdnea de carbonato de humoral antimicrobiana

calcio. Puede estar asociado con el surgimiento |Cicatrizacién

neuronal en el cerebro, y con la regeneracién  Disrupcion de la pared

del cerebro y el pancreas. celular en otros
microorganismos
Respuesta celular a la
quimioquina
Regeneracién hepatica y
pancreatica

P32754 HPPD_HUMAN HPD Enzima clave en la degradacién de la tirosina Proceso catabélico de la

4 hidroxifenilpiruvat tirosina y de la
o dioxigenasa fenilalanina
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P07900 HSSOA_HUMAN HSP90A | Chaperona molecular que promueve la Activacion de la

Proteina de choque |A1 maduracioén, el mantenimiento estructural y la | respuesta inmune
térmico HSP 90-alfa regulaciéon adecuada de proteinas diana innata.
especificas implicadas, por ejemplo, en el Respuesta celular al
control del ciclo celular y la transducciéon de calor
sefiales. Se somete a un ciclo funcional Respuesta celular a los
vinculado a su actividad ATPasa que es esencial |virus
para su actividad de chaperona. Este ciclo Autofagia mediada por
induce cambios conformacionales en las chaperonas
proteinas del cliente, causando su activacién. |Transporte mitocondrial
Juega un papel critico en la importacién Regulacidn positiva de
mitocondrial. Desempefia un papel en la la defensa a virus
regulacién de la maquinaria de Regulacidn positiva de
transcripcion. HSP90 y sus co-chaperonas la produccién de
modulan la transcripcion en tres niveles interferén B, de la
diferentes: biosintesis de oxido
12. Alteran los niveles de estado estacionario nitrico, de la
de ciertos factores de transcripcién en fosforilizacion de
respuesta a varias sefiales fisiolégicas. proteinas
22. Modulan la actividad de ciertos Estabilizacion de

modificadores epigenéticos, como las histonas | proteinas
deacetilasas o las metiltransferasas del ADN, y |Respuesta a los
por lo tanto responden al cambio en el medio | antibidticos
ambiente.

32, Participan en el desalojo de las histonas de

la regién promotora de ciertos genes y asi

activan la expresién génica.

Se une al lipopolisacarido bacteriano (LPS) y

media la respuesta inflamatoria inducida por

LPS, incluyendo la secrecién de TNF por

monocitos.

Antagoniza la inhibicién mediada por STUB1 de

la sefializacién TGF-beta a través de la

inhibicién de la ubiquitinacién y degradacion

mediada por STUB1 SMAD3.

Media la asociacién de TOMM70 con IRF3 o

TBK1 en la membrana externa mitocondrial que

promueve la respuesta antiviral del huésped.

4.2.5 Analisis funcional de las proteinas diferenciales

4.2.5.1 Proteinas diferenciales entre los grupos NoTCDE y TCDE

En el apartado 4.2.2 se emplearon distintos métodos de analisis diferencial en
los que se compararon los grupos NoTCDE y TCDE. En total, se han seleccionado
49 proteinas diferenciales que son las que mejor definen los dos grupos de
muestras, pues una proteina se selecciond en ambos componentes. Las
proteinas seleccionadas por Lasso estdn incluidas en el analisis por Elastic Net y
estas, a su vez, estan incluidas en las seleccionadas en el andlisis PLS-DA. Excepto
las proteinas seleccionas en base al componente 2 del andlisis PLS-DA, la mayor
parte de las proteinas son estadisticamente diferenciales entre los dos grupos

cuando se aplica una prueba t de student (Figura 51).
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Figura 51. Analisis diferencial de las proteinas identificadas y cuantificadas en los grupos
TCDE y NoTCDE por Lasso, Elastic Net, PLS-DA1 y PLS-DA2.

(Se muestra el p-Valor obtenido al comparar los dos grupos frente a la tasa de cambio
en escala logaritmica. La linea discontinua horizontal corresponde a p-Valor=0,05)
El andlisis funcional de las proteinas diferenciales se ha llevado a cabo utilizando
las herramientas bioinformaticas STRING (version 11.5, https://string-db.org)
[110], DAVID (versién 6.8, https://david.ncifcrf.gov/home.jsp) [116] y PANTHER
Classification System (versién 16.0, http://www.pantherdb.org) [117].

Con objeto de llevar a cabo una descripcidn de las proteinas diferenciales se
realizd una anotacion funcional con Panther a nivel de procesos bioldgicos en los
que estan implicadas (Gene Ontology), a nivel de la clase de proteinay a nivel de
las rutas metabdlicas en las que participan (Figura 52). Las proteinas
diferenciales estdn implicadas en procesos metabdlicos y de regulacién bioldgica
de procesos celulares. En cuanto al tipo de proteinas, los grupos mas numerosos
son proteinas moduladoras de la actividad de otras proteinas mediante
interaccion o modificacidon. Por ultimo, si bien solo hay 15 proteinas con
anotaciones de rutas metabdlicas, la mas numerosa es la de coagulacion

sanguinea.
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Biological Process

u cellular process (GO:0009987)

= |ocalization (GO:0051179)

= biomineralization (G0:0110148)
interspecies interaction between organisms (G0:0044419)

= biological regulation (GO:0065007)

= response to stimulus (GO:0050896)

: = signaling (G0:0023052)

m developmental process (GO:0032502)
= multicellular organismal process (GO:0032501)
= biological adhesion (GO:0022610)
= metabolic process (G0:0008152)
= immune system process (GO:0002376)

Protein Class = protein modifying enzyme (PC00260)

= cell adhesion molecule (PC00069)

= protein-binding activity modulator (PG00095)
transfer/carrier protein (PC00219)

= transmem brane signal receptor (PC00197)

= defense/immunity protein (PCO0090)

m cytoskeletal protein (PC0O0085)

m storage protein (PC00210)

= extracellular matrix protein (PC00102)

u intercellular signal molecule (PC00207)

= metabolite interconversion enzyme (PC00262)

Pathway = Cadherin signaling pathway (P00012)

= Blood coagulation (PO0011)

= Integrin signalling pathway (P00034)
Alzheimer disease-presenilin pathway (P00004)

= Inflammation mediated by chemokine and cytokine
signaling pathway (P00031)

= Wnt signaling pathway (P00057)

= Toll receptor signaling pathway (P00054)

o A2

= Vitamin D metabolism and pathway (P04396)
= Parkinson disease (P00049)

= Plasminogen activating cascade (P0O0050)

Figura 52. Anotacién funcional con PANTHER.

Se muestra la anotacién funcional a nivel de proceso biolégico (arriba),
clase de proteina (medio) y ruta metabdlica (abajo).
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El enriquecimiento funcional de las proteinas diferenciales se llevé a cabo con
DAVID. Cuando se compard con el total del proteoma humano se observaron
muchos términos funcionales enriquecidos significativamente. Sin embargo,
cuando se compard con el total de las proteinas cuantificadas (229 proteinas) no
se observd un enriquecimiento significativo claro cuando se aplicaron
correcciones para el efecto de test multiples. Para obtener informacién sobre los
términos funcionales mas enriquecidos, se seleccionaron los 10 términos con un
mayor enriquecimiento en cada una de las comparaciones realizadas. El andlisis
de estos términos se muestra en la Figura 53(de enriquecimiento). Cuando se
analizoé con detalle las proteinas anotadas con estos términos se observé que un
elevado numero de ellas estan implicadas en la regulacién de la coagulacidon
sanguinea, lo que apoya los resultados de las rutas metabdlicas indicados

anteriormente.
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Figura 53. Andlisis de los términos funcionales mas enriquecidos en las proteinas
diferenciales

Por ultimo, se llevd a cabo un andlisis con STRING para determinar las relaciones
funcionales de las proteinas diferenciales (Figura 54). Se observa un alto grado

conectividad entre las proteinas indicando una elevada relacién funcional entre
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ellas. En cuanto a las funciones mas relevantes se incluyen la regulacién de la

hemostasis y mecanismos de defensa y respuesta inmune.

KRT4

PGLYRP:

@

UBAS2

PSMA

@

Figura 54. Relacién funcional de las proteinas diferenciales obtenida con STRING.

Las proteinas seleccionadas con Elastic Net y Lasso estan indicadas con circulos rojos y
azules, respectivamente.

4.2.6 Correlacion entre las proteinas cuantificadas con variables clinicas,
analiticas, escalas de gravedad e indices prondsticos.

El andlisis de regresién lineal multiple llevado acabo asume que las variaciones

de los pardmetros clinicos de interés a lo largo de la evolucién de los pacientes

deben ir acompafiados de cambios, positivos o negativos, paralelos de ciertas

proteinas. Se han analizado los indices prondsticos APACHE Il y SAPS 3, la escala

de gravedad SOFA total y SOFA_NR, asi como los parametros relacionados con

inflamacién como linfocitos, neutrdfilos, NLR y las concentraciones de PCT y PCR.
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Los coeficientes de correlacion de Pearson encontrados para los indices
prondsticos y escalas de gravedad, asi como para los pardmetros inflamatorios
variaron entre 0,79 y 0,94 indicando que las proteinas seleccionadas explican
una buena parte de la variacién de los parametros clinicos (Figura 55). Las
proteinas seleccionadas para cada pardmetro, asi como y su contribucién se
muestran en la Tabla 12. La mayor parte de ellas estan implicadas en
mecanismos de respuesta inmune. Entre las proteinas que pierden su
contribuciéon al eliminar el componente renal de SOFA, SOFA_NR, algunas de

ellas parecen estar implicadas en procesos de amiloidosis.

Para los indices prondsticos APACHE Il y SAPS 3 se utilizaron Unicamente los
datos obtenidos a tiempo 0 ya que solo se calculan al ingreso y el nUmero de
proteinas seleccionadas fue menor, en concreto 3 proteinas en el caso de SAPS
3y 5 proteinas en el caso de APACHE II. Con este bajo numero de proteinas no
es posible obtener informacién funcional significativa. Sin embargo, cabe
mencionar que la mitad de las proteinas participan en procesos de respuesta

aguda.

El andlisis de regresion de los parametros inflamatorios se realizé de manera
global con todas las muestras y también con las muestras de cada grupo (NoTCDE
y TCDE) por separado (Figura 56 y Tabla 13). En conjunto, el analisis funcional de
las proteinas correlacionadas con los pardmetros inflamatorios muestra que un
gran numero de ellas son proteinas relacionadas con la respuesta a estrés,
mecanismos de defensa y el sistema inmunitario, como cabria esperar. El andlisis
global de los datos correlaciona con un mayor ndmero de proteinas que los
analisis de los grupos separados que, para la mayor parte de los parametros,
engloba la mayoria de las proteinas seleccionadas en estos ultimos andlisis. La
excepcion a esta generalizacidn es la PCT, donde el andlisis individual del grupo
NoTCDE mostré una correlacion con un grupo especifico de proteinas no
seleccionadas ni en el andlisis global ni en el del grupo TCDE. Tanto el niUmero de
linfocitos como de neutroéfilos del grupo TCDE muestra un enriquecimiento de
proteinas relacionadas con enfermedad renal y amiloidosis que no se observa en
el grupo NoTCDE. Cabe mencionar que la cadena pesada de la inmunoglobulina

alfa muestra una correlacién positiva con el cociente Neutrdfilos/Linfocitos del

139



grupo NoTCDE pero negativa con el grupo TCDE. La proteina amiloide A-2
correlaciona con todos los parametros inflamatorios excepto con la PCT. Sin
embargo, la correlaciéon es negativa con el numero de linfocitos, pero positiva
con el resto de pardmetros. Los valores de PCR muestran una fuerte correlacion
con un reducido numero de proteinas implicadas en la modulacién de la reaccion
de fase aguda. La proteina amiloide A-2 es la que presenta un mayor coeficiente
de correlacion en todos los analisis realizados con datos de PCR. De hecho, en el
caso del grupo TCDE es la Unica proteina seleccionada. La alfa-1- glicoproteina
acida también es seleccionada en los otros dos analisis de los datos de PCR,
global y del grupo NoTCDE. En el caso del grupo NoTCDE también se selecciona

una proteina adicional, la haptoglobina.
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Figura 55. Analisis de regresion lineal multiple de indices prondsticos y escalas de gravedad.

Se muestra la correlacion obtenida entre los datos clinicos experimentales y los calculados.
Los parametros y los coeficientes de correlacion de Pearson se indican en cada gréfica.
Los datos correspondientes a los grupos No TCDE y TCDE se muestra en color azul y
rojo, respectivamente.
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Figura 56. Analisis de regresion lineal multiple de pardmetros inflamatorios de interés.

Se muestra la correlacion obtenida entre los datos clinicos experimentales y los
calculados. Los pardmetros y los coeficientes de correlacion de Pearson se indican en
cada gréfica. Los paneles de la izquierda corresponden a los andlisis realizados con el

grupo NoTCDE (azul), los paneles centrales corresponden al andlisis del grupo TCDE (rojo)
y los paneles de la derecha corresponde al analisis conjunto de todas las muestras.
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Tabla 12. Proteinas seleccionadas en el analisis de regresion lineal mdltiple y su
contribucién en los indices prondsticos y escala de gravedad

ID Acceso SOFA SOFA_NR SAPS Il APACHE Il
CLUS_HUMAN P10909 -0,329 -- -- --
FA9_HUMAN P00740 -0,109 -- -- --
IGLC3_HUMAN PODOY3 -0,067 -0,021 1,04 --
CO4A_HUMAN POCOL4 -0,055 -0,201 -- --
TRFE_HUMAN P02787 -0,024 -0,094 -- --
APOC2_HUMAN P02655 -0,009 - -0,81 -0,37
APOE_HUMAN P02649 -0,002 -- -- --
CD14_HUMAN P08571 0,088 0,263 -- --
CATA_HUMAN P04040 0,174 0,048 -- --
RNAS1_HUMAN P07998 0,193 0,167 -- --
PTGDS_HUMAN P41222 0,203 -- -- --
CFAD_HUMAN P00746 0,224 0,73 -- --
CH3L1_HUMAN P36222 0,254 -- -- --
S10A9_HUMAN P06702 0,304 0,2 -- --
IBP2_HUMAN P18065 0,401 -- -- --
F16P1_HUMAN P09467 0,408 0,11 -- --
PON1_HUMAN P27169 -- -0,249 -- --
TSP4_HUMAN P35443 == -0,09 -- --
KV320_HUMAN P01619 -- -0,075 -- --
HPT_HUMAN P00738 - -0,055 - 0,31
IGHM_HUMAN P01871 -- -0,006 -- --
SAA2_HUMAN PODJI9 == 0,034 -- --
MYG_HUMAN P02144 -- - 4,291 --
FINC_HUMAN P02751 = == - -0,674
TENX_HUMAN P22105 -- -- - -0,521
A1AT_HUMAN P01009 = == - 0,185
Ne de Proteinas 16 15 3 5
Coeficiente de Pearson 0,89 0,87 0,88 0,84
N2 muestras en el analisis 51 51 15 15

Se muestran los coeficientes de regresion obtenidos de las proteinas con mayor contribucién. La
magnitud de los coeficientes no es comparable de un pardmetro a otro porque las unidades de
estos son distintas
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Tabla 13. Analisis de regresion lineal multiple de parametros inflamatorios de

interés.

ID

CO4B_HUMAN
CH3L1_HUMAN
CH10_HUMAN
SAA2_HUMAN
CBG_HUMAN
ALBU_HUMAN
ALDOB_HUMAN
K1C14_HUMAN
IGLC3_HUMAN
FAAA_HUMAN
A1AG1_HUMAN
IGHA1_HUMAN
HPT_HUMAN
APOC2_HUMAN
TSP1_HUMAN
TRFL_HUMAN
APOA_HUMAN
K2C4_HUMAN
HORN_HUMAN
PA2GA_HUMAN
SODM_HUMAN
SAA1_HUMAN
S10A9_HUMAN
G3P_HUMAN
PTGDS_HUMAN
K1C17_HUMAN
FA9_HUMAN
ICAM1_HUMAN
CO4A_HUMAN
TRFE_HUMAN
CBPN_HUMAN
RNAS1_HUMAN
FRIL_HUMAN
ACTB_HUMAN
TIMP1_HUMAN

Acceso

POCOLS
P36222
P61604
PODJI9
P08185
P02768
P05062
P02533
PODOY3
P16930
P02763
P01876
P00738
P02655
P07996
P02788
P08519
P19013
Q86YZ3
P14555
P04179
PODJI8
P06702
P04406
P41222
Q04695
P00740
P05362
pocoL4
P02787
P15169
P07998
P02792
P60709
P01033

Linfocitos
--/-70,2/-107,8
-/--/-78,5
-33,2/--/-71,4
-51,6/-34,3/-69,5
—/-/-43,1
--/-31,7/-42,6
--/-16,7/-8,9
-/-5/-2,9
/16,2
/16,2
1,9/--/9,9
--/64/51,1
--/36/58
37/--/70,8
-117,2/-/--
-20,4//--
14,8/--/--

Neutrofilos

--/-0,25/-0,53

-0,67/--/-0,84

NRL PCT

2,54/--/-

1,23/0,39/0,54| 2,33/0,95/1,93

/108

1,9/-0,6/--

0,96/--/0,04
1,49/-0,09/--

—/--/0,2
--/-0,23/-0,83
-0,23/--/-0,45

—-/--/-0,42
-/--/0,01
--/0,51/0,52
-/--/0,84
-/2,68/1,52
--/-0,56/--
-/0,43/-
-1,27/--/-
0,39/--/--

3,08/--/--

~/--/0,41

1,03/-1,29/- | -/--/0,39
-2,77/-/-

~/-1,8/~

--/8,43/5,47
-2,22//~
--/0,22/0,17

—/--/-0,44
-1,35/--/-1,41
—/--/-0,47

~/-/0,47

--/-0,6/-0,95
-/-/-0,33
--/--/-0,08
--/--/0,95
—/--/1,96
—/-[2,17
—/-/3,25

PCR

20,8/35,8/29,7

9,4/--/7,7

2,6/-/--
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CFAD_HUMAN | P00746
FIBB_HUMAN P02675
HBB_HUMAN P68871
S10A8_HUMAN | P05109
VWF_HUMAN P04275
BIP_HUMAN P11021
PSA2_HUMAN P25787
CXCL7_HUMAN | P02775

N2 de Proteinas
Coef. de Pearson

N2 muestras en el analisis

7/7/14

8/9/13

23/28/51

--/0,11/4,3

~/-1,89/-
-0,48/~/-
0,56/-/--
0,16/~/2
1,18/--/0,92
1,27/--/0,32
~/--/0,24
7/2/9 5/6/12 3/1/2

0,90/0,88/0,90 |0,90/0,94/0,80 0,86/0,82/0,79 |0,85/0,9/0,9| 0,83/0,85/0,84
23/28/51

23/28/51 21/23/44 23/28/51

Se muestran las proteinas con mayor contribucién a cada uno de los parametros. Se indican los
coeficientes obtenidos para el andlisis de los grupos individuales y de manera conjunta:

NoTCDE/TCDE/Global, donde “--” indica que la proteina no fue seleccionada en ese anilisis. La
magnitud de los coeficientes no es comparable de un pardmetro a otro porque las unidades de

estos son distintas.
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5 DISCUSION
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El presente estudio de investigacion profundiza en el conocimiento de los
mecanismos moleculares de la sepsis, en concreto en la lesidn renal aguda
asociada a la sepsis y al shock séptico. La importancia radica en que, si bien la
sepsis es una entidad con una elevada morbimortalidad, desafortunadamente,
el prondstico empeora si asocia lesién renal aguda pues acarrea mayores
alteraciones inflamatorios y mayor mortalidad que la sepsis aislada [51]. Son
entidades muy conectadas en los pacientes criticos, siendo la sepsis la causa
principal de la lesién renal aguday la lesion renal aguda una complicacién comun

de la sepsis en estos pacientes.

La lesidn renal aguda asociada a la sepsis (s-LRA) es una entidad compleja y desde
el punto de vista fisiopatoldgico no del todo conocida. La mayor parte de las
investigaciones se han realizado en modelos animales y hay que ser cautos a la
hora de trasladar los hallazgos a la fisiopatologia humana. Se trata de una
entidad con muchas preguntas sin responder, y, por tanto, con numerosos
desafios en la medicina actual. Hasta la fecha se han utilizado diferentes
opciones terapéuticas frente a la sepsis (corticoides, proteina C activada,
heparina, anticuerpos monoclonales, interferén gamma, macrdlidos,
estimulantes del crecimiento de los neutréfilos, pentoxifilina, trombomodulina
recombinante, estatinas, B-bloqueantes, entre otras [34] sin encontrar
intervenciones terapéuticas efectivas dirigidas a dianas moleculares especificas
en la sepsis y, mucho menos para la s-LRA cuyo manejo sigue siendo de soporte
funcional orgdnico y sin grandes cambios en los Ultimos afios. Ello se debe a que
la sepsis es un sindrome no uniforme con multiples causas sobre todo en
pacientes criticos, con mecanismos fisiopatoldgicos, cursos evolutivos y manejos
diferentes, siendo dificil que un Unico biomarcador pueda explicar la s-LRA y que
lo mas probable es que se necesiten paneles de varios biomarcadores que

cubran diferentes aspectos de la s-LRA para su mejor compresiéon [118].

En el presente estudio se ha utilizado la proteédmica no dirigida para intentar
profundizar en el conocimiento de esta entidad e identificar proteinas o grupos
de proteinas con capacidad para predecir la evolucién y ayudar en la toma de

decisiones en pacientes con s-LRA debido a su elevada morbimortalidad.
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Se realizd el analisis de las proteinas detectadas y cuantificadas en plasma de
pacientes con Sepsis y/o Shock séptico asociado a LRA, mediante un método de
adquisicion independiente de datos (DIA) denominado SWATH [119] que utiliza
un tiempo de retencién de precursores definido por el usuario y una biblioteca
espectral de iones fragmentados para su identificacidn. EIl método fue descrito
por primera vez por Guillet y cols. [108], destacando entre sus ventajas la
cuantificaciéon de proteinas y péptidos de baja abundancia con la maxima
precision, reproducibilidad, consistencia de los datos y orientacion retrospectiva

mediante extraccién por cromatograma [119].

Se ha detectado un panel de 22 proteinas que claramente clasifican a los
pacientes que precisan TCDE y que podria ser de ayuda en decidir el momento
idéneo para iniciar estas terapias en estos pacientes. En nuestro conocimiento,
no existe en la actualidad un biomarcador o un grupo de biomarcadores basados
en protedmica asociados con la necesidad de utilizar TCDE. Adicionalmente, en
este estudio se estudio detecté un panel de 10 proteinas que clasifica a los
pacientes con s-LRA en cuanto a supervivencia y un grupo de 8 proteinas que
podrian indicar qué pacientes pueden tener mayor riesgo de adquirir una
sobreinfeccién nosocomial. También se detectaron e identificaron proteinas
relacionadas con pardmetros inflamatorios que podrian ser moléculas diana para

dirigir futuras terapias mas personalizadas, y que se discutirdn a continuacion.

La protedmica cuantifica grandes cantidades de proteinas en diferentes tipos de
muestras biolégicas pudiendo utilizar distintas tecnologias como electroforesis
bidimensional, cromatografia liquida y espectrometria de masas. Es mas dificil
trabajar con proteinas e identificarlas que con acidos nucleicos y genes, lo que
lleva a cuantificar un menor nimero de proteinas en estos estudios [120]. El
analisis por espectrometria de masas de plasma deplecionado y ultrafiltrado en
nuestros pacientes identificd 593 proteinas, pudiendo ser cuantificadas 542 de
ellas. La mayoria de trabajos publicados describen el nimero de proteinas
diferenciales detectadas entre los grupos estudiados [97,101,121-123] sin hacer
referencia al nimero total de proteinas identificadas y/o cuantificadas. Asi, por
ejemplo, Hashida y col. detectaron 429 proteinas extraidas de las membranas de

pacientes con s-AKl y TCDE [124], DeCoux y col., obtuvieron 234 proteinas
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plasmaticas en pacientes con sepsis [125], el grupo de Hayashi obtuvo 83
proteinas en 20 pacientes con sepsis [126], Garcia-Obregdn y col. [127] 600
proteinas en paciente sépticos, y aunque Liang y col [128] identificaron mas, en
114 pacientes con sepsis, en concreto 879, por problemas en la cuantificacién
solo pudieron analizar 396. Nuestro estudio, cuantificé un elevado numero de
proteinas, 542, utilizando adquisicion independiente de datos (DIA), que posee
las ventajas de buena reproducibilidad, alta sensibilidad, alta precision
cuantitativa y alto rendimiento [119] en muestras plasmaticas de pacientes con

s-AKI, teniendo en cuenta las eliminadas por las TCDE.

Para reducir la variabilidad experimental, se descartan las proteinas
cuantificadas con menos de 3 péptidos, quedando un conjunto de 229 proteinas
que se utilizaran en distintos métodos estadisticos. Nuestro primer objetivo fue
conocer si los perfiles proteicos contenian suficiente informacién como para
clasificar a los pacientes en funcién de si pertenecian al grupo NoTCDE y TCDE.
De los métodos no supervisados utilizados, el PCA mostré una agrupaciéon
razonable de las muestras de cada grupo. Este resultado sugiere que,
efectivamente, se puede llevar a cabo una clasificaciéon de los grupos a nivel
molecular analizando las proteinas plasmaticas. Para identificar estas proteinas
biomarcadoras empleamos métodos estadisticos supervisados. En el andlisis
Lasso, dos proteinas conseguian una buena clasificaciéon, en concreto la
Fibronectina y la Proteina S dependiente de la Vitamina K, ambas con diferentes
funciones, pero sobre todo relacionadas con la hemostasia, unién a la heparina
y coagulacién. Para evitar las limitaciones del Lasso que puede no seleccionar
correctamente las proteinas con correlacidn significativa, se aplicé el andlisis de
Elastic Net, que selecciond un total de 22 proteinas incluyendo las dos
mencionadas anteriormente, y que realmente clasificaron los dos grupos,
NoTCDE y TCDE. Las proteinas seleccionadas adicionalmente con este
procedimiento son las siguientes: Factor complemento H, Factor de von-
Willebrand, Proteina S dependiente de la Vit K, Fibronectina, Calicreina,
Cadherina-5, Glucoproteina rica en histidina, Apolipoproteina A, Lisozima C,
Glucoproteina acida a-1, Queratina tipo Il citoesqueleto 4, Proteina 4 con
dominios de inmunoglobulina V-set, Proteina ribosémica L-40 de ubiquitina-60S,

Proteina 2 de unidn al factor de crecimiento insulinico (IGF), Tetranectina,
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Atractina, Ribonucleasa pancredtica, Fibulina-1, Vasorina, Biotinidasa,
Plakoglobina de la unién y Kalistatina. Este panel de proteinas o algunas de ellas,
podrian ayudar a decidir el inicio de las TCDE, pues en la actualidad existe
controversia al respecto y no estd bien definido cuando es el momento idéneo
para iniciarlas. Actualmente, se utilizan unos criterios, conocidos también como
indicaciones renales, que se asocian con un riesgo vital elevado para el paciente
Yy que aconsejan iniciar las TCDE de manera urgente como recomiendan las guias
KDIGO (101). Estos criterios, aunque ampliamente aceptados por nefrélogos e
intensivistas no se apoyan en ensayos clinicos controlados. Las indicaciones
actuales de TCDE son las siguientes: la hiperpotasemia refractaria al tratamiento,
la acidosis grave, el edema agudo de pulmén que no responde a diuréticos, la
anuria-oliguria y la sintomatologia secundaria a la uremia [129]. Sin embargo,
existen otras situaciones, que entrarian dentro de las indicaciones no renales,
donde las TCDE pueden tener su funcidn, pero cuando iniciarlas depende de la
decisién del médico responsable del paciente en ese momento. Los defensores
de la terapia “precoz” argumentan que permitiria un manejo mas estricto y mas
rapido del balance de fluidos, de electrolitos y del equilibrio dcido-base, asi como
la posibilidad de modular los niveles de citocinas en los procesos inflamatorios y
actuar como soporte orgdnico. Los que abogan por un inicio tardio, lo justifican
diciendo que muchas LRA no necesitan TRR y al aplicarlas precozmente la funcion
renal no se recuperaria espontdneamente y que ademas no estan exentas de
riesgos al exponer a los pacientes a una circulacién extracorpérea no necesaria
(contacto con superficies no biocompatibles, anticoagulacién, inmovilizacion,
pérdida de antibidticos y otros solutos), ademas del riesgo de infecciones
asociadas al catéter, complicaciones de su insercion, inestabilidad
hemodindmica, mayor coste y carga de trabajo [130,131]. Actualmente
disponemos de 4 ensayos clinicos sobre el inicio de estas terapias con resultados
contradictorios. Solo uno de ellos incluia pacientes con sepsis y/o shock séptico
y LRA [132] y se suspendiod tras el primer analisis por futilidad. En 2016, se
publicaron casi simultdneamente, el ELAIN [133] y el AKIKI [134]. El primero,
incluyd pacientes postquirldrgicos en un solo centro y detectd una reducciéon
significativa de la mortalidad a los 90 dias con la estrategia precoz respecto a la

tardia, mientras que el segundo, que incluyd pacientes médicos y quirurgicos, y
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fue multicéntrico, fallé en demostrar una reduccion de la mortalidad a los 60 dias
con la estrategia precoz. Sin embargo, no eran estudios comparables, pues los
disefos eran diferentes, al igual que los criterios para definir inicio precoz y
tardio, asi como el tipo de pacientes incluidos, las modalidades de TRR usadas,
la existencia de alteraciones metabdlicas o el estadio KDIGO para iniciarlas, entre
otras. Destacar también que en el estudio AKIKI, el 51 % de los pacientes del
grupo tardio recibieron TCDE, eso quiere decir, que el 49 % espontdneamente
recuperaron la funcién renal sin requerir TCDE. Al analizar separadamente los
pacientes del grupo tardio que recibieron TCDE, la mortalidad fue superior en
este grupo. Ademds, ambos estudios no tenian la potencia estadistica adecuada
para detectar diferencias. En 2020 se publicé el ultimo ensayo clinico al respecto,
el STARRT-AKI [135], que no detectd diferencias entre la estrategia precoz,
iniciada a las 12 h de cumplir los criterios de inclusidn, o tardia o estandar, en la
que se incluian a los pacientes cuando presentaban criterios de las indicaciones
clasicas o continuaban con LRA al menos 72 h después de la aleatorizaciéon, no
siendo obligada la realizacién de la TCDE [83]. En este estudio, solo el 61,8 %
recibieron didlisis y se desconoce qué hubiese ocurrido si se hubiesen analizado

estos, como en el AKIKI.

En este sentido, el grupo de trabajo de la ADQI (Acute disease quality iniciative)
sugiere una aproximacidn mas personalizada tras valorar el balance entre la
demanda y la capacidad renal [136]. Sin embargo, no se han definido los
pardmetros especificos para cuantificar la demanda y la capacidad, y, por tanto,
el enfoque de precisién sigue dependiendo del criterio médico y en nuestra
opinién mereceria una mayor evaluacién. En este contexto, el panel de las 22
proteinas seleccionadas en nuestro estudio, con los dos andlisis estadisticos
supervisados realizados que permiten diferenciar los dos grupos evaluados
podria ser de utilidad para tomar estd dificil decisidon potenciando la seguridad
de los pacientes. Las 22 proteinas seleccionadas con Elastic Net también se
encuentran entre las proteinas seleccionadas en el primer (16 proteinas) y
segundo (7 proteinas) componentes del analisis de PLS-DA. Cuando se realizé el
analisis estadistico de la t de Student con estas proteinas, se observd, que 16 de
ellas eran significativamente diferenciales (Figura 51). La funcidn y su relacién

con la posible patologia se discute a continuacién.
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Factor Complemento H: principal inhibidor soluble de la via de activacién
alternativa del complemento. Se sabe que la activacion del complemento
desencadena poderosos mecanismos citotéxicos e inflamatorios, y su control es
crucial para evitar el dafo a los tejidos del paciente y permitir la restauracion de
la homeostasis inmune. El Factor complemento H previene la activaciéon y
amplificacion del complemento. Algunas enfermedades con mutaciones y
polimorfismos que afectan al reconocimiento del factor H asocian desregulacién
del complemento como por ejemplo el sindrome urémico hemolitico atipico
[137]. Ademas, algunos patdgenos o células tumorales pueden secuestrar al
factor H para evadir la respuesta inmunitaria. Puede unirse a moléculas
expresadas durante la apoptosis minimizando los efectos pro-inflamatorios de la
activacion del complemento y también se encuentra involucrado en el acimulo
de lipidos e inflamacién que asocian algunas enfermedades como Ia
arterioesclerosis o glomerulopatia C3 entre otras [138]. Los podocitos, parte
importante de la barrera glomerular, pueden producir factores de complemento
y factor H, segln reportan estudios realizados con ratones, contribuyendo al
balance local entre la activacion y regulacién del complemento, y este efecto
modulador deberia ser considerado en todas las enfermedades donde ocurre la
activacion del complemento a nivel glomerular [139] pudiendo tener un papel

relevante en el sistema inmune innato y en la s-AKI, que habra que investigar.

Factor de von Willebrand: papel hemostdtico crucial, que en entornos
patolégicos como la LRA promueve fendmenos trombdticos arteriales y venosos
participando en la inflamacidn renal e inmunotrombosis, pues se ha visto que es
capaz de reclutar leucocitos directamente o a través de las plaquetas ademas de
dirigir la biogénesis de orgdnulos que contienen P-selectina. Su incremento

depende de las células endoteliales (140).

Proteina S dependiente de la Vitamina K: proteina principalmente con
funciones anticoagulantes, pero también con un papel importante en el sistema
inmune a través de su interaccién con el regulador del complemento C4BP y en
el sistema vascular a través de su capacidad para unirse y activar los receptores
TAM en las células inmunes, lo que es importante en la fagocitosis eficiente de

las células apoptéticas y la regulacion de la actividad celular
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macréfaga/dendritica [141]. La Proteina S circula el 40% libre y el 60% unida al
Complemento C4b, de tal manera que el complejo PS-C4BP, podria actuar como
puente entre la coagulacidn y la inflamacidn, al demostrar la existencia de estos

complejos en las células apoptdsicas.

Fibronectina: proteina esencial de la matriz extracelular involucrada en la
adhesién celular, migracidén, diferenciacién y proliferacién. Implicada en la
embriogénesis, transformacién maligna, angiogénesis, inflamacidn, fibrosis,
reparacion de heridas, con un importante papel en la trombosis y hemostasia
[142]. Grandes cantidades de Fibronectina plasmatica se depositan en los vasos
lesionados y servira de matriz de unidn a otras células y proteinas plasmaticas
[143], lo que podria contribuir a la disfuncién microvascular observada en las
células tubulares [57] colaborando en la hipoperfusién e hipoxia y, en ultima
instancia, a la fibrosis observada en la enfermedad renal crénica. En un estudio
realizado en ratones se comprobd que la utilizacién del péptido pUR4 inhibia la
polimerizacion de la fibronectina evitando la fibrosis renal tras usar un modelo

de lesion renal basado en la isquemia reperfusion [144].

Calicreina: proteina sérica que libera cininas, cuyo precursor es la precalicreina
y la transformacioén ocurre ante lesiones tisulares y procesos inflamatorios. Se
sintetiza en distintos tejidos, entre ellos el renal y se elimina por orina. Se ha
relacionado con LRA inducida por aminoglucdsidos en estudios experimentales
y en humanos se ha comprobado que aumenta en la orina de pacientes con LRA,
relacionandose con el aumento del tono adrenérgico durante la hipotensiéon
arterial [145].

Cadherina 5: proteina de membrana, componente principal de las uniones entre
las células endoteliales, decisiva para la integridad vascular, la permeabilidad
endotelial y la angiogénesis. Durante los procesos inflamatorios se vierte a la
circulacion y aumenta en la sepsis, malignidad, enfermedades autoinmunes y
aterosclerosis coronaria. El estudio de Yu y col. [146], detectd que pacientes con
LRA y TCDE presentaban niveles significativamente mas elevados de cadherina
respecto a los que no requerian TCDE, al igual que los pacientes con sepsis, LRA
y disfunciéon orgdnica mds grave, sugiriendo que la ruptura de las uniones

endoteliales puede contribuir a la patogénesis de la s-LRA, a la mayor gravedad
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y por tanto a la necesidad de TCDE. Sin embargo, nuestros resultados son
diferentes, pues los pacientes con s-LRA y TCDE, presentan niveles inferiores a
los pacientes con s-LRA sin TCDE. En este sentido, el estudio de Yu, aunque no
especifica si la TRR que utiliza es continua, incluye pacientes con sepsis, fallo
respiratorio y APACHE Il > 25, y en este sentido desconocemos si los niveles
elevados de cadherina en su poblacién podrian estar en relacién a una alteracidn
en el aclaramiento en el contexto de otra disfuncién orgdnica. Nuestros
resultados estdn en la linea del estudio de Ebihara [147], donde los niveles de
cadherina eran inferiores en los pacientes con sepsis tratados con
hemoperfusién y TCDE (manteniéndose los niveles estables antes, durante y tras
la aplicacion de la técnica) que en los controles, pacientes sin sepsis y con
enfermedad renal crénica (en los que se comprobd que no habia relacion entre
los niveles de cadherina y la creatinina) y el estudio de Ostrowski [148] que
también publicé niveles inferiores en pacientes con sepsis atribuyéndolo en este
caso, a la internalizacion de la cadherina existente en la superficie celular
endotelial. Pensamos que serd necesario realizar mas estudios al respecto que
aclaren el papel de las cadherinas en la permeabilidad capilar en la sepsis y en

concreto en la s-LRA.

Glucoproteina rica en histidina (GRH): glucoproteina plasmatica abundante con
multiples dominios que le permite interactuar con muchos ligandos incluyendo
componentes del complemento como Clq, factor H, C8, C4 y C3. Regula la
formacion de complejos inmunes, elimina células apoptdéticas, controla la
invasidn microbiana, la adhesién celular, angiogénesis, coagulacién y progresion
del factor de crecimiento [149]. Un estudio realizado en pacientes postoperados
de cirugia cardiaca concluyé que podia ser un predictor de LRA, pues pacientes
con LRA presentaban niveles urinarios significativamente mas elevados. Los
autores no pudieron relacionarla con las TCDE atribuyéndolo al escaso nimero
de pacientes incluidos en el estudio que en estos momentos se encuentra
pendiente de validar [150]. Otro trabajo la destaca como un excelente
biomarcador de sepsis respecto a los biomarcadores existentes, pues los niveles

plasmaticos de GRH son significativamente inferiores en los pacientes con sepsis
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respecto a sin sepsis [151], con muy buena correlacion con las escalas APACHE y
SOFA, indicando su participacién en la patogénesis de la sepsis, su gravedad y
abriendo una oportunidad de un posible tratamiento tras observar en un modelo

de sepsis animal que su administracion era claramente beneficiosa [152].

Apolipoproteina A: los pacientes criticos suelen tener bajos los niveles de
colesterol y lipoproteinas, aunque los triglicéridos se encuentran muchas veces
elevados. La sepsis induce la liberaciéon de mediadores lipidicos que controlan el
metabolismo lipidico y la inflamacién. Se ha estudiado el papel de esta proteina
en la sepsis sobre todo en modelos animales, y recientemente en la poblaciéon
pedidtrica con sepsis, demostrando que los niveles plasmdticos de
Apolipoproteina A eran significativamente inferiores en los no supervivientes,
relacionandose con algunas disfunciones organicas entre ellas la LRA [153]. La
Apolipoproteina A reduce la inflamacién y mantiene los niveles de colesterol-
HDL que estdn disminuidos en la sepsis, preservando los rifiones como quedé
demostrado en el estudio de Moreira realizado en ratones [154], donde la HDL y
la lipoproteina A evitaban la disfuncién de las células endoteliales. En un estudio
experimental reciente se comprobdé que en la LRA inducida por contraste
radioldgico se alteraban los procesos energéticos y de estrés oxidativo en las
células endoteliales del cordén umbilical y que la Apolipoptroteina A mejoraba
la disfuncidn celular endotelial, abriendo una nueva puerta de investigacion en

este sentido [128].

Lisozima C: proteina liberada por leucocitos, macréfagos y células inflamatorias,
que se ha relacionado con depresién miocardica y vasodilatacién en modelos
caninos de shock séptico, fundamentalmente por generar perdxido de nitrégeno
y depositarse e interactuar con los fosfolipidos de la capa muscular lisa a nivel
vascular. Se ha comprobado que también se deposita en los tubulos renales y
que puede generar mediadores inflamatorios a ese nivel perpetuando la LRA,

aunque debe interpretarse con cautela al tratase de modelos animales [155]. En
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nuestros pacientes con TCDE hay un aumento significativo de esta proteina, lo

que iria a favor de lo comentado previamente.

Proteina ribosémica L-40 de ubiquitina-60S: una de las proteinas mas
abundantes en la orina de pacientes con sindrome nefrético [156]. Regula de

manera negativa el fenédmeno de apoptosis.

Tetranectina: proteina secretada por células mieloides, con funciones no muy
conocidas y hasta hace poco se desconocia su participacién en la sepsis. El grupo
de Cheng realizdé una investigacién con un modelo animal observando que,
aunque los niveles de tetranectina eran similares en ratones con sepsis y con
inflamacidn estéril, la supervivencia mejoraba al incrementar los niveles de esta
proteina. In vitro, vieron que se unia a la HMGB1, favoreciendo la piroptosis de
los macréfagos. Este proceso correctamente regulado es un mecanismo de
defensa que puede minimizar el dafio tisular. Sin embargo, si estd desregulado,
contribuye a la fase hiperinflamatoria de la sepsis e incluso podria promover la
inmunosupresion por deplecién de las células inmunes necesarias para el
aclaramiento de patdgenos. La piroptosis de los macréfagos puede contribuir a
la propagacion de la inflamacién y a una inefectiva eliminacién de los patégenos
[157].

Atractina: proteina con alta expresion en algunas células como las renales,
hepdticas y pancreaticas. Se expresa en las células T en reposo y cuando se
activan se induce la movilizacién y su liberacién. Ayuda en la formacién de
complejos inmunoreguladores, directamente a través de la interaccidén entre
monocitos y células T, o induciendo o regulando los niveles de citocinas
quimiotacticas que inducen el movimiento de las células T hacia las células
adherentes [158].

Ribonucleasa pancreatica: proteina que forma parte de la superfamilia RNasa A,
enzimas que participan en varios procesos fisioldgicos, desde el procesamiento
alternativo del ARN hasta la angiogénesis. Se ha descrito que tienen potencial
terapéutico en procesos oncogénicos, actividad antiviral directa y potencial de
activar células del sistema inmune innato induciendo su maduracién y la

produccidn de citocinas pro-inflamatorias.
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Vasorina: glucoproteina transmembrana con alta expresién a nivel de aorta en
humanos en comparacion con niveles moderados en rifidn, higado y placenta.
También se ha detectado en las células del musculo liso vascular. Identificada
como potencial biomarcador en nefropatias graves como la nefropatia por IgA,
nefropatia por membrana basal y nefropatia diabética [159]. En esta Ultima, estd
mas elevada que en pacientes diabéticos sin nefropatias. También se ha utilizado
como biomarcador tumoral al estar relacionada con la migracion/diferenciacion
celular. Sin embargo, actualmente se desconoce la localizacion celular exacta a

nivel renal, abriendo vias de investigacién adicionales.

Biotinidasa: el déficit de biotinidasa es un trastorno hereditario autosémico
recesivo. La biotinidasa recicla la vitamina biotina, una coenzima esencial para la
funcién de cuatro carboxilasas dependientes de la biotina. Se asocia con
alteraciones secundarias en el metabolismo de los aminoacidos, carbohidratos y

acido grasos.

Plakoglobina de la unidn: proteina relacionada con el reordenamiento del
citoesqueleto a nivel de los podocitos. Forma parte del sistema de adhesion

cadherina- catenina.

Asi pues, de las 16 proteinas comentadas, 13 se encuentran reguladas a la baja
en el grupo TCDE y 3 al alza respecto al grupo NoTCDE. Aunque se desconoce el
papel de alguna de ellas, la mayoria participan en el sistema inmune y en
mecanismos de defensa y sus niveles mas bajos en el grupo TCDE que tiene peor
prondstico podria apoyar la teoria que la s-LRA seria mas grave desde el punto
de vista molecular en este grupo y por dicho motivo precisar TCDE. Algunas de
las otras proteinas que disminuyen en este grupo respecto al NoTCDE, tienen
funciones claramente anti-inflamatorias como el Factor Complemento H, la
Apolipoproteina Ay la Proteina S dependiente de la vitamina K, lo que generaria
un disbalance entre los mediadores pro y anti-inflamatorios, favoreciendo la
inflamacion. El Factor de Von Willebran con funciones inflamatorias, entre otras,
se encuentra disminuido en el grupo TCDE, lo que iria en contra de lo
mencionado previamente. Sin embargo, este factor puede favorecer la
liberacion por otras células de P-selectina, una proteina con propiedades anti-

inflamatorias y, por tanto, al estar disminuido el Factor de Von Willebrand, no se
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generaria tanta P-selectina promoviendo de esta manera la inflamacién. Por otra
parte, 2 de las 3 proteinas que se encuentran mas elevadas en este grupo, como
la Lisozima Cy la Ribonucleasa pancreatica, presentan funciones claramente pro-
inflamatorias. En este sentido, es evidente que las proteinas alteradas en el
grupo TCDE claramente se relacionan con una situacion mas inflamatoria que el
grupo NoTCDE. Ademads, otras proteinas con funciones en el aclaramiento de
patdégenos, apoptosis y piroptosis como la Glucoproteina rica en histidina y la
Tetranectina también disminuidas en el grupo TCDE, podrian indicar que el
proceso resolutivo del cuadro fuese mas lento y esto también iria a favor del uso

de estas terapias.

Pensamos que el panel de proteinas detectado en nuestro trabajo puede ayudar
a decidir junto a datos clinicos y analiticos, el momento idéneo para iniciar estas
terapias en estos pacientes, lo que mejoraria la seguridad a distintos niveles
(paciente, profesional e institucional), si se confirman los resultados tras su
validacién en una nueva cohorte de pacientes, quedando por definir si se utilizan
las 16 proteinas o un porcentaje de ellas, eligiéndolas en funcion del grado de
participacion o implicacion segin lo comentado previamente o bien

aleatoriamente como hacen otros autores [160] en sus procesos de validacion.

Otro hallazgo de interés de nuestro estudio, es la identificacién de un grupo de
10 proteinas que clasifica a los pacientes con sepsis y shock séptico con LRA en
cuanto a la supervivencia, estando 7 de ellas mas elevadas en supervivientes
(Glucégeno fosforilasa, Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa, Fosfatidil
inositol glicano-fosfolipasa especifica D, Apolipoproteina A, Aldehido
deshidrogenasal A1, Aminoacilasa 1, Proteina de la unidn a la galactenina 3) y 3
mas disminuidas (Angiogenina, Litostatina 1-a, Receptor del factor 1 estimulante
de colonias de macrofagos) respecto a los no supervivientes. Las 7 reguladas al
alza participan en procesos metabdlicos relacionados con el glucdgeno,
aminodcidos celulares, desregulacién lipidica, repuesta inmune y defensa
celular, y en procesos de necroptosis, macroautofagia y apoptosis, procesos
importantes para la supervivencia celular y para el aclaramiento de sustancias
toxicas y células dafiadas. Las 3 proteinas reguladas a la baja participan en

procesos de inmunidad innata, angiogénesis, respuesta celular a citocinas y
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respuesta inflamatoria entre otras. Estos resultados son novedosos dado que,
hasta la fecha, en trabajos equivalentes se ha relacionado la supervivencia en
pacientes con sepsis o shock séptico respecto a pacientes sin sepsis, mientras
que nuestro grupo presenta un panel de proteinas diferencial entre
supervivientes y no supervivientes en pacientes con s-LRA. El primer estudio
realizado utilizando aproximaciones O6micas en pacientes sépticos para
caracterizar perfiles protedmicos diferenciales entre supervivientes y no
superviviente fue el de Kalenka y col. [99], detectando en 18 pacientes con sepsis
y/o shock séptico, 7 proteinas diferenciales entre supervivientes y no
supervivientes, aunque solo identificaron 6. Dos de ellas mds elevadas en
supervivientes relacionadas con la activacion de la via alternativa del
complemento, sugiriendo los autores, que el sistema inmune era mas
competente, la Haptoglobina con propiedades anti-inflamatorias y la Clusterina
que estaria involucrada en el aclaramiento de sustancias téxicas. De hecho, los
niveles bajos de Haptoglobina en pacientes sépticos se asociaron con un
aumento de la mortalidad [161]. Otro trabajo, realizado en sepsis, detecté 234
proteinas, 54 Unicamente en supervivientes y 43 en no supervivientes. Las
proteinas de los supervivientes estaban asociadas a 6 vias, principalmente
cascada de coagulacién, del complemento y moléculas de adhesion celular.
Curiosamente, tanto los supervivientes como los no supervivientes usaron
proteinas de la cascada de complemento y coagulacidn, pero las proteinas
identificadas fueron diferentes en cada grupo. Por ejemplo, la antitrombina lll y
el factor de complemento VIIl aumentaron en los no supervivientes y son parte
de la via intrinseca, mientras que el inhibidor del factor tisular como el factor de
complemento V, aumentaron en supervivientes y forman parte de la via
extrinseca, lo que sugiere que, dentro de las vias comunes, utilizan diferentes
proteinas para obtener resultados directos [162]. Los supervivientes del estudio
de Triantafilon [121] realizado en 25 pacientes con sepsis tenian niveles mas
elevados de Apoliproteinas (A-l, A-IV, D), Albumina, fragmentos de LDL,
Tranferrina y Holotransferrina y el estudio de Langley [163] realizado en
pacientes con neumonias adquiridas en la comunidad mostré en supervivientes
16 y 40 proteinas diferentes al ingreso y a las 24 horas de evolucién

respectivamente, también implicadas en la inflamacién, mientras que los no

159



supervivientes, tenian 56 proteinas diferenciales al ingreso y 27 a las 24 horas,
relacionadas con el complemento, trombolisis y transporte de acidos grasos.
Mds recientemente, el grupo de Hayashi N y col. [126] identificé 49 proteinas,
siendo tres de ellas (Hemoglobina B1 y B3, Haptoglobina y Ceruroplasmina) las
que presentaron cambios mas pronunciados durante la evolucién, sobre todo
descensos significativos en el grupo de no supervivientes mientras que, los
supervivientes, mostraron niveles mas estables, sin cambios importantes. Sin
embargo, el trabajo de Garcia-Obregdn, detectd 10 proteinas desreguladas mas
abundantes en pacientes con sepsis relacionadas con la activacidon de la
respuesta inmune, respuesta inflamatoria y respuesta a heridas, sin encontrar
diferencias entre supervivientes y no supervivientes [160]. Aunque la mayoria de
estudios coinciden en que las proteinas mas implicadas en la supervivencia
participan en los procesos de inflamacién y coagulacién, nuestro estudio
también identifica vias relacionadas con procesos energéticos y de supervivencia
celular en supervivientes, y aunque a priori parece légico habra que profundizar
en este aspecto para conocer mejor el papel que juegan en este proceso en

futuros estudios.

De la misma manera, se detecté un grupo de 8 proteinas que identificarian a los
pacientes con s-LRA con riesgo de presentar sobreinfeccidn nosocomial. Se trata
de un hallazgo importante, pues el diagndstico de infeccion nosocomial en
pacientes criticos es dificil porque tienen el sistema inmune desregulado por la
patologia que motivd su ingreso y por los diferentes procedimientos invasivos y
tratamientos a los que estan sometidos, siendo el diagndstico precoz dificil y al
mismo tiempo fundamental para iniciar el tratamiento antibidtico lo antes
posible y mejorar el curso de la enfermedad. De hecho, una actualizacién de las
guias de la Surviving Sepsis Compaign, recomienda la administracién de
antibidtico en la primera hora del diagndstico ([164]. Si en los pacientes criticos
el diagndstico precoz es primordial, el reto en los s-LRA con TCDE es mayor, pues,
aunque los reactantes de fase aguda pueden aumentar, lo hacen de forma
diferente y no tan pronunciada en el grupo TCDE respecto al NoTCDE y, ademas,
todos presentan hipotermia, una de las complicaciones de la terapia, por lo que
guiarse por datos clinicos y analiticos podria retrasar el diagnéstico y

secundariamente el tratamiento y prondstico. Por ello, disponer de marcadores
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que ayuden a realizar el diagndstico precozmente seria fundamental en la
evolucidn de estos pacientes. De las 8 proteinas identificadas, 3 aumentany 5
disminuyen en los pacientes del grupo sobreinfeccidn nosocomial. En este
sentido el grupo de Paugam-Burtz, en pacientes postoperados de trasplante
hepdtico, en los que la sepsis es una causa importante de mortalidad
postoperatoria y el diagndstico dificil, al estar tratados ademas con farmacos
inmunosupresores, investigaron la presencia de sepsis por criterios clinicos y
cultivos microbioldgicos al 52 dia de ingreso junto al estudio proteémico de
muestras plasmaticas el mismo dia. Incluyeron 31 pacientes con infeccién y 30
sin infeccidn, y detectaron 23 proteinas que se expresaban de manera diferente
entre los pacientes con y sin sepsis. La combinacion de 5 proteinas permitid
hacer el diagndstico de sepsis con un area bajo la curva de 0,72, sin embargo, no

llegaron a identificarlas [98].

De las 3 proteinas que aumentan, dos estan relacionadas con infeccién, la
Lectina sérica proteasa 2 de unién al manano y la Litostatina 1-a. La primera
participa en la activacién de la via clasica del complemento y de la lectina,
mientras que la segunda participa en la respuesta inmune humoral
antimicrobiana y en la disrupcién de la pared celular, asi como en la respuesta
celular a la quimiocina. Sin embargo, el factor de crecimiento derivado de las
células mieloides, es una proteina secretada por monocitos y macréfagos que
promueve la reparacion tisular en un modelo murino de infarto de miocardio
[165]. En el plasma humano también aumenta su concentracién en pacientes
con infarto agudo de miocardio, y aunque también se libera por estrés celular
actuando como un factor de supervivencia paracrina/autocrina con potencial
terapéutico, al parecer sus homélogos se agrupan en una familia de proteinas no
del todo caracterizadas [166] y habra que determinar su papel en la sepsis y en
s-LRA.

Entre las 5 proteinas que disminuyen en los pacientes con sobreinfeccién
nosocomial, 4 participan en procesos metabdlicos fundamentalmente: la
Fosfatidilinositol glicano especifico fosfolipada D (glicoproteina que en suero se
asocia con LDL), la Glucégeno fosforilasa (participa en procesos metabdlicos

relacionados con el glucégeno), la Betaina-homocisteina S-metiltransferasa 1
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(participa en la metilacion de proteinas) y la 4 hidroxifenilpiruvato dioxigenasa
(que cataboliza la tirosina), mientras que la quinta, la HSP90 o proteina de
choque térmico, es una chaperona que favorece el plegamiento de otras
proteinas, permitiendo que adquieran su conformacion tridimensional nativa y,
con ello, desempefiar su funcién bioldgica. Es capaz de estabilizar proteinas en
situaciones de estrés térmico y permitir que se degraden las que estén mal
plegadas, evitando la formacion de agregados amiloides [167]. Involucrada en
una gran variedad de procesos celulares relacionados con el crecimiento celular,
la reparacion de ADN vy Ila respuesta inmune en enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y otras, en cdncer y en
infecciones virales y bacterianas [168]. El papel exacto del descenso de esta
proteina en los pacientes con s-LRA que presentardn una sobreinfeccion
nosocomial no estd claro, siendo posible que su disminucidn afecte a otras
células y proteinas implicadas en los procesos mencionados previamente
aumentando el riesgo de adquirir sobreinfecciones sobre un sistema inmune ya
alterado, sin embargo, no deja de ser una hipdtesis y habra que indagar en el

papel de esta proteina en este proceso.

El analisis funcional de las 49 proteinas identificadas y diferenciales entre los
grupos TCDE y noTCDE (una de ellas se identificd en los dos grupos), revelé que
estan implicadas sobre todo en procesos metabdlicos, en la regulacion bioldgica
de procesos celulares, y en la respuesta a estimulos. En cuanto al tipo de
proteinas, el grupo mayoritario estd constituido por proteinas reguladoras de la
actividad de otras proteinas, enzimas modificadoras de proteinas, proteinas
transportadoras y proteinas de sefial transmembrana, y en cuanto a las rutas
metabdlicas, la mayoria estdn implicadas en la coagulacién, cascada de
activacion del plasmindgeno, inflamacién mediada por citocinas y quimocinas,

respuesta inmune y en el metabolismo de la vitamina D, entre otras.

Aunque varios trabajos utilizan técnicas protedmicas para estudiar proteinas
diferenciales y buscar biomarcadores en sepsis [169] pocos se centran en la s-
LRA como el nuestro. En cualquier caso, la mayoria utilizan modelos animales y
diferentes tipos de muestras (tejidos, orina y sangre fundamentalmente). Asi,

Maddens y col. [170], descubrieron y validaron en ratones sépticos como
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biomarcadores de s-LRA, 6 proteinas: NGAL, Gelsolina, Chitinasa urinaria 3y 1,
TRX y CHIA. El grupo de Wu, encontré la cadena ligera de miosina fosforilada
12B, proteina importante para la integridad citoesquelética en el tejido renal de
ratones sépticos aumentada [171] y el de Thongboonkerd evalué el proteoma
plasmatico usando un modelo porcino, identificando 27 proteinas cuyas
funciones estaban relacionadas con la inflamacidn, la respuesta al estrés
oxidativo y los componentes citoesqueléticos [172]. Trasladar estos hallazgos a
modelos humanos es dificil y hay que ser precavidos. En este sentido,
disponemos del trabajo realizado por Hashida y col. en 20 pacientes con LRA en
UCI tratados con TCDE. Identificaron mdas de 350 proteinas adheridas a las
membranas de los hemofiltros relacionadas con procesos metabdlicos,
respuesta inmune y respuesta al estrés, y en 10 pacientes que tenian s-LRA las
proteinas identificadas estaban mds relacionadas con procesos del sistema
inmune y de adhesidn bioldgica que en pacientes sin sepsis. Gong y col.,
estudiaron cambios en el proteoma sérico en pacientes con s-LRA y TCDE en las
primeras 72 horas de terapia, objetivando cambios en 10 proteinas, 7 disminuian
sus niveles y 3 aumentaban, que estaban relacionadas con la resolucién de la
inflamacién, coagulacién disfuncional y estrés oxidativo. En concreto,
aumentaba la Apolipoproteina A-IV con caracteristicas anti-inflamatorias y muy
relacionada con el estado nutricional, pues sus niveles séricos son muy sensibles
alainterrupcién de la alimentacién enteral, cayendo rdpidamente a valores muy
bajos durante el ayuno prolongado [173] lo que deberia tenerse en cuenta ante
la posible pérdida de sustratos nutricionales con las TCDE pues podria influir
negativamente en el prondstico. Las otras dos proteinas que aumentan son la
Isoforma gamma A del fibrindgeno y la Ubiquitina, sugiriendo los autores que las
funciones inmunes del paciente podrian estar parcialmente restauradas [101].
Seria interesante conocer la dindmica de las proteinas en los tiempos estudiados
pues aportaria informacidn sobre los cambios funcionales durante el

tratamiento con las TCDE y mejoraria nuestro conocimiento fisiopatolégico.

Una de las fortalezas del presente trabajo es la poblacidn de pacientes incluidos.
Se decidio elegir pacientes con sepsis y/o shock séptico con LRA, al constituir un
grupo con una elevada gravedad y mortalidad [174], y ser menos estudiado, con

la intencion de disponer de una muestra lo mas homogénea posible, pues una
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de las principales criticas a las multiples investigaciones realizadas en pacientes
sépticos es la heterogeneidad de los pacientes incluidos. Las caracteristicas
clinicas y demograficas de nuestros pacientes fueron similares a otras series
publicadas en cuanto a edad y sexo [160,175] pues la mayoria fueron varones
como en nuestro estudio (77,8 %) y con una edad media similar (63,9 afios)
[128,160,176]. Sin embargo, nuestros pacientes fueron mas graves pues, aunque
la puntuacion en la escala SOFA y APACHE Il (8,7 y 20,2 respectivamente) fue
similar o ligeramente superior a la descrita en otros estudios, en los que oscila
entre 6-8,2 y 17,8-19 respectivamente[128,160,176], nuestros pacientes
requirieron mas VMI (55,6 %), ECMO (5,6 %), noradrenalina (94,4 %) y TCDE
(44,44 %) que los pacientes del estudio de Liang, que precisaron VMI el 37,3 %,
vasopresores el 42,4 % y TCDE el 13,6 % [128]. Es posible que, por ello, la
mortalidad a los 30 dias en nuestros pacientes (22 %) sea superior a la descrita
por Liang (13,6 %). Sin embargo, es ligeramente inferior a la descrita por Garzotto
(28,8 %) a pesar de que el 100 % de nuestros pacientes presentaban s-LRA y solo
en el 30,6 % de sus pacientes y sabemos que la mortalidad en estos es muy
elevada. La mortalidad fue tres veces superior en el grupo TCDE (37 vs 10 %)
aunque sin llegar a la significacidon estadistica posiblemente por el escaso
numero de pacientes incluidos, pues no hubo diferencias en la clasificacién de la
LRA entre los grupos segun los criterios KDIGO [103]. Peters y col. también
describen una mortalidad en pacientes con s-LRA y TCDE significativamente
superior respecto a No TCDE, 40 vs 20 % respectivamente [177]. La estancia en
UCI de nuestros pacientes fue superior a la descrita por Liang posiblemente en
relacién a la sepsis como causa de la LRA como ocurre en el estudio de Peters.
La sobreinfeccidn nosocomial fue superior en los pacientes con s-LRA y TCDE que
podriamos atribuir a la mayor estancia, sin embargo, ésta fue similar a la descrita

en un estudio epidemiolégico italiano sobre LRA [176].

Se eligieron muestras plasmaticas para aplicar las técnicas protedmicas, por su
facil accesibilidad y ser su recogida no muy invasiva para los pacientes. Sin
embargo, el 90% del contenido proteico lo abarcan 10 proteinas, siendo
necesario utilizar métodos de inmunodepleciéon [119] para retirar las mas
abundantes y tener accesibilidad a las de media y baja abundancia como hemos

hecho en nuestro trabajo. Al tratarse de pacientes con LRA, muchos de ellos en
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anuria, no se eligié la orina como muestra a pesar de que una de sus ventajas
respecto a las muestras plasmaticas, es que carecen de proteinas de gran
abundancia. Sin embargo, se recogieron muestras de ultrafiltrado de los
pacientes que precisaron TCDE pues pocos estudios lo han analizado y pensamos
que se podrian obtener proteinas no detectadas en plasma como ocurrié en el
trabajo de Molina y col. [102].

De esta manera, los pacientes se clasifican en dos grupos, NoTCDE y TCDE, segln
sirequieren terapias continuas de depuracidn extrarrenal. Ambos grupos fueron
similares, excepto en el porcentaje de pacientes que precisaron VMI que fue
superior en el grupo TCDE, lo que podria atribuirse a mds sepsis de origen
respiratorio en este grupo, aunque sin llegar a alcanzar diferencias significativas.
Este grupo al ingreso fue mas grave, con puntuaciones significativamente mas
altas en la escala de gravedad (SOFA) e indices prondsticos estudiados (APACHE
I, SAPS 3). Podriamos pensar que estaria en relacion con una mayor gravedad
de la LRA, sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en los
estadios KDIGO, creatinina basal, SOFA_NR y SOFA_R. Es verdad que el SOFA_NR
fue ligeramente superior en el grupo TCDE, al igual que el resto de disfunciones
orgdnicas, pero sin llegar a alcanzar diferencias significativas. Posiblemente al
sumar todas ellas, podria generar la diferencia significativa que se alcanza en la

puntuacion global.

Profundizando en la escala SOFA, desarrollada en 1996 por la Sociedad Europea
de Medicina intensiva y validada como una escala util para predecir la mortalidad
en una gran variedad de pacientes criticos [2,21], presenta una diferencia
importante respecto a otras escalas, pues permite evaluar las disfunciones
orgdnicas secuencialmente durante la estancia en UCI, de tal manera que
cambios en la puntuacién con el tiempo se asocian con resultados clinicos. Al
comparar ambos grupos, el SOFA basal o al ingreso fue mayor en el grupo TCDE
que NoTCDE, sin embargo, en ambos grupos, la puntuacién maxima se alcanza a
las 24 h de evolucion, como en otros estudios, atribuyendo el empeoramiento a
los tratamientos aplicados [178]. En nuestro estudio, la Unica diferencia entre
ambos grupos fue la instauracién de las TCDE, y si bien es cierto que en ambos

grupos aumenta a las 24 h, es mayor en el grupo TCDE lo que podria hacer pensar
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que la instauracion de las TCDE en el dia cero influye en la mayor disfuncion
orgdnica al generar mayor respuesta inflamatoria. Si observamos el SOFA_NR,
que se obtiene al no considerar la disfuncién renal, légicamente el valor es
inferior en ambos grupos, pero ocurre lo mismo que con el SOFA total, empeora
en las primeras 24 h en ambos grupos y a partir de ese momento comienza a
mejorar aunque en el grupo TCDE lo hace mas lentamente, lo que podria
relacionarse con la inflamacién comentada previamente pues coincide un
descenso superior a 2 puntos con la retirada de las mismas, hipdtesis que
deberiamos contrastar con otros pacientes sometidos a estas terapias. En este
sentido, al décimo dia de evolucién, el SOFA total y el SOFA_NR seguia siendo
superior a 2 puntos en el grupo TCDE, a pesar que en la mayoria la terapia estaba
retirada, y esto podria indicar que la disfuncién organica persistia. De la misma
manera, tanto el SOFA total como el NR medio y maximo, fue superior, aunque
sin diferencias significativas en el grupo TCDE y aunque el SOFA medio y maximo
se han relacionado con mayor mortalidad [21], en nuestro trabajo no fue asi, lo
que podria ser atribuido una vez mds a los pocos pacientes incluidos. El delta
SOFA también ayuda a valorar la evolucion de las disfunciones organicas [21], y
aunque de Grooth [179] recomienda utilizar este pardmetro al considerarlo mas
fiable y consistente para ver los efectos de los tratamientos sobre la mortalidad,
en nuestro estudio, observamos un descenso del delta SOFA al tercero, quinto y
séptimo dia, indicando una mejoria en las disfunciones organica, pero siguiendo
la misma evolucién que el SOFA total, por lo que pensamos que no aporta mas
valor prondstico ni relevante, y que tan solo corrobora la puntuacién evolutiva
obtenida en el SOFA total.

La duracién de la s-LRA fue significativamente superior en el grupo TCDE, pero
esta diferencia se perdid, al retirar un paciente que presentd la LRA mas
prolongada (73 dias). Tampoco se alcanzaron diferencias entre los grupos en
cuanto a la resolucidon del shock, entendido bien como reduccion del 50% de las
catecolamina o retirada de las mismas o normalizacion del lactato, como cabia
esperar en el grupo TCDE segun la literatura revisada [88], pues estas técnicas
eliminan interleucinas y otras proteinas [89], y disminuyen la T2, lo que mejoraria

la hemodinamica y permitiria disminuir la dosis de vasopresores y reducir sus
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efectos adversos, pero no se aprecié en nuestros pacientes, posiblemente por el

tamafio de la muestra.

Con respecto a los parametros bioquimicos relacionados con la sepsis
(Leucocitos, Neutrofilos, Linfocitos, NLR y PCR), no se modifican con las TCDE de
manera significativa, pero si desde el punto de vista temporal o evolutivo, lo que
estaria mas en relacién con la evolucidn de la propia sepsis. Los leucocitos y en
concreto los neutrdfilos estan involucrados en la respuesta inmune innata
mientras que los linfocitos en la respuesta inmune adaptativa, siendo habitual
que los primeros aumenten a medida que progresa la inflamacién y los segundos
que disminuyan, si bien a veces lo hacen tardiamente. El cociente
neutrdfilo/linfocito (NLR) se ha propuesto como un indicador de inflamacién
sistémica mas fiable que el valor absoluto de neutréfilos y/o linfocitos, asi Huang
[180] reportd que, a mayor cociente de NLR al ingreso, peor prondstico y mayor
mortalidad. De la misma manera Lorente concluyé que deberia estandarizarse
su determinacidn para predecir la mortalidad en la sepsis y que su analisis al 19,
42 y 72 dia de evolucién ayudaria a estimar el prondstico [181]. En nuestro
estudio, no se han encontrado diferencias entre los grupos en cuanto a
pardmetros de inflamacidon se refiere. Sin embargo, observamos que los
leucocitos y los neutréfilos aumentan en las primeras 24 h al igual que ocurre
con la escala SOFA, pero en el grupo TCDE, el ascenso y el descenso posterior es
mas lento, al igual que ocurre con los linfocitos. El NLR presenta un curso similar,
siendo mayor al 32 dia en el grupo TCDE, que son los que tienen peor prondstico
(mayor mortalidad y sobreinfeccién nosocomial). La PCR sigue la misma

evolucion.

Con otros parametros analiticos (Vitamina D, hemoglobina y acido lactico)
sucede lo mismo, no se detectan cambios con la TCDE, pero si desde el punto de
vista evolutivo, es decir, se observan variaciones entre los valores al ingreso, 24

y 72 horas, lo que estaria mds en relacién con la evolucion de la enfermedad.

Desde el punto de vista electrolitico, con el sodio, potasio y cloro, no se
modifican ni con las TCDE ni con la evolucidn. Sin embargo, no ocurre lo mismo
con el fésforo, magnesio y calcio idnico. El fésforo, se modifica significativamente

con la evolucidn de la sepsis y con la TCDE, alcanzando el descenso mas
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significativo a las 24 h de la terapia. En nuestros pacientes, la hipofosfatemia fue
la alteracion mas frecuente (62,5 %), coincidiendo con lo publicado con una
prevalencia que oscila entre 10-65 % [182,183]. Por lo tanto, es importante
realizar controles durante la terapia para evitar complicaciones derivadas de la
misma, pues el fésforo interviene en muchos procesos vitales, sugiriendo una
primera determinacién en las primeras 24 h. El magnesio por el contrario se
altera significativamente por las terapias a partir de las 72 h y aunque es el
trastorno menos frecuente, en nuestros pacientes del 12,5 % mientras que es
inferior al 3% en otros estudios, seria recomendable realizar un control al menos
a las 72 h de terapia. Con el Calcio idnico, se producen cambios significativos
tanto con la evolucién como con el uso de las técnicas. En el grupo TCDE aumenta
a partir de las 24 h posiblemente en relacién con el descenso del fésforo, pues
otra posibilidad que podriamos pensar es que estuviese en relacién con citrato
trisédico utilizado como anticoagulante regional. Sin embargo, en nuestro
estudio en el 75% de los casos se utilizé heparina sédica como anticoagulante
para mantener la permeabilidad del circuito y solo en el 12,5 % se utilizé el
citrato trisédico, a pesar de las recomendaciones actuales de las guias KDIGO
[103] que sugieren la utilizacidn del citrato como anticoagulante regional como
primera eleccidn, pues en ese periodo del estudio se estaba introduciendo en

nuestra unidad, y se siguio el protocolo vigente.

Todas estas alteraciones electroliticas detectadas con las TCDE, al igual que la
hipoproteinemia y la hipotermia, formarian parte de las complicaciones
asociadas a las mismas o “dialytrauma”, término descrito y acufiado por el grupo
de Maynar [184], que habitualmente estdn en relacién con la intensidad de
tratamiento y con la composicién de los liquidos de reposicién o sustitucion.
Alteraciones que pueden ser muy peligrosas si no se reconocen y corrigen a
tiempo. Para ello, Maynar y col, sugirieron la utilizacién del listado de verificacidn
del dialytrauma que indicara tanto los potenciales problemas que podemos
encontrar como sus posibles soluciones. Estos autores abogan por una dosis
dindmica segun la situacion clinica y analitica del paciente con lo que estamos

completamente de acuerdo.
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En relacién a los antibiéticos, pilar fundamental en el tratamiento de la sepsis,
estas terapias pueden aumentar su eliminacién en funcién del PM, de la unién a
proteinas, del volumen de distribucién y del tratamiento aplicado, lo que
implicaria un descenso en la concentracion plasmatica de antimicrobianos,
pudiendo contribuir a la mayor mortalidad que experimentan los pacientes con
s-AKI y TCDE [185].

Seria deseable monitorizar la situacién inmunoldgica de los pacientes ingresados
en las UCI, pero no es habitual por su dificultad. En la mayoria de hospitales, al
menos de manera cuantitativa se pueden obtener inmunoglobulinas, proteinas
del complemento y linfocitos T (CD4 y CD8) en sangre periférica [186]. Zhang y
col., encontraron que en los pacientes con shock séptico existia un incremento
en la apoptosis de linfocitos T CD4, CD8 y linfocitos B CD19 [187] y de las células
NK con la consecuente disminucién de IF-y [188]. En nuestros pacientes, tanto
los linfocitos T CD3, CD4, CD8§, linfocitos B CD19, y las células NK CD 16, se
encuentran con niveles minimos al ingreso y a medida que evoluciona la sepsis
sus cifras aumentan, alcanzando valores maximos al 52 dia de evolucién. Sin
embargo, al comparar ambos grupos, observamos que en el grupo con peor
prondstico (TCDE), aumentan al 32 dia, volviendo a disminuir al 52 dia a valores
similares o inferiores a los de ingreso. No se pudo realizar ningln test estadistico
para comparar ambos grupos debido a las escasas muestras disponibles, por lo
que es dificil saber en este punto, si las TCDE pueden afectar o no el estado

inmunitario y habra que confirmarlo en un nuevo estudio.

Por ultimo, se analiza la correlacion existente entre las proteinas y la respuesta
inflamatoria con la escala de gravedad (SOFA y SOFA_NR), indices prondsticos
(APACHE 11, SPAPS 3) y parametros inflamatorios (neutrdfilos, linfocitos, NLR, PCT
y PCR) observando coeficientes de correlacidn muy altos, entre 0,79 y 0,94.
Detectamos que para describir los datos de la escala SOFA es necesario un mayor
numero de proteinas que para los indices prondsticos SAPS 3 y APACHE II, lo que
indica una mayor dispersion en los datos que podria reflejar una dependencia de
un mayor nimero de factores o procesos biolégicos. En cuanto a las proteinas
implicadas, la mayor parte de ellas participan en mecanismos de respuesta

inmune. Al eliminar el componente renal del SOFA (SOFA_NR), algunas de las
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proteinas que pierden su contribucién parecen estar implicadas en procesos de
amiloidosis, lo que sugiere que la formacién de agregados proteicos podria
contribuir al dafo renal. Resulta interesante destacar que la proteina
Prostaglandina-H2 D-isomerasa contribuye al SOFA total pero no al SOFA_NR
siendo una marcadora del filtrado glomerular [189] con una excelente
correlacién con la creatinina, cistatina C y B2 microglobulina [190]. Se trata de
una glucoproteina de bajo PM implicada en una variedad de procesos fisiolégicos
importantes, incluyendo agregacién plaquetaria, vasodilatacién, inflamacién y
adipogénesis. Varios estudios han documentado una fuerte asociacidn entre
esta proteina y diversas enfermedades como la enfermedad renal terminal,
enfermedad cardiovascular y muerte en diferentes poblaciones de pacientes.
Ademas, sus niveles urinarios y séricos pueden proporcionar un indicador
sensible de dafio renal en diabetes mellitus e hipertensidon arterial [189].
Recientemente, se ha visto que es buena marcadora para el diagndstico de LRA
en pacientes con pancreatitis aguda [191]. Otra proteina que se correlaciona con
el SOFA y no con el SOFA_NR es la Apolipoproteina C2 que también se ha
asociado a enfermedad renal [192]. Esta Apolipoproteina participa en el
metabolismo lipidico y forma parte del colesterol-HDL que posee una asociacion
inversa con el riesgo cardiovascular, sugiriendo al asociarse negativamente con
la escala SOFA que disminuiria el efecto cardioprotector, anti-inflamatorio y anti-

oxidante del colesterol-HDL.

Las dos proteinas con la correlacion mds positiva con la escala SOFA son la
Proteina 7 de unidn al factor de crecimiento similar a la insulina con funciones
en la regulacion del crecimiento y en la proliferacion de las células T activadas y
la Fructosa 1,6 bifosfatasal que participa fundamentalmente en el metabolismo

de los carbohidratos y gluconeogénesis.

Para los indices prondsticos APACHE Il y SAPS 3 solo se seleccionaron 5y 3
proteinas respectivamente, quizd al utilizar menos muestras y datos por
calcularse solo al ingreso o porque reflejan el estado de un menor nimero de
procesos bioldgicos. Y, aunque no se pudo obtener informaciéon funcional
significativa por dicho motivo, cabe mencionar que la mitad de las proteinas

participan en procesos de respuesta aguda y que la Apolipoproteina C2 es la
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Unica proteina seleccionada que se correlacionada negativamente con las tres
escalas de gravedad (SOFA, APACHE I, SAPS 3), por lo tanto, podria ser una
biomarcadora de la gravedad de estos pacientes, lo que habra que confirmar en

préoximas investigaciones.

El analisis funcional de las proteinas correlacionadas con los parametros
inflamatorios muestra que un gran nimero de ellas son proteinas relacionadas
con la respuesta a estrés, mecanismos de defensay el sistema inmunitario, como
cabria esperar. De la misma manera, el analisis global comprende un mayor
nimero de proteinas que los analisis de los grupos por separado (NoTCDE vs
TCDE) para la mayor parte de los parametros, y contiene a la mayoria de las
proteinas seleccionadas en los analisis de los grupos. La excepcién a esta
generalizacién es la PCT, donde el andlisis individual del grupo NoTCDE mostré
una correlacién con un grupo especifico de proteinas no seleccionadas ni en el
analisis global ni en el del grupo TCDE y la que correlaciona mas positivamente
es la Fructosa bifosfonato aldolasa B que participa en procesos metabdélicos
sobre todo en el metabolismo de carbohidratos. Tanto el nimero de linfocitos
como de neutroéfilos del grupo TCDE muestra un enriquecimiento de proteinas
relacionadas con enfermedad renal y amiloidosis que no se observa en el grupo
noTCDE. En concreto la proteina sérica Amiloide 2, se correlaciona muy
negativamente con los linfocitos (mds en el grupo NoTCDE que TCDE), mientras
que lo hace positivamente con los neutréfilos (también mas en el grupo
NoTCDE). Ademas, correlaciona con todos los parametros inflamatorios menos
con la PCT y presenta el mayor coeficiente de correlacién positiva en todos los
analisis realizados con datos de PCR. Esta proteina, es una biomarcadora de
inflamacidn, pero también una precursora de la amiloidosis, una complicacién
potencialmente mortal de la inflamacidn crénica [193]. Se produce en el higado
bajo el control de las citocinas pro-inflamatorias y es secretada a la sangre donde
se unird con su principal portador plasmatico, la HDL. También se secreta
localmente en sitios de inflamacién y esta implicada en la produccién de
citocinas y el reclutamiento de células inmunes. La isoforma 2, se regula durante
la respuesta de fase aguda y se eleva en infecciones y en enfermedades
autoinmunes. Crénicamente elevada es deletérea por favorecer la amiloidosis y

como factor de riesgo para la aterosclerosis [194]. En la inflamacién aguda
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aumentan sus niveles rapidamente y a partir de las 48 h vuelven a bajar [195].
No se conocen las ventajas de esta cinética, pero la rdpida biosintesis por parte
de los tejidos sugiere que es vital para la supervivencia. Un papel beneficioso
potencial es su capacidad para movilizar el colesterol HDL para la reparacién
celular [196]. Parece légico que, en las fases iniciales de la infeccidén e
inflamacidn, tenga una correlacién positiva con neutréfilos y PCR, y negativa con
los linfocitos, pues inicialmente la situacién es de linfopenia y esto coincidiria con

los niveles mads elevados de esta proteina.

Cabe mencionar que la cadena pesada de la Inmunoglobulina alfa, con funciones
en el sistema inmune, activacidon del complemento y mecanismos de defensa,
muestra una correlacion positiva con el NLR del grupo NoTCDE y negativa con el
grupo TCDE. La inflamacién juega un papel importante en la fisiopatologia de la
s-LRA y el NLR se ha utilizado como un marcador de la respuesta inflamatoria
sistémica por su amplia disponibilidad y bajo coste, en distintas enfermedades
incluyendo enfermedades renales y pacientes con s-AKl [197]. Los neutréfilos
aumentan rdpidamente como respuesta a la infeccidn al jugar un papel
fundamental en la respuesta inmune innata para intentar su control, fagocitando
patdégenos, liberando citocinas y activando a linfocitos T. Si la respuesta es
excesiva favorecera la disfuncién multiple de érganos e incluso la muerte. Las
citocinas anti-inflamatorias inducen por un lado la inmunopardlisis y por otro la
apoptosis de gran nimero de linfocitos, por eso el NRL indica un equilibrio entre
ambos y es un indicador de inflamacién sistémica [198], incluso en los casos
puede retrasarse la apoptosis de los neutrofilos. Por otra parte, la linfopenia
también estda involucrada en este escenario, siendo un indicador de
inmunosupresion inducida por la sepsis y factor de mortalidad en pacientes
sépticos. Sin embargo, el NRL esta influenciado por varias condiciones
incluyendo afecciones y medicamentos que afectan a neutrdfilos y linfocitos y
por lo tanto se requiere una interpretacién cuidadosa. El estudio de Yilmaz y col.
[199], detectd una asociacién entre el NLR y la s-LRA en 118 pacientes con sepsis
grave a su ingreso en UCI, demostrando que el NRL puede predecir la LRA con un
punto de corte de 10,15, con una sensibilidad y especificidad de 90,2 y 92,9 %
respectivamente. De la misma manera, se ha relacionado con un peor prondstico

y mortalidad en pacientes bajo hemodialisis convencional [200]. Y en pacientes
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con LRA también se ha reportado que a mas NRL mayor mortalidad tanto a los
30 como a los 90 dias [201]. En nuestro estudio, el grupo NoTCDE presenta
valores de NRL mas elevados que el grupo TCDE, y por lo comentado
anteriormente deberia ser al revés al tratarse del grupo con peor prondstico. El
grupo de Hwangy col.,realizé un estudio clasificando a sus pacientes en quintiles
segln los valores de NRL observando mayor mortalidad en el primer quintil
(valores menores) seguidos del quinto quintil (valores mas elevados). Justifican
sus resultados comentando que incluyeron pacientes con neutropenia y que
posiblemente estos entrarian en el grupo del primer quintil, con un peor
prondstico por dicho motivo. Quiza, pacientes con una mayor gravedad, podrian
tener una menor respuesta del sistema inmune innato y por tanto menor
capacidad de produccién de neutréfilos con un NRL menor como ocurre con
nuestros pacientes. En este sentido, la cadena pesada de la Inmunoglobulina
alfa, proteina con funciones inmunes y de defensa, correlaciona negativamente
con el grupo TCDE, pudiendo estar relacionado con un sistema inmune mas
aturdido ante la mayor gravedad, aunque habrd que confirmarlo en

investigaciones futuras.

Dos proteinas correlacionan positivamente en los andlisis de los datos de PCR,
global y del grupo NoTCDE, la alfa-1- Glicoproteina acida y la Haptoglobina. La
alfa-1-glicoproteina acida, conocida también como orosomucoide, se encuentra
muy elevada durante la respuesta de fase aguda en la sepsis. Aunque sus
funciones, no han sido claramente establecidas, exhibe un efecto
inmunomodulador en varios tipos celulares incluyendo leucocitos, plaquetas y
células endoteliales, manteniendo la permeabilidad capilar y protegiendo la
perfusién tisular en modelos de shock realizados en animales (201). Barroso-
Sousa y col. detectaron que los niveles de esta proteina mostraban una
correlacién inversa con la escala de gravedad SOFA y el 4cido lactico y una
correlacién directa con la PCR como en nuestro estudio y también con la
Pa0,/FiO,, sin embargo, no observaron correlaciéon con la creatinina, bilirrubina,
edad o APACHE Il. En nuestros pacientes si se detecté correlacién con la LRA 'y
en concreto en los del grupo TCDE, lo que iria a favor de lo reportado por este
autor, que sugiere que niveles bajos de esta proteina en pacientes con sepsis se

asociaban a mayor mortalidad [203]. Sin embargo, en nuestro trabajo, esta
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proteina no se selecciona en el grupo TCDE quiza porque sea eliminada con estas
terapias. Otra hipdtesis podria ser que la sintesis hepatica en este grupo
estuviese alterada, pero la bilirrubina y la PCR no mostraron diferencias entre los
grupos y ademas la cirrosis hepatica fue uno de los criterios de exclusidn,
pudiendo por tanto descartarla. Un estudio animal, demostré que la fibrosis
renal y la inflamacién observada en el rifidn de ratones con obstruccidn ureteral
unilateral, se redujo mediante el tratamiento con la forma activa de la Vitamina
D (1,25-dihidroxi-Vitamina D3) y que la alfa-1- Glicoproteina 4cida aumentaba
con la administracién de la Vitamina D activa. Asi pues, investigaron la
implicaciéon de esta proteina tras la administracién exdgena en ratones con
obstruccién ureteral, observando que la fibrosis renal e inflamacién se atenuaba,
sugiriendo que podria ser una molécula clave en el efecto protector de la
Vitamina D activa frente la fibrosis renal, ofreciendo una nueva estrategia
terapéutica para la fibrosis e inflamacidn renal que sin duda habrd que investigar
[204].

La Haptoglobina, proteina reactante de fase aguda con niveles variables en la
sepsis, sigue una dindmica similar a la alfa-1- Glicoproteina acida, aunque con
una correlacién con la PCR algo menor en nuestro estudio. En la sepsis, una
caracteristica comun es la liberacién de hemoglobina libre independientemente
de que exista o no coagulacién intravascular diseminada, con efectos tdxicos
sobre el rifién, produciendo LRA por diferentes mecanismos, obstruccion tubular
por cilindros pigmentosos, estrés oxidativo relacionado con el grupo hemo,
consumo de NO y desregulacién inmune [205]. Por eso, un objetivo obvio en la
s-LRA seria disminuir sus niveles y esto se podria conseguir por diversos
mecanismos: disminuyendo su liberacién, aumentando su eliminacién y
disminuyendo la lesion oxidativa que puede producir. En este sentido, una de las
moléculas mas implicadas en su aclaramiento es la Haptoglobina, pudiendo
administrarla exdégenamente para intentar facilitar esa eliminaciéon. En un
estudio que incluyd 387 pacientes con sepsis grave, los niveles bajos de
Haptoglobina se asociaron de manera independiente con un aumento de
mortalidad, en pacientes con niveles elevados de hemoglobina libre, sugiriendo
que la haptoglobina es fundamental para contrarrestar la toxicidad renal de la

hemoglobina libre [161]. De hecho, en Japdn, la Haptoglobina humana purificada
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estd aprobada para el tratamiento de la hemdlisis grave durante el by-pass
cardiopulmonar extracorpdreo, lesiones en grandes quemados y tras transfusion
masiva. Trabajos no controlados realizados en Japdn [206], han sugerido que en
cirugia cardiaca con circulacién extracorpdrea su administracion disminuye el
riesgo de LRA post-cirugia, pero no se han realizado estudios prospectivos y
menos en sepsis y s-LRA, abriendo nuevas opciones terapéuticas que se deberdn
investigar. En nuestro estudio, se correlaciona positivamente con la PCR en el
grupo NoTCDE, que es el que tiene mejor prondstico, seria interesante ver qué
sucede con su administracién en el grupo TCDE, pues quiza en este grupo pueda
eliminarse con las terapias y su aporte exdgeno modificar el prondstico en estos

pacientes, lo que deberd ser confirmado en futuros trabajos.

Entre las fortalezas del presente estudio es destacable en primer lugar el hecho
de que la poblacién estudiada es bastante homogénea pues los pacientes
incluidos son todos con s-LRA, reduciendo factores de confusidn que podrian
alterar los resultados protedmicos y no reflejar el estado de la enfermedad, lo
que dificultaria llegar a conclusiones generales. Todos los cambios protedmicos
observados en nuestro estudio, estan principalmente relacionados con la lesion
renal aguda secundaria a la sepsis. En segundo lugar, la utilizacién como método
para cuantificar las proteinas del SWATH (adquisicidn independiente de datos)
ha permitido cuantificar proteinas de baja abundancia con mayor precisién, con

alta reproducibilidad y con consistencia de los resultados.

El estudio presenta varias limitaciones, en primer lugar, se trata de un estudio
realizado en un solo centro, y que incluye un tamafio muestral pequefo. Sin
embargo, se encontré una fuerte correlacion entre los niveles de ciertas
proteinas y la gravedad de los pacientes determinada por las escalas e indices
prondsticos habituales. Se identificaron claramente perfiles de proteinas ligados
a predecir si los pacientes progresaran hacia la necesidad de terapias continuas
de depuracidn extrarrenal, a la supervivencia y al riesgo de adquirir una infeccion
nosocomial, asi como algunas proteinas muy correlacionadas con parametros
inflamatorios y que podrian utilizarse como posibles dianas terapéuticas, y

aunque estos hallazgos parecen muy atractivos a priori, necesitan ser validados
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en otra cohorte independiente de pacientes, y, por lo tanto, los resultados no se

pueden generalizar en el momento actual.

Si bien es cierto, que un biomarcador debe ser fisiolégicamente relevante, facil
de obtener, facil de interpretar y con elevada exactitud diagndstica, en este
contexto, ninguna de las proteinas identificadas con valor predictivo podria
utilizarse en la actualidad como un biomarcador con fines diagndsticos y
prondsticos por la dificultad tecnolédgica actual en su determinacion, sin
embargo, nuestro trabajo supone un avance en la comprensién de la lesién renal
aguda asociada a la sepsis y es de esperar que futuros desarrollos en las
tecnologias protedmicas posibiliten su uso predictivo y personalizado en esta

poblacién.

Finalmente, queda pendiente para estudios posteriores profundizar en el analisis
funcional de las proteinas recogidas simultdneamente en plasma y en el
ultrafiltrado lo que sin duda podria proporcionar una visién mas precisa de la
progresion de la enfermedad, asi como un mayor conocimiento fisiopatoldgico

de esta entidad.
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6 CONCLUSIONES
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

En este estudio realizado en pacientes con sepsis y lesidén renal aguda
(LRA), la utilizacién de las técnicas protedmicas basadas en SWATH
permiti6 de forma precisa y reproducible la identificaciéon vy
cuanttificacién de 593 y 463 proteinas respectivamente que participan
en los mecanismos de la respuesta inflamatoria del organismo a la
infeccidn.

Se identificé un panel de 16 proteinas séricas desreguladas (PROS, FINC,
VWEF, CADHS, RNAS1, RL40, BTD, KLKB1, ATRN, CFAH, PLAK, LYSC, TETN,
APOA, HRG, VASN) que clasificé a los pacientes en funcién de la
necesidad de Técnicas Continuas de Depuracidén Extrarrenal (TCDE) y
gue junto a datos clinicos y analiticos ayudard a decidir el inicio de las
mismas con mayor precision.

Se identificé un segundo panel constituido por 8 proteinas (PHLD, PYGL,
MYDGF, MASP2, BHMT1, HS90A, HPPD, REG1A que detecté
precozmente el riesgo de adquirir una sobreinfeccidn nosocomial.

Se identificd un conjunto de 10 proteinas (PYGL, G3P, ANGI, REG],
CSF1R, PHLD, APOA, AL1A1, ACY1, LG3PB) relacionadas con una menor
supervivencia.

La Apolipoproteina C2 es la Unica proteina que se relacioné
negativamente con la escala de gravedad SOFA y los indices prondsticos
APACHE Il y SAPS 3.

Se encontré una elevada correlacién entre determinadas proteinas y
algunos marcadores de inflamacidn habituales como linfocitos,
neutréfilos, NLR, PCR y PCT; proteinas todas ellas relacionadas con la
respuesta al estrés, mecanismos de defensa y sistema inmunitario.
Solo tres proteinas se correlacionan con la PCR: la proteina amiloide A-
2 muestra la mayor correlacidn y se selecciona en el grupo TCDE, el de
mayor gravedad, y las proteinas alfa-1-Glicoproteina &cida vy
Haptoglobina, que lo hacen en el grupo No TCDE, que posee mejor
prondstico.

La confirmacién de estos hallazgos en una cohorte independiente de
mayor tamafo permitiria avanzar en el concepto de medicina

individualizada de precision.
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Anexo Il

" Instituto
N de Invesfigacién
= SanitarioLape

MODELO DE CONSENTIMIENTO POR ESCRITO

Titulo del gstudio: ESTUDIO PROTEOMICO DEL ULTRAFILTRADO EN PACIENTES CON
SHOCK SEPTICO Y FRACASO RENAL

YO, (nombre y apellidos).

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

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado con: (nombre del Investigador)

Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.
3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del Participante Firma del Investigador
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:

FPR-IIS -029-04 Ed.01
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Anexo IV

SAPS 3

SIMPLIFIED ACUTE PHISIOLOGY SCORE 3 (SAPS 3)

PARAMETROS RESULTADOS PUNTOS
Edad (afos) <40 16
40-59 21
60-69 25
70-74 29
75-79 31
=80 34
Tiempo ingreso antes de UCI (dias) <14 16
14-27 22
=28 23
Lugar ingreso antes de UCI Quiréfano 16
Urgencias 21
Otra UCI 23
Otros (planta...) 24
Comeorbilidad Tratamiento No 16
antineoplasico Si 19
Cancer No 16
Si 27
Cancer No 16
hematologico Si 22
Insuficiencia No 16
cardiaca NYHA IV Si 22
Cirrosis No 16
Si 24
VIH No 16
Si 24
Drogas vasoactivas No 16
Si 19
Admisién UCI Prevista 16
Imprevista 19
Motivo de admision | Cardiovascular Arritmias 11
en UCI Otras 16
Shock hipovolémico 19
Shock séptico 21
Shock anafilactico 21
Hepatica Otras 16
Fallo hepatico 22
Digestiva Otras 16
Abdomen agudo 19
Pancrealitis grave 25
Neurologica Convulsiones 12
Otras 16
Comaldelirio/agitacion/confusion 20
Focalidad neurolégica 23
Efecto masa intracraneal 26
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Cirugia al ingreso en UCI Programada 16
No quirtrgico 21

Urgente 22

Localizacion de cirugia Trasplante 5
Trauma / politrauma 8

Cardiaca 10

Otra 16

Neurocirugia: AVCA 21

Infeccion aguda al | Nosocomial No 16
ingreso en UCI Si 20
Respiratoria No 16

Si 21

Glasgow Coma Score >13 16
12-7 18

6 23

3-5 26

Bilirrubina total (mg/dL) <2 16
22y <6 20

=6 21

Temperatura corporal =35 16
<35 23

Creatinina (mg/dL) 1.2 16
212y <2 18

=2y <35 23

23,5 24

Frecuencia cardiaca (Ilpm) <120 16
=20.000 y <50.000120 y <160 21

2160 23

Leucocitos/mm’ <15.000 16
>15.000 18

pH >7,25 16
<725 19

Plaquetas/mm” <20.000 29
>20.000 y <50.000 24

>50.000 y <100.000 21

=100.000 16

Presién arterial sistélica (mm Hg) =120 16
=70y <120 19

240 y <70 24

<40 27

pO; (mm Hg) o pOFIO; p0O, 260 sin VM 16
pO; <60 sin VM 32

pO2/FiO; =100 con VM 34

pO,/FiO; <100 con VM 38

NYHA: clasificacion funcional de la New York Herart Association; VIH: infeccion por virus de la inmuna
deficiencia humana: AVCA: accidente vascular cerebral agudo; pO2: presidn parcial arterial de 02; VA

ventilacion mecanica; /FiO2: fraccion inspiratoria de 02.

Puntuacién: minimo 16, maximo 229.
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Anexo V

Nombres de las proteinas plasmaticas y del ultrafiltrado identificadas con su

peso molecular
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